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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Bakterien der Gattung Bartonella

1.1.1 Taxonomie und Geschichte

Bei Bartonella spp. handelt es sich um stibchenformige, Gram-negative, aerob und fakultativ
intrazelluldir wachsende Bakterien, die der Klasse der o2-Proteobakterien angehoren und
phylogenetisch eng mit Brucella spp., Agrobacterium spp. und Rhizobium spp. verwandt sind. Bis
1993  war B. bacilliformis der einzige Vertreter der Gattung Bartonella. Aufgrund
molekulargenetischer Untersuchen wurden die Gattungen Rochalimaea und Grahamella in die
Gattung Bartonella iberfiihrt [25, 28, 231].

Derzeit umfasst diese Gattung 20 Arten, von denen 9 als humanpathogen eingeordnet sind:
B. bacilliformis, B. quintana, B. henselae, B. clarridgeiae, B. elizabethae, B. koehlerae,
B. grahamii, B. vinsonii und B. washoensis [69].

Die pathogenen Bartonella spp. sind innerhalb der Siugetiere auf bestimmte Reservoirwirte
spezialisiert, bei denen sie die Endothelzellen und die Erythrozyten besiedeln. Letztlich resultiert
die Infektion in einer langanhaltenden, intraerythrozytiren Bakteridmie [72]. Die weitere
Ubertragung erfolgt dann vorwiegend durch blutsaugende Arthropoden (Fldhe, Zecken, Liuse,
Sandfliege). Die Infektion von Fehlwirten kann zu verschiedensten klinischen Manifestationen
fiihren [69, 139]. Einzigartig unter allen bakteriellen Infektionserregern sind die Bakterien
B. henselae, B. quintana und B. bacilliformis durch die Fahigkeit, beim Menschen

angioproliferative Krankheitsbilder auszuldsen.

1.1.2 Erkrankungen durch Bartonella bacilliformis

Das Bakterium B. bacilliformis nutzt den Menschen als Reservoirwirt und verursacht die
Carrionsche Krankheit [14]. Die Ubertragung von Mensch zu Mensch erfolgt durch die Sandfliege
(Lutzomyia verrucarum), die nur endemisch in den Hochlagen der Anden vorkommt [7]. Diese
zweiphasige Erkrankung duBert sich zunichst in der akuten, oftmals letalen Phase durch eine
hidmolytische Anidmie mit begleitenden Fieberschiiben (Oroya-Fieber). Die folgende chronische
Phase ist neben der persistierenden Bakteridmie durch lokalisierte ~Manifestationen
,Verruga peruana“ an Gesicht und Extremitéten in Form von angioproliverativen, noduldsen Papeln

(Peru-Warze) charakterisiert [11, 199, 259].



2 Einleitung

1.1.3 Erkrankungen durch Bartonella quintana

Auch das Bakterium B. quintana nutzt den Menschen als Reservoirwirt, wird aber durch die
Kleiderlaus (Pediculus humanus corporis) von Mensch zu Mensch iibertragen [15]. B. quintana
verursacht das Fiinftagefieber, das durch periodische, im Abstand von etwa fiinf Tagen auftretende
Fieberschiibe, plotzlich einsetzende heftige Kopf- und Gliederschmerzen und eine aseptische
Meningitis charakterisiert ist [16].

Durch die schlechten hygienischen Verhéltnisse bedingt, trat diese Infektionskrankheit
epidemisch bei Soldaten wihrend des napoleonischen Russlandfeldzuges [250] und bei den
Allierten  Truppen wéhrend des ersten Weltkrieges auf (Wolhynisches Fieber,
Schiitzengrabenfieber) [209]. Heute entstammen Patienten mit B. quintana-Infektionen sozial
benachteiligten Gruppen mit zeitweisem Befall mit Lausen [30, 138, 307]. Das Bakterium
B. quintana verursacht neben der persistierenden Bakteridmie [72] auch Endokarditiden [3, 178]

sowie vaskuloproliferative Krankheitsbilder wie Bazilldre Angiomatose (BA) [167].

1.1.4 Erkrankungen durch Bartonella henselae

Der natiirliche Reservoirwirt von B. henselae ist die Katze (Felis catus). In dieser verursacht der
Erreger eine asymptomatische Bakteriimie [165]. Die Ubertragung von B. henselae auf den
Fehlwirt Mensch erfolgt entweder indirekt durch den Katzenfloh (Ctenocephalides felis) [267] oder
direkt durch Kratz- und Bissverletzungen von infizierten Katzen [54, 55].

Fiir den Krankheitsverlauf einer B. henselae-Infektion ist der Immunstatus des Patienten von
entscheidender Bedeutung. Bei immunkompetenten Patienten duflert sich eine Infektion als zumeist
selbstlimitierende Katzenkratzkrankheit (KKK) [68]. Bei immunsupprimierten Patienten hingegen,
wie beispielsweise AIDS-Patienten, treten persistierende Bakteridmien mit vaskuloproliferativen
Léasionen auf [29, 166, 251, 309].

Zudem ist B. henselae neben B. quintana eine Hauptursache fiir kulturnegative Endocarditis bei
insbesondere obdachlosen, alkoholkranken Individuen. Es wird angenommen, dass Bartonella spp.
fiir 3 - 4 % der Endocartidis-Félle verantwortlich ist [3, 56, 178].

Das Bakterium B. henselae wurde 1990 erstmals beschrieben [253, 254] und bereits ein Jahr
spéter gelang die Kultur aus vaskuloproliferativen Lésionen von Patienten [167, 342]. Da seitdem
B. henselae zunehmend an medizinischer Bedeutung gewinnt, wird das Bakterium auch als

»hew emerging pathogen‘ bezeichnet [10, 167].
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1.1.4.1 B. henselae-Infektionen bei immunkompetenten Patienten - Katzenkratzkranheit

Besonders junge Kinder mit Kontakt zu Katzen erkranken an der Katzenkratzkrankheit (KKK).
Nach Infektion mit B. henselae kommt es zundchst zur Bildung einer Papel an der
Inokulationsstelle. Dieser kann eine meist selbstlimitierende Schwellung der lokalen Lymphknoten
(Lympadenopathie) folgen (Abb. 1) [16]. Zusétzliche Symptome wie Fieber, Kopfschmerzen,
Ubelkeit, Gewichtsverlust und Splenomegalie (VergroBerung der Milz) treten bei ungefihr der
Halfte der Patienten auf. In ungefdhr 11 % der Félle kommt es zu einem atypischen Verlauf der
KKK mit Parinaudschem okuloglanduldren Syndrom, Hepatosplenomegalie oder neurologischen

Komplikationen wie Enzephalitis oder Meningitis [39, 103, 293, 348].

1.1.4.2 B. henselae-Infektionen bei immunsupprimierten Patienten - Bazillare Angiomatose

und Peliosis hepatis

Eine besondere Eigenschaft von B. henselae ist die Fahigkeit, angioproliferative
Krankheitsbilder hervorzurufen. Man unterscheidet dabei die ,,Bazillire Angiomatose™ (BA), die
sich mit vaskuloproliferativen Symptomen an der Haut manifestiert, von der ,,Peliosis hepatis*
(PH) bei einem Befall der inneren Organe, z.B. Leber (Abb. 1) [10]. Solche Manifestationen einer
B. henselae-Infektion treten vor allem bei Patienten mit verminderter zelluldrer Immunitét auf, z.B.
AIDS-Patienten [61]. Die BA wird deshalb entsprechend der Richtlinien des U.S. Center for
Disease Control and Prevention als AIDS definierende Krankheit eingestuft. In sehr seltenen

Ausnahmefillen konnen auch immunkompetente Patienten an BA erkranken [60, 169].

Abb. 1: Klinische Manifestationen von B. henselae-Infektionen. Gezeigt sind (A) Katzenkratzkrankheit mit
Lymphadenopathie bei einem sonst gesunden Kind nach B. henselae-Infektion [83]; (B) Kutane Form der bazilldren
Angiomatose [206] und (C) B. henselae als elektronenmikroskopische Abbildung mit gut erkennbarem Bartonella-
Adhisin A (Aufnahme Heinz Schwarz 2007 Photo 27791/ ES-4).
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Bei der BA wird eine kutane Form mit einzeln oder multipel auftretenden rétlichen kutanen oder
subkutanen Lésionen [181] von einer parenchymatdsen Form differenziert, bei der ausschlieBlich
innere Organe wie Milz, Lymphknoten oder Knochenmark betroffen sind [341]. Die bazillire PH
hingegen ist eine durch zystisch-gekammerte, blutgefiillte Endothelzell-Proliferationen
gekennzeichnete Hepatopathie und wird als Sonderform der BA betrachtet [166, 169, 293, 304,
315]. Auch B. quintana kann eine im klinischen und histopathologischen Bild vergleichbare BA
verursachen [167, 201].

1.1.5 Epidemiologie

In Abhéngigkeit von der geographischen Lage und von der Bewertungsgrenze besitzen ungefahr
6 - 30 % der gesunden Blutspender in Europa Bartonella-spezifische Antikorper [48]. Ungefahr
13 % der unklaren, Kultur-negativen Halslymphknotenschwellungen lassen sich auf Bartonella-
Infektionen zuriickfiihren [261].

Etwa 80 % der KKK-Fille treten bei Kindern auf, die meist vor Erkrankung Kontakt zu Katzen
hatten [354]. Es wird davon ausgegangen, dass ca. 30 % der Hauskatzen in den USA chronisch und
asymptomatisch mit B. henselae infiziert sind [171]. Die Seropridvalenz in der Freiburger Region
liegt mit ca. 13 % deutlich niedriger [273]. In den USA schitzt man die Anzahl der jdhrlichen
Erkrankungen an KKK auf 22000 Fille, von denen ungefihr 2000 stationdr behandelt werden
miissen [137, 165].

1.1.6 Diagnose und Therapie von Bartonella spp.

Die KKK wird meist nur symptomatisch therapiert, treten Komplikationen auf, wird antibiotisch
mit Makrolid-Antibiotika behandelt. Das Auftreten einer BA und PH erfordert immer eine meist
dreiwochige antibiotische Behandlung (Makrolid-, Tetracyclin-, Rifamycin-Antibiotika), was in der
Regel zu einer vollstindigen Riickbildung der vaskuloproliferativen Léasionen fiihrt [1, 10].
Entscheidend bei der Wahl des Antibiotikums ist das Erreichen einer ausreichenden intrazelluldren
Wirkstoftkonzentration.

Die derzeitige klinische Diagnose von Bartonella-Infektionen basiert entweder auf der
Kultivierung des Erregers, auf PCR-Techniken, oder auf Immunfluoreszenztests (IFT). Dabei hat
sich der indirekte serologische Erregernachweis mittels IFT als Standardmethode etabliert und
basiert auf dem Nachweis von gegen Bartonella spp. gerichteten Antikérpern im Patientenserum
[48]. So wurden mittels IFT bei Patienten mit KKK in ca. 80 % der Fille Antikorper gegen
B. henselae festgestellt [252]. Der IFT besitzt eine sehr hohe Sensitivitdt, jedoch ist die

Durchfiihrung zeitintensiv und das Ergebnis unterliegt stark der subjektiven Beurteilung der
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untersuchenden Person. Zudem sind Kreuzreaktivititen der Antikorper gegeniiber weiteren
humanpathogenen Bakterien wie Coxiella burnetii, Chlamydia spp., Rickettsia rickettsii,
Ehrlichia chaffeensis, Treponema pallidum, Francisella tularensis sowie Mycoplasma pneumoniae
bekannt [65, 79, 213].

Der direkte Nachweis des Erregers kann durch die Anzucht [308] oder durch den DNA-
Nachweis mittels PCR, z.B. iiber die Amplifikation der 16S rRNA-Gene, erfolgen [8, 80, 210].
Beide Verfahren machen jedoch einen invasiven Eingriff notwendig. Fiir die technisch aufwindige
kulturelle Anzucht von Bartonella spp. werden Wachstumsbedingungen mit lidngeren
Inkubationsphasen von 21 d bis 45 d empfohlen [177, 308]. Deswegen gilt die Erregeranzucht fiir

Bartonella-Infektionen nicht als effektive und reproduzierbare diagnostische Methode [177, 211].

1.1.7 Pathogenese von Bartonella-Infektionen

Nach einer Bartonella spp.-Infektion der natiirlichen Reservoirwirte kommt es zu einer
Besiedlung der Endothelzellen und der Erythrozyten und zu einer langanhaltenden,
intraerythrozytiren Bakteridmie [72]. Bei einer B. henselae-Infektion der Katze als natiirlichem
Reservoirwirt wurde eine unmittelbare Invasion der Bakterien in die Erythrozyten gezeigt [214].
Bei einer B. henselae-Infektion des Fehlwirtes Mensch war das nicht der Fall - jedoch erfolgt die
Ausbildung einer langanhaltenden, intraerythrozytiren Bakteridmie in immunsupprimierten
Individuen wahrscheinlich iiber die CD34 -Vorlauferzellen der Erythrozyten [135, 202]. Letztlich
stellen die Endothelzellen die Zielzellen einer Bartonella spp.-Infektion in allen Reservoirwirten dar
[69] Auch beim Menschen konnte B. henselae in engem Kontakt zum proliferierenden Endothel
nachgewiesen werden [10].

Fir B. bacilliformis, B. quintana und B. henselae wurde gezeigt, dass die Invasion in
Endothelzellen sowohl {iiber den klassischen Invasionsprozess einer Bakterien-vermittelten
Endozytose [77] oder iiber die Aufnahme sogenannter ,,Invasomen® erfolgen kann [31, 74, 327].
Letzterer Mechanismus ermoglicht durch Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts die
Internalisierung ganzer Bakterien-Aggregate [74]. In den Endothelzellen konnte die intrazelluldre
Replikation mikroskopisch iiber die Zunahme der Bakterienzahl von B. henselae und B. quintana
sowie indirekt durch Quantifizierung der bakteriellen rRNA verfolgt werden [31, 158]. In
Endothelzellen internalisierte B. henselae replizieren wesentlich schneller als auf unbelebten
Standardnidhrboden [158].

Erste Einblicke in die beteiligten Pathogenitétsstrategien von Bartonella spp. wurden durch
In-vitro- und In-vivo-Infektionsmodelle ermoéglicht und einige Virulenzfaktoren konnten

beschrieben werden (Tab. 1). Davon sind lediglich zwei genauer untersucht - das trimére
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Autotransporter-Adhésin  Bartonella-Adhédsin A (BadA) [262] und das VirB/VirD4-Typ IV-
Sekretionssystem (VirB/VirD4-TIVSS) [281].

Tab. 1:  Ubersicht iiber genetisch determinierte Pathogenititsfaktoren von Bartonella spp.
Bezeichnung Spezies Charakterisierung Funktion Referenz
BadA B. henselae Bartonella-Adhdsin A Adhiérenz an Zellen und [262]
Auflenmembranprotein extrazelluldre
Matrixproteine, Induktion
VompA-D B. quintana variably expressed outer | der proangiogenetischen [291, 357]
membrane protein A-D Reaktion
BrpA-C B. vinsonii Bartonella repeat [102]
proteins (BrpA-C)
(VompA-D, BrpA-C
homologe Proteine zu
BadA)
BepA-G B. henselae Bartonella effector Rearrangements des [289]
protein A-G, Zytoskeletts (Bildung des
durch VirB-TIVSS Invasoms), Hemmung der
sekretiert Apoptose
VirB/VirD4- B. henselae Typ IV-Sekretionssystem | Translokation der Beps/ [235, 281, 290]
TIVSS B. quintana (VirB2-10/VirD4) Vermittlung der Bep-
B. tribocorum abhingigen
Wirtszellantworten/
NF-«B abhéngige
proinflammatorische
Wirtszellantwort
Vbh-TIVSS B. tribocorum VirB-homologous- evtl. Translokation von [272]
B. schoenbuchensis | TIVSS (Homologien zu | Substraten
VirB/VirD4-TIVSS)
Trw-TIVSS B. henselae hohe Sequenzhomologie | Kontakt/Vermittlung der [299]
B. quintana zum Konjugationssystem | erythrozytiren Infektion
B. tribocorum R388 von E. coli
LPS B. henselae, niedrig-endotoxisches Vermeidung des [245, 356]
B. quintana LPS septischen Schocks
wihrend der Bakteridmie
Deformin B. bacilliformis 1,4 kDa-36 kDa Protein/ | Deformierung der [76,352]
Proteinkomplex Erythrozytenmembran
Héamolysin B. bacilliformis Héamolysin kontaktvermittelte [122, 131]
Hamolyse
lalA-B B. bacilliformis Invasin Eindringen in [218, 219]
Erythrozyten
Iba B. henselae Autotransporter Autotransporter/ [71,300]
mogliches Adhésin
Fla B. bacilliformis Flagellum (unipolar) Beweglichkeit/ Bindung [274, 278]
B. clarridgeiae an Erythrocyten
OMP43 B. henselae 43 kDa, dulBeres Adhédrenz an Endothel- | [33, 34]
Membranprotein zellen
Pap31 B. henselae Héamin-Bindeproteine Kontaktvermittlung ~ mit | [46, 67, 359]
Wirtszelle  iiber  Fn-
HbpA B. quintana Bindung/ Himin-Bindung

Verwendete Abkirzungen: BadA, Bartonella-Adhédsin A; Vomp, variably expressed outer membrane protein; TAA,
Trimeres Autotransporter-Adhésin; Bep, Bartonella-effector protein, OMP, outer membrane protein; Pap, phage-
associated membrane protein.
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1.1.7.1 Trimere Autotransporter-Adhasine von Bartonella spp.

Die Trimeren Autotransporter-Adhdsine (TAAs) sind bedeutende Pathogenititsfaktoren
Gram-negativer Bakterien und bilden charakteristische trimere Auflenmembranproteine mit einer
Kopf-Stiel-Anker-Architektur (head-stalk-anchor) [127, 191]. Das bislang irrtiimlich als ,,Pilus*
beschriebene Bartonella-Adhdsin A (BadA) ist ein Vertreter dieser TAA [19, 262]. Es ist mit
ca. 340 kDa ein auf3erordentlich groB3es Protein in der d&ulleren Membran von B. henselae und weist
sequenzielle und strukturelle Homologien zu dem am besten charakterisierten TAA, dem Yersinia-
Adhisin A (YadA) von Yersinia enterocolitica, auf [262].

Das stark immunogene BadA wird wihrend des Infektionsverlaufes exprimiert, bindet an
Komponenten der extrazellulire Matrix (Fibronektin, Kollagen) und vermittelt so mafigeblich die
Interaktion des Bakteriums mit der Wirtszelle. Nur BadA-exprimierende Bartonellen fiihrten zu
einer Aktivierung des Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktors-1 (hypoxia-inducible factor-1,
HIF-1), dem ,,Hauptschalter des Angiogenese-Programms, um schlieBlich eine HIF-1-abhangige
proangiogenetische Wirtszellantwort auszuldsen. Lediglich bei Infektion von Epithelzellen mit
BadA-positiven B. henselae konnte eine Sekretion von proangiogenetischen Zytokinen ,,vascular
endothelial growth factor (VEGF), Adrenomedullin (ADM) beobachtet werden [262].
BadA-homologe Proteine wurden in B. quintana als ,,variably expressed outer membrane proteins
(VOMPs) [357] und in B. vinsonii als ,,Bartonella repeat proteins*“ (BrpA-C) [102] beschrieben.
Kiirzlich wurde gezeigt, dass auch ein zu BadA-homologes Protein bei B. tribocorum einen

essentiellen Pathogenititsfaktor fiir die Ausbildung einer Bakteridmie darstellt [272].

1.1.7.2 Typ IV-Sekretionssysteme von Bartonella spp.

Verschiedene pathogene Bakterien besitzen Typ IV-Sekretionssysteme (TIVSS), um bakterielle
Effektormolekiile wie Proteine oder an Proteine gekoppelte Transfer-DNA in Wirtszellen zu
injizieren und schlieBlich deren Zellfunktionen zu beeinflussen. Diese vielseitigen
Transportsysteme haben sich aus den bakteriellen Konjugationsapparaten entwickelt [47, 57].

B. henselae besitzt zwei verschiedene TIVSS, wobei das VirB/VirD4-TIVSS zu dem von
A. tumefaciens homolog ist [282], das Trw-TIVSS ist hingegen mit dem Trw-Konjugationssystem
von E. coli verwandt [299].

Das VirB/VirD4-TIVSS von B. henselae ist ein Komplex aus mehreren Proteinen. Diese bilden
zusammen einen nadelartigen Pilus, der den anfénglichen Kontakt zur Wirtszelle vermittelt, und
einen kanalartigen Porenkomplex, welcher beide Membranen der bakteriellen Zellhiille durchspannt

und schlieBlich bestimmte bakterielle, zytoplasmatische Proteine in das Wirtszellzytoplasma
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transloziert [57, 69, 73]. Als Substrate des VirB/VirD4-TIVSS konnten die Effektorproteine
BepA-G (Bartonella-translocated effector proteins) identifiziert werden [289].

Das VirB/VirD4-TIVSS ist fiir eine Reihe von spezifischen Endothelzell-Reaktionen im
Infektionsverlauf mit B. henselae verantwortlich. Dazu zdhlen (i) Umstrukturierung des Aktin-
Zytoskeletts mit der Bildung der bakteriellen Aggregate und der Invasom-vermittelten Aufnahme
von B. henselae in Endothelzellen [281], (i) Aktivierung der Transkriptionsfaktor-NF-xB-
abhingigen proinflammatorischen Endothelzellantwort [281] mit der verstirkten Expression der
Adhésionsproteine  E-Selektin, ICAM-1 (intercellular —adhesion molecule-1) auf der
Endothelzelloberflache [94] sowie der Sekretion diverser Zytokine (z.B. IL-8) [281] und (iii)
Apoptoseinhibition durch die Translokation des BepA, das die Caspase-3/-7-Aktivierung hemmt
[281]. Letzteres sichert das Uberleben der Endothelzellen und trigt somit indirekt zur den
Bartonella-induzierten Vaskuloproliferationen bei [161, 280, 289]. Die mitogene Stimulation der
Endothelzellen ist jedoch unabhéngig von diesem TIVSS [281, 289].

Das Trw-TIVSS besitzt alle Komponenten eines TIVSS-Porenkomplexes, jedoch fehlt der fiir
eine Translokation notwendige Substratrezeptor (VirD4-Homolog). Soweit bekannt, transloziert das
Trw-TIVSS keine Effektorproteine, ist aber dennoch fiir die Invasion von B. henselae in
Erythrozyten und die Ausbildung der intraerythrozytiren Bakteridmie verantwortlich [288, 299].
Ein drittes TIVSS, Vbh-TIVSS wurde zuerst bei B. fribocorum identifiziert und danach bei anderen
Bartonella spp. nachgewiesen [272]. Es weist starke Homologien zu dem beschriebenen
VirB/VirD4-TIVSS auf. Es wird vermutet, dass es sich um ecin funktionelles, Subtrat-
translozierendes TIVSS handelt [272].

1.1.7.3 Weitere Pathogenitatsfaktoren von Bartonella spp.

Weitere Pathogenitétsfaktoren von B. henselae sind verschiedene Auflenmembranproteine (outer
membrane proteins, OMPs) [33], die eine proinflammatorische Wirtszellantwort in Endothelzellen
[94] und eine Endothelzellproliferation [62] induzieren. Das 43 kDa-AuBBenmembranprotein bindet
neben anderen OMPs besonders stark an Endothelzellen und stellt eines der wesentlichen Adhésine
dar [33, 34].

Das Wachstum von B. henselae ist stark Hadmin-abhangig. Mindestens fiinf Aulenmembran-
assozierte Proteine von B. henselae binden Himin, wobei besonders dem Pap31 eine Bedeutung in
der Hémin-Bereitstellung zukommt [359] und auch fiir B. quintana wurden solche Hamin-
Bindeproteine nachgewiesen [46].

Die durch Bartonella spp. verursachte Bakteridmie verursacht keinen septischen Schock, ein

Phidnomen, das bei einer Vielzahl von anderen humanpathogenen Erregern beobachtet wird. Dies
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lasst sich mit der strukturell bedingten, geringen endotoxischen Aktivitit des LPS erkdren. Diese
endotoxische Aktivitdt ist, gemessen an der der TLR4-Reaktion (toll like receptor),
1000 - 10000fach schwécher als die des enterobakteriellen LPS [207, 356], so dass im Falle von
Bartonella quintana das LPS als natiirlicher TLR4-Antagonist diskutiert wurde [245].

Der sekretierte, bakterielle Pathogenitétsfaktor Deformin wurde im Kulturiiberstand von
B. henselae und B. bacilliformis gefunden. Dabei handelt es sich um ein hydrophobes Molekiil,
welches Vertiefungen in der Membran der Erythrozyten verursacht [22, 76]. Auch wenig
charakterisiert ist der aus den beiden Genen ialA und ialB bestehende Invasion-assoziierte Locus
(ial). Dieser ist in der Gattung Bartonella konserviert und moglicherweise an der Invasion in die
Erythrozyten beteiligt [218]. Uber die Rolle der iba-Genprodukte (inducible Bartonella
autotransporter) ist nicht viel bekannt, jedoch werden diese verstirkt wihrend der Infektion von
Endothelzellen exprimiert, was eine Beteiligung am Infektionsverlauf nahelegt [300].

Das phylogenetisch élteste Bakterium der Gattung, B. bacilliformis, nimmt in mancherlei
Hinsicht eine Sonderstellung ein - als einziger Vertreter der Gattung besitzt es iiberhaupt kein
TIVSS, hat aber, wie auch B. clarridgeiae, eine hohe Beweglichkeit aufgrund mehrerer unipolarer
Flagellen [278], die auch zu der Invasion in die Erythrozyten beitragen [216]. Im Gegensatz zu den
anderen Bartonella spp., bei denen die Invasion in die Erythrozyten einen nicht hdmolytischen
Verlauf nimmt [170, 290], exprimiert B. bacilliformis das Hamolysin, das fiir die starke

hdmolytische Andmie des Oroya-Fiebers wesentlich ist [122].

1.2 Angiogenese

Die Entstehung der Blutgefile widhrend der Embryonalentwicklung umfasst zundchst die
Vaskulogenese, worunter man die Bildung eines primdren GefiaBnetzes aus endothelialen
Vorlduferzellen versteht [41]. Dieser schlie8t sich dann die Angiogenese und Arteriogenese an.
Dabei expandiert das noch unreife Gefd3bett durch Sprossung aus bereits bestehenden Gefdllen und
reift zu einem System stabiler Gefdl3e heran [40, 264].

Dieses angiogenetische Wachstum geschieht durch eine gesteuerte Abfolge von Migration und
Proliferation der Endothelzellen, die die GefiBwinde auskleiden, und miindet in die
Differenzierung organspezifischer Kapillarstrukturen. Diesem Prozess der Angiogenese kommt
wihrend der Embryonalentwicklung eine duflerst wichtige Rolle zu, da das kardiovaskuldre System
als erstes funktionierendes Organsystem die Versorgung aller entstehender Organe mit Sauerstoff
und Nahrstoffen sicherstellt [264].

Die Hypoxie stellt einen entscheidenden Stimulus fiir die Expansion des Gefd3bettes dar.

Ubersteigt die Gewebedicke wachstumsbedingt das Diffusionsvermdgen des Sauerstoffs, wird
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neues GefiaBwachstum durch die Aktivierung des Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktors-1
(hypoxia-inducible factor-1, HIF-1) eingeleitet. Dieser Transkriptionsfaktor kontrolliert eine
Vielzahl von Genen, deren Genprodukte eine angioproliferative Wirkung zeigen [246]. Dabei
kommt dem proangiogenetisch wirksamen VEGF (vascular endothelial growth factor) eine
herausragende Bedeutung zu [43].

Beim Erwachsenen tritt Angiogenese {iblicherweise nur im Verlauf des weiblichen
Menstruationszyklus, wihrend der Schwangerschaft und bei Wundheilungsprozessen auf [40] und
ein Ungleichgewicht im Wachstum von Blutgeféfen fiihrt zu verschiedenen Krankheitsbildern [40].
So ist Angiogenese im Zusammenhang mit einer Vielzahl von pathologischen Vorgiangen, wie bei
neoplastischen [92] und entziindlichen Erkrankungen (Psoriasis, Arthritis, Arteriosklerose), zu
beobachten [42, 44]. Hingegen kann auch eine unzureichende Vaskularisierung die Ursache fiir
diverse Krankheiten darstellen, z.B. koronare Herzerkrankungen [44]. Bei Durchblutungsstorungen
aufgrund des Mangels an Blutgefilen konnte in Zukunft eine gezielte, lokale Stimulation der
Angiogenese als mogliche Therapie in Frage kommen [184].

Eine wichtige Voraussetzung zur Ausbildung solider Tumore ist eine ausreichende
Vaskularisierung des entstehenden Gewebes [44]. Die Grenze der Sauerstoffdiffusion im Gewebe
liegt bei 100 - 200 um. Wenn ein Tumor diese GroBe erreicht hat, so muss er zwangslaufig

Angiogenese induzieren, um {iber diese Grofle hinauswachsen zu kénnen [44].

1.2.1 Mechanismen und Regulation der Angiogenese

Die physiologische und pathologische Angiogenese wird ausgeldst, wenn sich das Gleichgewicht
von proangiogenetischen Zytokinen und antiangiogenetischen Zytokinen zugunsten der Induktion
der Angiogenese verschiebt (,,angiogenic switch“) [117]. Unter den proangiogenetischen Zytokinen
kommt dabei VEGF eine zentrale Bedeutung zu [44, 264].

Die bedeutendste Gruppe der proangiogenetischen Zytokine stellt die durch den
Transkriptionsfaktor HIF-1 regulierte Familie der vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktoren
(vascular endothelial growth factor, VEGF) dar, die ihre Wirkung iiber Rezeptor-Tyrosinkinasen
(VEGF-Rezeptor-1, -2) vermitteln. Zu der VEGF-Familie gehoren neben VEGF-A, -B, -C, -D, -E
auch die plazentalen Wachstumsfaktoren 1 und 2 (placenta growth factor, PLGF-1, -2). VEGF-A
spielt eine Schliisselrolle bei der Induktion des BlutgefaBwachstums [186], hingegen regulieren
VEGF-C und VEGF-D das Lymphgefiawachstum [155]. Dariiber hinaus stimulieren auch die
Zytokine FGF (fibroblast growth factor) sowie EGF (epidermal growth factor) die Angiogenese
[264].
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Auf der Seite der antiangiogenetisch wirksamen Zytokine sind u.a. die von Monozyten,
Makrophagen, Blutplittchen, Mastzellen, Tumorzellen und hédmatopoetischen Zellen gebildeten
Zytokine Endostatin, Angiostatin, Vasostatin, Tumstatin, Thrombospondin und Interferon-y zu
nennen [44].

Erfolgt ein solcher proangiogenetischer Stimulus, miissen die Endothelzellen aus ihren gereiften
Strukturen austreten und ein neues GefaBwachstum durch koordinierte Sprossung herbeifiihren.
Dies bedingt zunichst, dass der Kontakt der Endothelzelle zu der umgebenden extrazelluldren
Matrix durch Proteinasen gelost wird [41]. Dann sind die Endothelzellen befdhigt, an einem
provisorisch angelegten Gerlist, bestehend aus Komponenten der extrazelluldiren Matrix,
z.B. Fibronektin, Fibrin, in das umgebende Gewebe einzuwandern [128], wobei ein gerichtetes
Wachstum des Kapillarsprosses durch kontaktabhingige Rezeptor-Liganden-Systeme kontrolliert
wird. Nach Abschluss der Sprossung und nach Ausbildung des Gefilllumens reifen die
Endothelzellen wieder zu einem funktionellen und belastbaren Gefal3 aus.

Dabei bewirken die Zytokine VEGF und Angiopoetin sowie die Wechselwirkung zwischen
muralen Zellen (Perizyten, glatte Muskelzellen) mit den Endothelzellen eine Stabilisierung des noch
unreifen Endothels [264]. Die Perizyten stabilisieren die Kapillarstruktur, indem sie den
Endothelzellen aufgelagert sind und mit ihren Fortsétzen das neugebildete Gefdll umfassen [42, 91,
140]. Zudem hemmen Kontakte zwischen muralen und endothelialen Zellen iiber TGFp-1
(transforming growth factorf-1) eine weitere Proliferation der Endothelzellen [264]. Dieser

angiogenetische Prozess endet schlieSlich mit einem gereiften und stabilisierten Gefals.

1.2.2 Der Transkriptionsfaktor Hypoxie-induzierbarer Faktor-1 (HIF-1)

Der Hypoxie-induzierbare Faktor-1 (HIF-1) ist der bedeutendste Transkriptionsfaktor bei der
Angiogenese [296], da er die Expression verschiedener proangiogenetischer Zytokine reguliert,
z.B. VEGF [82, 87], ADM (Adrenomedullin) [45, 162] und IGFBP-3 (Insulin-like growth factor
binding protein-3) [260, 279].

Unter hypoxischen Bedingungen wird der Transkriptionsfaktor HIF-1 sofort aktiviert [297]. In
seiner aktiven Form bildet der Transkriptionsfaktor ein Heterodimer aus einer HIF-1a- und einer
HIF-1B-Untereinheit, letztere wird auch als ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator) bezeichnet [246, 337]. Beide Untereinheiten werden konstitutiv exprimiert, jedoch
liegt unter Normoxie nur die nukledre HIF-1B Untereinheit in konstanter Konzentration in der Zelle
vor. Die zytosolische Untereinheit HIF-1a hingegen wird durch eine O,-abhidngige Hydroxylierung
zweier Prolylreste durch die Prolylhydroxylase PHD-2 (prolyl hydroxylase domain protein-2) und
eine O-abhingige Hydroxylierung eines Asparaginylrestes durch die Asparaginylhydroxylase
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FIH-1 (factor inhibiting HIF-1) reguliert. Die beteiligten Fe(Il)-abhingigen Hydroxylasen
(Dioxygenasen) benodtigen Sauerstoff und 2-Oxoglutarat als Kosubstrate und produzieren CO, und
Succinat als Nebenprodukte. Unter normoxischen Bedingungen vermittelt die Hydroxylierung der
zwei Prolylreste von HIF-lao durch die PHD-2 die Bindung des ,von Hippel-Lindau*
Tumorsupressorproteins, was zu einer Ubiquitinylierung und einem schnellen proteasomalen Abbau
des HIF-1la fiihrt [130, 134, 136]. Die Hydroxylierung des Asparaginylrestes von HIF-1a durch
FIH-1 blockiert die Bindung des 300 kDa-Koaktivatorproteins (p300) und des CBP (Cyclic AMP
Response Element-Binding Protein), was schlieBlich die Transkriptionsaktivitdit des HIF-1
Heterodimers vermindert [148, 180, 200]. Dieser duale Regulationsmechanismus verkniipft die
Verfligbarkeit von molekularem Sauerstoff in der Zelle iiber die Aktivitit der HIF-Hydroxylasen
mit der HIF-abhingigen Transkription und letztlich mit der Sekretion von angiogenetischen
Wachstumsfaktoren [149, 246, 313].

Bleibt unter hypoxischen Bedingungen die Hydroxylierung der HIF-1a-Untereinheit aus, wird
aufgrund der Kernlokalisationssequenz die Untereinheit vom Zytoplasma in den Zellkern
transportiert [148], die Untereinheiten HIF-1a und HIF-1f assoziieren und bilden das aktive HIF-1
Heterodimer. Dieses bindet an seine spezifische HRE-Erkennungssequenz (hypoxia responsive
element) in der Promotorregion der Zielgene und die Transkription dieser Hypoxie-induzierbaren
Gene wird initiiert [296].

Die durch HIF induzierten Gene stellen das Uberleben der Zelle unter hypoxischen Bedingungen
kurzfristig und langfristig sicher. Kurzfristig reguliert der Transkriptionsfaktor HIF-1 den
Stoffwechsel der Zellen entsprechend des aktuellen Sauerstoffangebotes und ermdglicht, z.B. die
Bewiltigung eines Sauerstoffmangels mittels anaerober Energiegewinnung durch die Aktivierung
von Genen der Glykolyse. Langfristig leitet HIF-1 die Angiogenese mit Aussprossung neuer Gefille

ein und sichert so der Zelle eine ausreichende Sauerstoffversorgung [295, 297].

1.2.3 Der Transkriptionsfaktor Nukleéarer Faktor-xB (NF-kB)

Der Nukledre Faktor-kB (NF-kB) stellt einen weiteren bedeutenden Transkriptionsfaktor fiir die
Angiogenese dar. Verschiedene mikrobielle Strukturen, z.B. bakterielle Lipopolysaccharide sowie
diverse Zytokine, z.B. Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Interleukin-1 (IL-1), aktivieren NF-xB
[187]. NF-kB reguliert verschiedene Gene, deren Genprodukte an einer Reihe von Vorgédngen wie
der Angiogenese, der Apoptoseinhibition und der inflammatorischen Immunantwort beteiligt sind
[4, 298, 360]. Von besonderem Interesse ist die anti-apoptotische Wirkung von NF-«B (sieche 1.3.1)
sowie die Induktion des sowohl proinflammatorischen als auch proangiogenetischen Zytokins I1L-8

[164]. In den meisten Zellen schiitzt eine NF-kB-Aktivierung vor Apoptose [101, 154], da eine
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verstiarkte Expression von anti-apoptotischen Proteinen wie 1APs (inhibitor of apoptosis proteins)
[335] sowie Proteinen der Bel-2-Familie [121, 182] stattfindet.

NF-kB ist ein Heterodimer, das sich aus verschiedenen Untereinheiten zusammensetzen kann
[101]. Derzeit sind fiinf Untereinheiten von NF-kB bekannt: NF-kB1 (Alternativbezeichung p50
bzw. p105), NF-xB2 (p52 bzw. p100), RelA (p65), RelB und c-Rel [154], wobei das Heterodimer
aus den p65/p50-Untereinheiten am hédufigsten vorkommt. Durch Bindung an seinen spezifischen
Inhibitor kB (IxkB) wird NF-xB inaktiviert und im Zytoplasma zuriickgehalten [4]. Nach
Phosphorylierung von IkB durch IKK (IkB-Kinase-Komplex) und dessen anschlieBender
Ubiquitinylierung und Degradierung durch das Proteasom wird NF-kB freigesetzt und vom
Zytoplasma in den Zellkern transportiert. SchlieBlich bindet der Transkriptionsfaktor an der
Promotorregion vieler Zielgene und initiiert deren Transkription [100, 154, 236]. Eine weitere
Regulation der Transkriptionsaktivitit erfolgt durch Phosphorylierung seiner DNA-bindenden

Untereinheiten, was die Bindung von DNA als auch von Koaktivatoren beeinflusst [284].

1.3 Angiogeneseinduktion durch Infektionserreger

1.3.1 Angiogeneseinduktion durch virale Infektionserreger

Einige virale Infektionen fiihren zu Erkrankungen, die sich in pathologischen angiogenetischen
Verdnderungen manifestieren. Am besten bekannt sind die Infektionserreger Humanes
Herpesvirus-8 (HHV-8) und Orf-Virus.

Das HHV-8, auch als Kaposi-Sarkom Herpesvirus bekannt, ist ein opportunistischer
Krankheitserreger, der erst bei einer Schwichung des Immunsystems, z.B. bei AIDS-Patienten, zur
Entstehung sogenannter Kaposi-Sarkome fiihrt, die sich durch starke Endothelzell-Proliferation
auszeichnen [276]. HHV-8 ist ein Herpesvirus, das ein groBes doppelstringiges DNA-Genom
besitzt [188]. Es kann latent in den B-Lymphozyten verweilen und spiter in die lytische Phase
tibergehen. Die DNA dieses HHV-8 wurde 1994 aus Tumoren eines Patienten mit Kaposi-Sarkom
isoliert [50] und es konnte nachgewiesen werden, dass das virale Genom exprimiert wird [90].
HHV-8 kodiert Faktoren, die anti-apoptotisch und proliferativ auf die Endothelzellen wirken [90].
So wurde z.B. ein viraler G-Protein-gekoppelter Rezeptor (viral G-protein-coupled receptor,
vGPCR) als virales Onkogen in den HHV-8-infizierten Zellen nachgewiesen. Dieser aktiviert HIF-
la und fiihrt durch VEGF-Expression und Sekretion zur Angiogenese [13, 306].

Das Orf-Virus ist ein epitheliotropes Parapox-Virus, das bei Schafen, Ziegen und Menschen
Hautlésionen infiziert und in regenerierenden epidermalen Keratinozyten repliziert. Diese Lésionen
zeichnen sich durch starke Proliferation und Dilatation von Kapillaren aus [215]. Das Orf-Virus ist

ein Parapox-Virus, das mit 140 kb ein relativ kleines doppelstrangiges DNA-Genom besitzt [114].
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Dieses kodiert bereits das angioproliferativ wirksame VEGF-E, ein neues Mitglied der VEGF-
Familie [196]. Dieses VEGF-E verhilt sich biologisch wie das proangiogenetische Schliisselzytokin
VEGF-A (siehe 1.2.1) d.h. es bindet an den VEGF-Rezeptor 2 und induziert die Proliferation der
Endothelzellen [215, 233].

Somit resultieren die viralen Infektionen (HHV-8, Orf-Virus) in einer Sekretion der
proangiogenetischen Zytokine VEGF-A bzw. VEGF-E und erkldart die vaskuloproliferativen

Lésionen.

1.3.2 Angiogenesinduktion durch bakterielle Infektionserreger

Fiir bakterielle Infektionen sind solche Erkrankungen mit pathologischen angiogenetischen
Verianderungen bislang lediglich fiir B. bacilliformis, B. quintana und B. henselae, den Erregern der
vaskuloproliferativen Erkrankungen Verruga peruana, BA und PH bekannt [96, 168, 209].

In-vitro-Untersuchungen ergaben, dass sich mindestens drei verschiedene Mechanismen in der
Induktion der vaskuloproliferativen Erkrankungen BA und PH durch B. henselae tlberlagern:
(1) direkte Stimulation der Endothelzellproliferation, (i1) Hemmung der Endothelzellapoptose und
(ii1) Auslésung der Sekretion vaskuloproliferativer Zytokine, jedoch ist der genaue Mechanismus,
durch den B. henselae die Stimulation der Endothelzellproliferation herbeifiihrt, noch nicht bekannt.
In In-vitro-Experimenten wurde gezeigt, dass ein Trypsin-sensitiver, mitogener Aktivator in der
partikuldren, nicht zytoplasmatischen Fraktion von B. henselae die Endothelzellproliferation
bewirkt [62, 197]. Auch resultiert eine B. henselae-Infektion in einem gesteigerten zelluldren
Sauerstoffverbrauch [157] und es konnte nachgewiesen werden, dass bei einer
B. henselae-Infektion eine Hypoxie-abhingige Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1
stattfindet [157]. Zudem kommt es im Infektionsverlauf mit B. henselae zur TIVSS-abhédngigen
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB [281].

Diese HIF-abhédngige proangiogenetische Endothelzellantwort sowie die NF-xB-abhéngige
proinflammatorische Endothelzellantwort wihrend einer B. henselae-Infektion duflert sich letztlich
in der Sekretion parakrin wirkender proangiogenetischer Zytokine wie VEGF und IL-8, die
ihrerseits wieder eine starke Endothelzellproliferation herbeifiithren [157, 159, 255].

Die Induktion der Endothelzellproliferation durch B. henselae, B. quintana und B. bacilliformis
[62, 96, 197, 237] stellt eine bislang einzigartige Pathogenititsstrategie humanpathogener Bakterien
dar. Durch die Ausbildung vaskuloproliferativer, tumordser Strukturen sichert sich der Erreger sein
eigenes Habitat. Eine d&hnliche Strategie ist fiir das nahe verwandte Pflanzenpathogen
Agrobacterium tumefaciens bekannt, welches das Wachstum der Wurzelhalsgalle auslost [53].

Dabei wird Protein-gebundene Transfer-DNA von A. tumefaciens nach TIVSS-abhingiger
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Translokation stabil ins Pflanzengenom integriert. Diese DNA kodiert fiir wachstumsanregende
Auxine und Zytokinine der Pflanze und fiihrt zur Bildung eines vaskuldren Pflanzentumors, mit
dem sich 4. tumefaciens in dhnlicher Weise sein eigenes Habitat sichert.

Die Bakterien B. henselae und A. tumefaciens sind phylogenetisch eng miteinander verwandt
und verfiigen beide iiber ein homologes VirB/VirD4-TIVSS [9, 235, 282]. Aufgrund des
Vergleiches der Pathogenititsstrategie beider Bakterien wurde das ,,paracrine-loop*““-Modell
(Abb. 2) postuliert. Dieses Modell zeigt die Analogien bei der Induktion der Wirtszellproliferation
beider Bakterien [156]. Entsprechend des Modells fiihrt die Infektion der Wirtszelle durch
B. henselae zur Bildung von Wachstumsfaktoren, z.B. VEGF, welche anschlieBend die

Endothezellen zur Proliferation anregen und damit letztendlich zur Angiogenese flihren.

Production of
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Abb. 2:  Vergleich der Pathogenitidtsmechanismen von B. henselae und A. tumefaciens. (a) Das ,,paracrine loop*-
Modell fir die Induktion von Vaskuloproliferationen durch B. henselae sowie (b) das ,,Opin-Konzept“ von
A. tumefaciens. Die jeweils ibereinstimmenden Schritte der Pathogenitdtsmechanismen beider Erreger sind
nebeneinander schematisch dargestellt. Nach der Infektion der Wirtszellen verursachen beide Pathogene die Produktion
von bestimmten Wachstumsfaktoren (B. henselae: VEGF, A. tumefaciens: Auxine und Zytokinine), welche zur
Proliferation von Wirtszellen fiihren (B. henselae: ,Bazillire Angiomatose” von Endothelzellen, A. tumefaciens:
»Wurzelhalsgalle von Pflanzenzellen). Beide stark vaskularisierten Tumore bieten optimale bakterielle
Wachstumsbedingungen, indem sie die Pathogene mit Nahrstoffen versorgen. Die Substrate, die das Wachstum von
B. henselae in Endothelzellen bedingen, sind bislang nicht bekannt - Abbildung entnommen [156].
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1.4 Proteomanalyse

Die Gesamtheit aller aus einem Genom resultierenden Proteine wird als Proteom bezeichnet
[340], wobei das Proteom im Gegensatz zu dem relativ statischen Genom sehr dynamisch ist. Die
Proteomanalyse, auch ,,Proteomics* genannt, umfasst alle Methoden zur quantitativen und
qualitativen Untersuchung der Proteine bzw. Proteinspezies eines Organismus zu einem definierten
Zeitpunkt und unter definierten Bedingungen [241, 347]. Der Begriff Proteinspezies bezeichnet eine
bestimmte Isoform eines Proteins. Diese Isoformen konnen durch posttranskriptionale
Modifikationen (z.B. SpleiBen bei mRNA-Prozessierung) sowie durch kotranslationale
(z.B. N-terminale Methioninspaltung, N-terminale N-Acetylierung) bzw. posttranslationale
Modifikationen (z.B.: O-Phosphorylierung, N-Phosphorylierung, N-Methylierung) gebildet werden.
Da Proteine direkt und unmittelbar an der Ausfithrung der meisten Funktionen der Zelle beteiligt
sind, spiegelt sich der aktuelle Zustand einer Zelle (z.B. Phase im Zellzyklus, Stress) zu einem
definierten Zeitpunkt sehr genau durch die qualitative und quantitative Zusammensetzung der
Proteine wider.

Neben den erst kiirzlich aufgekommenen 2D-LC-Technologien, die enzymatisch hydrolysierte
Proteine mit Fliissigkeits-Chromatographie trennen und schlieBlich die Peptide mittels
massenspektrometrischer Methoden wie ESI-MS (electrospray ionization mass spectrometry,
Elektrospray lIonisations-MS) oder MALDI-TOF-MS (matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight  mass spectrometry, Matrix-unterstiitzte =~ Laserdesorptions/Ionisations-Flugzeit-
Massenspektrometrie) identifizieren [194, 310], stellt die zweidimensionale SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (2D-SDS-PAGE) [108] in Kombination mit o.g. massenspektrometrischen
Methoden [2] eine weit verbreitete und sehr aussagekriftige Methode dar, um vergleichende
Momentaufnahmen der Proteine eines Organismus, eines Gewebes, eines Zellverbandes 0.4. zu
erstellen.

Unabhéngig von der verwendeten Methode gestaltet sich jegliche Proteomanalyse technisch
schwierig, da die GroBenordnung verschiedener zeitgleich exprimierter Proteine einer Zelle unter
definierten biologischen Bedingungen von einer Anzahl mehrerer tausend Proteine (Prokaryoten),
bzw. zehntausender Proteine (Eukaryoten) (z.B. Haushaltsproteine), bis hinunter zu weniger als
100 Kopien reicht (z.B. Rezeptor- und Regulatorproteine). Da die meisten Methoden einen
eingeschriankten dynamischen Bereich besitzen, ist es schwierig, diese Proteine mit niedriger
Kopienanzahl nachzuweisen. Zudem stellt das Proteingemisch einer Zelle eine Mischung von
physikochemisch heterogenen Molekiilen dar, deren gesamtheitliche Erfassung mit lediglich einer

Trennmethode schwer beizukommen ist.
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Die zweidimensionale Gelelektrophorese wurde urspriinglich 1975 von P. H. O’Farrell und
J. Klose [163, 232] eingefiihrt. Jedoch fand die 2D-SDS-PAGE als biochemische Trennmethode
erst nach FEinfilhrung von immobilisierten pH-Gradienten (IPG) bei der isoelektrischen
Fokussierung (IEF) [104, 107], der Entwicklung von neuen massenspektrometrischen Techniken
wie MALDI-TOF-MS [125, 153, 314] bzw. ESI-MS [86] sowie verbesserter Computer-, Software-
und Datenbankentwicklungen eine weitere Verbreitung. Zudem sind in den letzten Jahren
zunehmend Genomsequenz-Daten einer Vielzahl von Organismen verfiigbar, was eine schnellere
Identifikation der Proteine erlaubt.

Mittels 2D-SDS-PAGE konnen tausende verschiedener Proteine bzw. Proteinspezies komplexer
Proteinmischungen nach isoelektrischem Punkt (p/), Molekulargewicht (MW), Loslichkeit und
relativer Hiufigkeit gleichzeitig aufgetrennt werden. Dabei werden die Proteine zunédchst im ersten
Schritt entsprechend des isoelektrischen Punktes (p/) mittels isoelektrischer Fokussierung (IEF) und
nachfolgend im zweiten Schritt entsprechend des Molekulargewichtes (MW) mittels
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) getrennt. Dies ergibt eine sehr genaue
Auftrennung nicht nur einzelner Proteine, sondern auch einzelner Proteinspezies, welche bei
Detektion (z.B. Farbung, Autoradiografie) auf dem 2D-Gel als einzelne Punkte erscheinen. In
Abhéngigkeit von der verwendeten GelgroBe und des verwendeten pH-Gradienten konnen mehr als
5000 Proteinpunkte aufgetrennt und detektiert werden (Nachweisgrenze < 1 ng Protein) [108]. Die
anschlieende Identifizierung der Proteine bzw. Proteinspezies erfolgt {iblicherweise nach
enzymatischer Hydrolyse mittels massenspektrometrischer Verfahren sowie Datenbanksuchen der
gemessenen und oftmals charakteristischen Peptidmassen eines Proteins, des Peptidmassen-
Fingerabdruckes (peptide mass fingerprint, PMF), mit theoretisch erstellten Massen aller
fragmentierter Proteine. Zudem konnen die Sequenzen einzelner Peptide durch eine weitere
Fragmentierung mittels sogenannter Tandem-Massenspektrometrie durch Kollision mit inerten
Gasen gewonnen werden.

Die besondere Stirke der 2D-SDS-PAGE liegt in der Auftrennung intakter Proteine. Somit
spiegeln sich Anderungen im Expressionsniveau in der Intensitit der Proteinpunkte wider.
Mogliche Isoformen der Proteine, die sich aus der Genomsequenz nicht ableiten lassen,
z.B. Proteinmodifikationen, sind gut nachzuweisen, da diese meist als zusdtzliche Punkte auf dem
2D-Gel erscheinen. Demnach erfasst diese Technik sehr {iibersichtlich die qualitative und
quantitative Zusammensetzung der Proteinmischung. Diese Erkenntnisse erlauben schlieBlich eine
genaue Charakterisierung des momentanen Zustandes einer Zelle bzw. des Gewebes. Da einige
Proteine in denaturierter Form schlecht 16slich sind, kann sich die Trennung intakter Proteine auch

nachteilig auswirken, z.B. bei hydrophoben Membranproteinen [220, 275].
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Dieses Problem wird bei den auf LC-MS basierenden Methoden, genauer den 2D-LC-
Technologien wie z.B.: MudPIT (multidimensional protein identification technology) [339, 349]
vermieden, indem die Peptide enzymatisch hydrolysierter Proteine einer Probe mittels
Fliissigkeitschromatografie getrennt und letztlich mittels massenspektrometrischer Methoden
(ESI-MS/ MALDI-TOF-MS) identifiziert werden. Quantitative Daten fiir vergleichende
Proteomuntersuchungen konnen aber nur gewonnen werden, wenn diese Technik mit chemischen
Markierungsverfahren wie ICAT-Markierung (isotope coded affinity tag labelling) [111, 112],
ECAT-Markierung (element coded affinity tag labelling) [345], TMT-Markierung (tandem mass
tag) [318] oder aber metabolischen Markierunsverfahren wie SILAC (stable isotope labeling with
amino acids in cell culture) [234, 338] kombiniert wird.

Die Vorstellung, mit der Sequenzierung eines Genoms das ,,Buch des Lebens* zu verstehen, ist
bereits iiberholt - zunehmend muss man wissen, aus welchem ,,Kapitel die Zelle ,,liest”. Da diese
Information aus Proteomanalysen gewonnen werden kann, finden diese z.B. bei der Aufkldrung der
Zelldifferenzierung [51, 328, 351], der Erkennung von friihen Krankheitsanzeichen [118, 133, 183],
der Wirkstoffentdeckung [305, 312, 353] und bei der Impfstoffentwicklung [120, 147, 350] eine

breite Anwendung.
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Die auf 2D-Gelelekrophorese basierende Proteomanalyse mit anschlieBender massen-
spektrometrischer Identifizierung der getrennten Proteine stellt einen geeigneten experimentellen
Ansatz dar, um anhand der qualititativen und quantitativen Zusammensetzung des Proteingehaltes
den jeweiligen physiologischen Zustand eines Organismus zu charakterisieren [37, 108].
B. henselae besitzt neben B. quintana und B. bacilliformis die unter humanpathogenen Bakterien
einzigartige Fahigkeit vaskuloproliferative Krankheitsbilder auszulosen, jedoch ist iiber den zu

Grunde liegenden pathogenetischen Mechanismus noch immer wenig bekannt [69].

In dieser Arbeit sollte die Zusammensetzung des B. henselae-Proteoms im Infektionsverlauf mit
Endothelzellen, den eigentlichen Zielzellen einer Bartonella spp.-Infektion, charakterisiert werden.
Dazu sollten in vitro B. henselae in Gegenwart von Endothelzellen (HUVECs) kultiviert, die im
Infektionsverlauf neu synthetisierten bakteriellen Proteine *°S-radioaktiv markiert und anschlieBend
mittels 2D-SDS-PAGE getrennt werden. Die zwischen den zwei Vergleichszustdnden
(B. henselae —/+ HUVECs) unterschiedlich stark auftretenden Proteine stellen somit Proteine dar,
die  wihrend der Infektion reguliert werden und somit moglicherweise als
B. henselae-Pathogenitdtsfaktoren fungieren. Diese Proteine sollten mittels MALDI-TOF-MS
identifiziert werden.

Weiterhin sollte die Reaktivitit gegen B. henselae gerichteter Seren analysiert und die wiahrend
des Infektionsverlaufs in vivo exprimierten, immunogenen B. henselae-Proteine identifiziert
werden. Die derzeitige diagnostische Standardmethode fiir B. henselae-Infektionen basiert auf dem
indirekten serologischen Nachweis von gegen Bartonella spp. gerichteten Antikdrpern im
Patientenserum [48] mittels Immunfluoreszenztests (IFT). Dieser IFT liefert stark subjektiv
bewertete Ergebnisse und Kreuzreaktivititen gegeniiber weiteren humanpathogenen Bakterien sind
bekannt [65, 79, 213]. Zukiinftig konnnten deshalb die immunreaktiven B. henselae-Proteine in
serologischen Untersuchungen als Markerproteine fiir die Diagnose von B. henselae-Infektionen
verwendet werden. Dazu sollte in dieser Arbeit zundchst eine 2D-Proteomkarte von B. henselae
erstellt werden. Dies umfasst die Auftrennung des gesamten Proteoms von B. henselae mittels
2D-SDS-PAGE und die Identifizierung aller detektierbaren Proteine mittels MALDI-TOF-MS, was
nicht nur Einblicke in die Zusammensetzung der B. henselae-Proteoms ermdglicht, sondern dartiber
hinaus in Kombination mit 2D-Immunoblot-Verfahren unter Verwendung entsprechender
Patientenseren den Nachweis der in vivo exprimierten immundominanten B. henselae-Antigene

erlaubt.
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Dazu sollte ein 2D-SDS-PAGE-System etabliert werden, dass zugleich eine zuverléssige,
reproduzierbare  Trennung, eine hohe Nachweisempfindlichkeit sowie eine exakte
Quantifizierbarkeit kleinster, analytischer Proteinmengen des komplexen Gemischs **S-radioaktiv
markierter Proteine sowie eine anschlieBende zuverldssige, reproduzierbare Trennung grofer,
priaparativer Proteinmengen des komplexen Gemischs nicht radioaktiver Proteine fir die

massenspektrometrische Identifikation moglich macht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien in p.a.-Qualitit verwendet.

Chemikalien:
a-Cyano-4-hydroxyzimtséure
e-Aminocapronsiure
Acetonitril p. a.

Acrylamid/ Bisacrylamid (30,8 % T/ 2,6 % C)
Agarose

Amidoschwarz
Ammoniumhydrogencarbonat
Ammoniumsulfat
Ammoniumperoxodisulfat
Bromphenolblau

2-Butanol

CHAPS

Coomassie Brilliant Blau G 250
L-Cystin x 2HCI

L-Cystein x HCI x H,O
Cycloheximid

DAB

DAPI

Dinatriumthiosulfat

DTT

DTNB

DMSO

Dry Strip Cover Fluid

EDTA

Essigsdure 100 %
Formaldehyd

L-Glutamin

Glycerol

Glyzin

Glutardialdehyd

Hersteller:

Merck, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs, Schweiz
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka, Buchs, Schweiz
GE Healthcare, Miinchen
Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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Harnstoff

Iodacetamid

[PG-Puffer 4 - 7
IPG-Puffer 6 - 9
L-Methionin
Natriumacetat x 3H,O
Natriumazid
Natriumthiosulfat x SH,O
Natriumcarbonat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumthiosulfat x SH,O
Paraformaldehyd
Pharmalyte 3 - 10

Phosphorséure (ortho-Phosphorséure)

Ponceau S

Protease Inhibitor Complete

Rediview Promix L-**S-Methionine/

L-**S-Cysteine
Saccharose
Salzsdure

SDS ultra pure
Silbernitrat
Sulfosalicyldure
TBP

TCA

TCP

TCEP

TEMED

TFA
Thioharnstoff
Trichloressigsdure
Tris (Trizma Base)
Triton X-100
Tween 20

MP Chemicals, Eschwege
Fluka, Buchs, Schweiz
GE Healthcare, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

GE Healthcare, Miinchen
Merck, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Roche, Mannheim

GE Healthcare, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Fluka, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt
ABCR, Karlsruhe

Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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2.1.2 Materialien

Enzyme, Proteine, Antikorper und Losungen:

BSA

FCS

Kollagen-G-Stammldsung 0,4 % (w/v)
Magermilchpulver

polyklonaler Kaninchen-anti-Mensch-I1gG
konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase (HRP)

polyklonaler Kaninchen-anti-Mensch-1gG
konjugiert mit FITC

Page Ruler-Protein Grofenstandard
Dulbecco-PBS (D-PBS)
L-Glutamin-Losung
Trypsin/EDTA-Losung fiir Zellkultur
Trypsin fiir Proteinverdau

RC DC Protein Assay

Verbrauchsmaterialien:
80-cm’-ZellkulturgefiBe
96-Loch-Mikrotiterplatte

Dialyseschlauch, Spectra Por MWCO 3.500
Einmalkiivetten

IEF-Elektrodenstreifen
Immobilon-P-Transfermembran (PVDF)

Injektionsnadeln 0,80 x 120 mm
Injektionsspritzen 2 ml
IPGphor-Streifen 3 - 10/4-7/6-9
LumaPlate 96

Molekularsieb 3 A

Parafilm

Pasteurpipetten

Plastikpipetten Costar (5; 10 und 25 ml)
Reaktionsgefiale (0,2; 0,5; 1,5; 2 ml)
ReaktionsgefiaBe (15, 50 ml)

Skalpell Cutfix®

Sterilfilter ,,Stericup* 0,22 um 250 ml

Hersteller:

Biomol, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin
Sucofin, Diisseldorf
Dako, Neuss

Dako, Neuss

Fermentas, St.Leon-Rot
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Promega, Madison, USA
BioRad, Miinchen

Hersteller:

Nunc, Roskilde, DK
Becton-Dickinson, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Berlin

GE Healthcare, Miinchen

Millipore, Schwalbach

Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

GE Healthcare, Miinchen
Perkin-Elmer LAS, Rodgau-Jiigesheim
Roth, Karlsruhe

Pechiney Plastic Packaging Menasha, USA
Hilgenberg, Malsfeld

Vitaris, Baar

Eppendorf, Hamburg
Falcon/Becton-Dickinson, Heidelberg
Braun, Melsungen

Millipore, Schwalbach
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Whatman-Papier (1,5 mm)
Whatman-Papier (0,3 mm)
Zellschaber

2.1.3 Gerate

Allgemeine Gerite:

Abschirmschild fiir B-Strahler

Filme (Kodak X-OMAT)

Imaging Plate BAS-MS 2025

BAS 1800 (Reader fiir Imaging Plate)
Imaging Plate Cassette 2025

Imaging Plate Eraser

Analysenwaage BP610, PT1200
Brutschrank BBD 6220
Eppendorfpipetten und Multistepper

Ettan Dalt 6 Elektrophoreseapparatur
Ettan Spot Handling Workstation

Ettan Spot Picker

Filmentwickler Curix 60
Geiger-Miiller-Zahlrohr Rados MicroCont

Geldokumentation GS 800
Calibrated Densitometer

Geltrockner Gel Dryer 583
Gelblot-Apparatur Trans-Blot Semi Dry Cell
Glaskolben und Flaschen
Horizontalschiittler HS 501

IPG Tablett “Dry Strip Reswelling Tray”
Kiihlgerat Multitemp II1

Laborwaage Kern 470

Labormikroskop Axiovert 25
Labormikroskop Axiolab

Magnetrithrer MR 3001 K

Massenspektrometer
Proteome-Analyzer 4700

Mikrowellenherd: Mikromat

Schleicher&Schuell
Schleicher&Schuell
Becton-Dickinson, Heidelberg

Hersteller:

GE Healthcare, Miinchen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Fuji Photo Film, Diisseldorf
Fuji Photo Film, Diisseldorf
Fuji Photo Film, Diisseldorf
Raytest, Straubenhardt
Sartorius, Gottingen
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

GE Healthcare, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen
AGFA, Kéln

Rados, Hamburg

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen

Schott Duran, Mainz
IKA-Werke, Staufen

GE Healthcare, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen
Kern u. Sohn, Balingen
Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Heidolph, Kelheim
Applied Biosystems, Darmstadt

AEG, Frankfurt/Main
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Mutiphor II IEF-Kammer
Neubauer Zahlkammer

Pinzetten

pH-Meter Modell inoLab Level 2
Photometer Biophotometer
Pumpstand PC 2004 Vario
Pumpstand Controller CVC 2000
Rollenmischer

Rotator

Spannungsquellen ,,Power Pack 300 fiir
Gelelektrophorese

Spannungsquellen ,,Power Pack 1000 fiir
Gelelektrophorese

Spannungsquellen ,,Power Pack 1000 fiir
IEF

Electrophoresis Power Supply EPS 3501 XL
Sterilwerkbank

Szintillationszdhler TopCount NXT

Microplate Scintillation and Luminescence
Counter

Wasserbad

Zentrifuge Eppendorf 5417R
Zentrifuge Multifuge 3 S-R
Zentrifuge Biofuge Stratus
Zentrifuge MiniSpin plus

Computerprogramme:

4700 Explorer Software
AIDA Image Analyzer
Delta-2D

GPS Explorer

Mascot

PDQuestTM Version 7.0
Photoshop 7.0

GE Healthcare, Miinchen
Superior, Lauda-Koenigshofen
Roth, Karlsruhe

WTW, Weilheim

Eppendorf, Hamburg
Vacuubrand, Wertheim
Vacuubrand, Wertheim
Greiner, Niirtingen

neoLab, Heidelberg

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen
BDK, Sonnenbiihl
Perkin-Elmer LAS, Rodgau-Jiigesheim

Memmert, Schwabach
Eppendorf

Heraeus

Heraeus

Eppendorf

Hersteller:

Applied Biosystems, Darmstadt, BRD
Raytest, Straubenhardt, BRD

Decodon, Greifswald, BRD

Applied Biosystems, Darmstadt, BRD
Matrix Science Ltd, London, UK

Bio-Rad, Miinchen, BRD

Adobe Systems, Mountain View, CA, USA
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Datenbanken/ Suchmasken:

Conserved Domain Database:

COG-Database:

JCAT:

KEGG-Database:

MW-pl/-Calculator:

Mascot:

NCBI:

Pfam-Library:

PSORTDb v.2.0:

Sequence Manipulation Suite:

SignalP:

STRING 8.0-Database:

URL:

National Center for Biotechnology Information, Bethesda,
USA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml

National Center for Biotechnology Information, Bethesda,
USA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/

Technische Universitdt Braunschweig, Braunschweig, BRD
http://www.jcat.de

Bioinformatics Center, Kyoto University, Kyoto, Japan
http://www.genome.jp/kegg/

State University of Campinas, Campinas, BR
http://proteome.ibi.unicamp.br/tools/pimw/index.htm

Matrix Science Ltd., London, UK
http://www.matrixscience.com

National Center for Biotechnology Information, USA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

Wellcome Trust Sanger Institute, Cambridge, UK
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/

Simon Fraser University, Burnaby, Canada
http://www.psort.org/genomes/genomes.pl

University of Alberta, Edmonton, Canada
http://bioinformatics.org/sms2/

Center for Biological Sequence Analysis; Lyngby, DK
http://www.cbs.dtu.dk/services/Signal P/

European Molecular Biology Laboratory (EMBL),
Heidelberg, BRD
http://string.embl.de/

2.1.4 Bakterienstamme und Zelllinien

2.1.4.1 Bakterienstamme

In den hier vorgestellten Arbeiten wurde der Bakterienstamm Bartonella henselae Marseille [78]

verwendet.

2.1.4.2 Zelllinien

In den hier vorgestellten Arbeiten wurden aus Nabelschnur isolierte HUVECs (human umbilical

vein endothelial cells) verwendet.
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2.1.5 Kulturmedien, Puffer und Lésungen

2.1.5.1 Kulturmedien und Ldsungen fiir die Bakterienkultur

Columbia-Blutagarplatten mit 5 % Becton Dickinson, Heidelberg
Schafsblut:
Luria-Bertani (LB)-Medium (pH 7,5): 1,0 % (w/v) Trypton

0,5 % (wW/v) Hefeextrakt
0,5 % (W/v) NaCl
Stammbhaltungsmedium: 20 % (w/v) Glycerol in LB-Medium

2.1.5.2 Kulturmedien und L6ésungen fir die Zellkultur

Endothelial Cell Growth Medium PromoCell, Mannheim

mit Supplement-Mix:

Endothelial Cell Basal Medium: PromoCell, Mannheim

Medium RPMI 1640 Medium ohne Sigma, Steinheim

Cys/Met/Gln:

Medium RPMI 1640: Biochrom, Berlin

Zellkulturmedium: Endothelial Cell Growth Medium
Supplement-Mix
10 % (v/v) FCS

Infektionsmedium: Endothelial Cell Basal Medium
10 % (v/v) FCS

Waschmedium: Medium RPMI 1640 Medium ohne Cys/Met/Gln
1 % (v/v) L-Glutamin-Lsung (Gibco)

Markierungsmedium: Medium RPMI 1640 Medium ohne Cys/Met/Gln mit:

1 % (v/v) L-Glutamin-Ldsung (Gibco)
10 % (v/v) FCS (dialysiert)

Aufbewahrungsmedium: 10 % (v/v) FCS
10 % (v/v) DMSO
Kollagen-G-Losung: 0,01 % (w/v) in D-PBS (Gibco)

Die Medien fiir Zellkultur wurden steril angesetzt und bei 4 °C gelagert. Das fotale Kélberserum

(FCS) wurde vor Benutzung 30 min bei 56 °C im Wasserbad Komplement-inaktiviert.
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2.1.5.3 Losungen fur die 2D-SDS-PA-Gelelektrophorese

2D-Lysepufter: 8,75M Harnstoff
(1,25-fach konzentriert) 2,50 M Thioharnstoff
5 % (W/v) Chaps
2,5 % (v/v) Pharmalyte 3 - 10

1 Tablette Proteaseinhibitor “Complete Protease Inhibitor
TM‘C

0,025 M Tris-HCI pH 9,5
g.s. 40 ml H,O

Nach der Herstellung wurde der Puffer aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Unmittelbar vor
Nutzung wurde entweder 6,25 mM TBP, 12,5 mM TCP oder 81,25 mM DTT als
Reduktionsmittel zugesetzt.

2D-Rehydratisierungspuffer: 7,0 M Harnstoff
2,0M Thioharnstoff
4 % (W/v) Chaps
Zugabe der Ampholyte abhingig vom pH-Gradienten des IPG:

pH3-10 2,0 % (v/v) Verwendung von IPG 3 - 10: Pharmalyte 3 - 10
pH4-7 2,0 % (v/v) Verwendung von IPG 4 - 7: IPG-Puffer4 -7
pH6-9 2,0 % (v/v) Verwendung von IPG 6 - 9: IPG-Puffer 6 - 9

Nach der Herstellung wurde der Puffer aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Unmittelbar vor
Verwendung wurde entweder 5,0 mM TBP, 10,0 mM TCP oder 65,0 mM DTT als
Reduktionsmittel zugesetzt.

Aquilibrierungspuffer: 6,0 M Harnstoff
30 % (w/v) Glycerol
2 % (W/v) SDS
0,05 M Tris-HCI1 1,5 M pH 8,8
Spatelspitze Bromphenolblau

Aquilibrierungspuffergeq: 500M  TBP in Aquilibrierungspuffer
Aquilibrierungspufferay: 4,8 % (wW/v) lIodacetamid in Aquilibrierungspuffer
Trenngelpuffer: I,5M Tris-HCI pH 8,8

Acrylamidlésung: 30 % (w/v) Acrylamid/ Bisacrylamid (30,8 % T/ 2,6 % C)

APS-Losung: 10 % (w/v) APS (frisch hergestellt)
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SDS-Stammldsung: 10 % (w/v)
Kathodenpuffer: 50 mM
384 mM

0,2 % (W/v)

Anodenpuffer: 50 mM
384 mM

0,1 % (W/v)

Uberschichtungsagarose: 0,4 % (W/v)

Losung fiir 15 % Trenngel: 15 % (v/v)
375 mM

0,1 % (W/v)
0,05 % (w/v)
0,005 % (v/v)

SDS

Tris-HCI pH 8,8
Glycin
SDS

Tris-HCI pH 8,8
Glycin
SDS

Agarose in Kathodenpuffer

Acrylamid/ Bisacrylamid (30,8 % T/ 2,6 % C)
Tris-HCI pH 8,8 (Trenngelpuffer)

SDS (SDS-Ldsung)

APS (APS-Losung)

TEMED

2.1.5.4 Losungen zum Herstellen eines Western-Blots

Anodenpuffer I: 0,3M
10 % (v/v)

Anodenpuffer II: 0,025 M
10 % (v/v)

Kathodenpuffer I: 25 mM
40 mM

10 % (v/v)

Waschpuffer: 10 mM
150 mM

0,5 % (v/v)

Blockpufter: 5% (w/v)

Tris-HCI pH 10,4
Methanol

Tris-HCl pH 10,4
Methanol

Tris-HCI1 pH 9,4
e-Aminocapronsiure

Methanol

Tris/ HCI pH 7,4

NaCl

Tween 20

Magermilchpulver in Waschpuffer
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2.1.5.5 Losungen zum Entwickeln eines Western-Blots

50 mM
3,5mM

0,1 % (w/v)
0,005 % (w/v)

Substratpuffer:

DAB-Férbelosung:

Tris-HCI pH 7,4
Imidazol

DAB

H,0,

DAB-Firbelosung wurde unmittelbar vor Verwendung in Substratpuffer angesetzt.

Stopplosung: 2,6 % (W/v)

2.1.5.6 Losungen zum Féarben eines Western-Blots

0,2 % (W/v)
3 % (W/v)
3 % (w/v)

Ponceau-S-Farbelosung:

Amidoschwarz-Farbelosung: 0,1 % (w/v)
25 % (v/v)

10 % (v/v)

25 %
10 %

Amidoschwarz-Entfarbelosung:

H,S04 (95 - 98 %)

Ponceau S
Sulfosalicyldure
TCA

Amidoschwarz
Ispropanol

Essigsdure

Ispropanol

Essigsdure

2.1.5.7 Losungen fur die Silberfarbung von Proteinen

40 % (v/v)
10 % (v/v)

Fixierlosung:

30 % (v/v)
6,8 % (W/v)
0,2 % (w/v)

0,125 % (v/v)

Sensitivierlosung:

Silbernitratlosung: 0,1 % (W/v)

0,015 % (v/v)

Ethanol

Eisessig

Ethanol

Na,S,0; x SH,0
Natriumacetat x 3H,0

25 % (v/v) Glutaraldehyd

AgNO3
37 % (v/v) Formaldehyd
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Entwicklerlosung: 2,5 % (w/v) Na,CO;
0,015 % (v/v) 37 % (v/v) Formaldehyd

Stopplosung: 1,5 % (W/v) Na,EDTA x 2H,0

Konservierungslosung: 20 % (v/v) Ethanol

2.1.5.8 LoOsungen fur die Colloidal-Coomassie-Blau-Farbung von Proteinen

Colloidal-Coomassie-Losung: 0,08 % (W/v) Coomassie Brilliant Blue G250
1,6 % (v/v) ortho-Phosphoséure
8 % (W/V) Ammoniumsulfat

20 % (v/v) Methanol

Entfarbeldsung: 1,0 % (v/v) Essigsdure

2.1.5.9 Losungen fur die S**-Markierung von Proteinen
L-Methionin-Losung: 0,01 mM L-Methionin

Die Losung wurde nach Herstellung mit Sterilfilter (0,2 pm) filtriert und bei -20 °C gelagert.

L-Cystein-Losung: 0,01 mM L-Cystein
Die Losung wurde nach Herstellung mit Sterilfilter (0,2 um) filtriert und bei -20 °C gelagert.

Cycloheximid-Losung: 1,0 % (w/v) Cycloheximid in D-PBS (Gibco)
Die Losung wurde nach Herstellung mit Sterilfilter (0,2 um) filtriert und bei -20 °C gelagert.

Triton X-100-Ldsung: 0,1 % (v/v) Triton X-100 in D-PBS (Gibco)
Die Losung wurde nach Herstellung bei -20 °C gelagert.
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2.1.5.10 Losung fur die Dialyse von FCS

Dialysat fiir FCS: 136,9 mM
(Dulbecco-PBS) 2,68 mM
8,10 mM
1,47 mM
0,90 mM
0,49 mM

NaCl
KCl
Na,HPO4
KH,PO4
CaCl,
MgCl,

2.1.5.11 Losungen fUr den tryptischen Verdau von Proteinen

NH,HCO;-Losung: 50 mM
Protein-Waschlosung I: 50 % (v/v)

50 % (v/v)
Protein-Waschlosung 11: 75 % (v/v)

25 % (v/v)

Trypsin-Stammldsung: 0,02 % (w/v)

NH,HCO;-Losung pH 8,0

Acetonitril
NH,HCO,-Losung

Acetonitril
NH,HCO;-Losung

Trypsin

Trypsin-Stammldsung wurde in Promega-Trypsin-Puffer (50 mM Essigséure) angesetzt.

Trypsin-Arbeitslosung: 0,002 % (w/v)

Trypsin

Trypsin-Losung wurde in 50 mM NH,HCO;-Losung angesetzt.

Extraktionslosung: 0,1 % (v/v)
50 % (v/v)
Resuspensionslésung: 0,5 % (v/v)
50 % (v/v)

TFA

Acetonitril

TFA

Acetonitril

Matrixlosung: a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure q.s. 70 % (v/v) Acetonitril
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2.2 Methoden

2.2.1 Vorgehensweise bei der Bakterien- und Zellkultur

Alle Arbeitschritte bei der Bakterien- und Zellkultur erfolgten unter sterilen Bedingungen unter
einer Sterilwerkbank. Alle dafiir bendtigten Materialien wurden entweder autoklaviert, im
Trockenschrank bei 200 °C sterilisiert oder steril bezogen. Vor dem Arbeiten an der Sterilbank
wurden die Handschuhe und die Arbeitsfliche mit 70 % (v/v) Isopropanol desinfiziert. Die

Bakterien- und Zellkulturen wurden in getrennten Brutschrinken kultiviert.

2.2.2 Stammhaltung und Kultivierungsbedingungen von B. henselae Marseille

2.2.2.1 Stammbhaltung von B. henselae

Der verwendete Bakterienstamm B. henselae Marseille [78] ist in der Stammsammlung des
Instituts fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des Universititsklinikums Tiibingen

hinterlegt.

2.2.2.2 Kultivierungsbedingungen von B. henselae

Die Kultivierung von B. henselae erfolgte auf Columbia Blut Agarplatten mit einem Anteil von
5 % defibriniertem Schaftsblut bei 37 °C, 5 % CO; und 90 % relativer Luftfeuchtigkeit. Nach einer
Inkubationsdauer von 5 d wurde B. henselae mit Wattestdbchen abgenommen und in eisgekiihltem
D-PBS resuspendiert. Die Bakterien wurden zentrifugiert (5000 g, 5 min, 4 °C) und in
Stammhaltungsmedium aufgenommen, aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Die Keimzahl wurde
durch Auszihlen serieller Verdiinnungsreihen auf Columbia Blut Agarplatten nach 14 d bestimmt.
Diese Stammsuspension von B. henselae (1,3 x 10° Bakterien/ ml) wurde fiir die beschriebenen
Experimente verwendet.

Zur Gewinnung von Proteinextrakten von B. henselae wurde ein Aliquot der Stammldsung
aufgetaut. Die Bakterien wurden in LB-Medium gewaschen, verdiinnt und nochmals auf Columbia
Blut Agarplatten liberimpft. Nach Kultivierung fiir 5 d wurden die Bakterien in D-PBS geerntet,
sedimentiert (5000 g, 5 min, 4 °C), in D-PBS mit 20 % (w/v) Glycerol resuspendiert, aliquotiert und
bis zur Lyse bei -80 °C gelagert.
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2.2.3 Isolierung und Kultivierungsbedingungen von HUVECs

2.2.3.1 Beschichtung von Zellkulturgefalen

Um die ZellkulturgefiBe mit Kollagen G zu beschichten, wurde der Boden der 80-cm’-
Zellkulturflasche mit 5 ml 0,01 % (w/v) Kollagen-G-Losung bei RT iiber Nacht benetzt. Nach dem
Entfernen der Kollagen-G-Losung wurden die Zellkulturgefdfe bei 4 °C aufbewahrt.

2.2.3.2 Isolierung der HUVECs

Die Nabelschnur wurde unter sterilen Bedingungen ausgeblutet, mit einem Skalpell die Enden
um 2 cm eingekiirzt und anschlieBend in 5 cm lange Stiicke geschnitten. Mit einer Spritze wurde die
Vene zunichst mit 37 °C warmer Trypsin-Losung klargespiilt. Nach Inkubation der Vene mit 1 ml
Trypsin-Losung fiir 5 min wurde die HUVEC-haltige Zellsuspension in ein kollagenisiertes 80-cm’-
Zellkulturgefal mit 14 ml Zellkulturmedium iiberfiihrt und kultiviert (siche 2.2.3.3). Die HUVECs
adherierten nach 1 -2 d am Gefia3boden. Nach einmaliger Subkultivierung (sieche 2.2.3.4) wurden
die HUVECs kurz vor Erreichen von Konfluenz durch Einwirken von 3 ml Trypsin/ EDTA-L&sung
fiir 2 -5 min bei 37 °C vom GefidBBboden geldst, sedimentiert (300 g, 5 min, RT), schonend in
Aufbewahrungsmedium resupendiert, aliquotiert (10° Zellen/ ml Aliquot) und in fliissigem

Stickstoff gelagert.

2.2.3.3 Kultivierung von HUVECs

Die Kultivierung der adhdrent wachsenden HUVECs erfolgte in Zellkulturmedium in Kollagen-
G-beschichteten 80-cm?-ZellkulturgefiBen bei 37 °C, 5 % CO, und 90 % relativer Luftfeuchtigkeit.
Zur Aussaat wurde ein aufgetautes Aliquot der HUVECs zu 14 ml Zellkulturmedium gegeben und
kultiviert. Das Zellkulturmedium wurde direkt am Tag nach Aussaat des DMSO-haltigen HUVEC-
Aliquots, sonst alle 2 - 3 d, gewechselt. Alle Kulturmedien bzw. Losungen waren vor Zugabe zu der
Zellkultur auf 37 °C temperiert. Nach Adhdrenz der HUVECs am Gefifboden bedeckten die Zellen
nach 4 - 5 d die gesamte Bodenfliche.

2.2.3.4 Subkultivierung von HUVECs

Vor Erreichen von Konfluenz wurde das Zellkulturmedium entfernt. Die HUVECs wurden mit
Trypsin/EDTA-L6sung gewaschen und durch Einwirken von 3 ml Trypsin/EDTA-Losung fiir

2 - 5 min bei 37 °C vom GefaBBboden gelost. Die Zellsuspension wurde dann in der 5-fachen Menge
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Zellkulturmedium aufgenommen, nach Bedarf 1:3 bis 1:10 verdiinnt und in neuen Zellkultur-

gefdllen weiterkultiviert.

2.2.3.5 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Konzentration lebender Zellen in Suspension wurde ein Aliquot der
abgelosten Zellen mit Trypan-Blau verdiinnt und mittels einer Neubauer-Zéhlkammer die Anzahl
der lebenden, d.h. ungefirbten Zellen ausgezédhlt. Aus dem Mittelwert der Zellzahl der duBeren
Eckquadrate multipliziert mit dem Kammerfaktor (10% ml) und dem Verdiinnungsfaktor ergab sich

die Konzentration der Zellen.

2.2.4 Infektionsexperimente

Zwei Stunden vor dem geplanten Infektionszeitpunkt wurde das Zellkulturmedium einer
konfluenten HUVEC-Zellkultur gegen antibiotikafreies Infektionsmedium gewechselt. Kurz vor
Infektionsbeginn wurde die bendtigte Menge der B. henselae-Stammlosung aufgetaut, zentrifugiert
(5000 g, 5min, RT) und in Infektionsmedium resuspendiert. In den Zellkulturgefilen wurde
nochmals das Infektionsmedium gewechselt und B. henselae in der gewlinschten Konzentration auf
die Zellen gegeben, anschlieBend =zentrifugiert (300g, 2min, RT) und kultiviert. Die
Infektionsexperimente wurden mit einer MOI 300 d. h. einer Bakterienzahl von 300 Bakterien pro
Zelle durchgefiihrt (MOI = multiplicity of infection). Die tatsdchlich verwendete Keimzahl wurde
im Anschluss durch serielle Verdiinnungsreihen, Ausplattieren und Auszdhlen der CFU (colony
forming unit, Kolonie-bildende Einheit) tiberpriift. Als Negativkontrollen dienten HUVECs, die mit

reinem Infektionsmedium inkubiert wurden.

2.2.5 Markierung von B. henselae-Proteinen mit **S-Methionin/ **S-Cystein

2.2.5.1 Vorgehensweise beim Umgang mit Radiochemikalien

Die Experimente unter Verwendung von *°S-Radiochemikalien wurden in einem Isotopenlabor
unter den entsprechenden Sicherheitsvorkehrungen (SchutzmaBnahmen vor [-Strahlung/

Uberwachung der Strahlendosis) durchgefiihrt.

2.2.5.2 Dialysieren von FCS

Um das bereits durch Hitzeeinwirkung Komplement-inaktivierte FCS von Aminosduren zu

befreien und somit den Einbau der radioaktiven *>S-markierten Aminosiuren L-Methionin und
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L-Cystein in die synthetisierten Proteine zu optimieren, wurde das FCS gegen Dulbecco-PBS
dialysiert. Ein Abschnitt des in 1 % (v/v) Formaldehyd-Losung gelagernden Dialyseschlauches
(Celluloseester Spectra/Por® 7 MWCO 3500 Da) wurde zunéchst in 500 ml sterilem H,Ogest unter
sterilen Bedingungen dreimal fiir jeweils eine Stunde dquilibriert. Mit einer sterilen Pipette wurde
der Schlauch gedffnet, mit 100 ml FCS befiillt und anschlieBend mit Dialyseschlauchklemmen
verschlossen. Die Dialyse erfolgte bei 4 °C. Als Dialysat wurde 51 Dulbecco-PBS bei 4 °C
verwendet und nach 4h, 6 h, 10h, 12h, 12 h gegen entsprechend temperiertes Dulbecco-PBS
gewechselt. Um etwaige mikrobielle Kontaminationen auszuschlieBen, wurde das FCS mit einem

Sterilfilter ,,Stericup® steril gefiltert (Ausschlussgrofe 0,22 um), aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

2.2.5.3 *S-Markierung mit B. henselae-Proteinen in Kultur mit HUVECs

Die mit B. henselae infizierten HUVEC-Zellkulturen wurden nach 18 h mit 5 ml Waschmedium
gewaschen und in 5 ml Markierungsmedium weiterkultiviert (sieche 2.2.3.3). Nach 30 min wurde
150 ul CHX-Lésung, nach 60 min 37 MBq (ImCi) L-’S-Methionin/ L-**S-Cystein-Mix dem
Markierungsmedium hinzugefiigt und die infizierten HUVEC-Zellkulturen fiir weitere 3 h
kultiviert. Dann wurde das Markierungsmedium entfernt und es erfolgte ein Waschschritt mit 5 ml
RPMI 1640 bei RT.

Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt, alle Losungen und Geréte waren gekiihlt.
Die HUVECs wurden mit einem Zellschaber vom Gefiflboden gelost. Beim mehrmaligen
Resuspendieren mit 1 ml Triton X-100-Losung mittels Spritze und Injektionsnadel wurden die
Zellen duch die Scherkrifte aufgeschlossen. Die Suspension wurde in 2-ml-Reaktionsgefdlle
tiberfiihrt, zentrifugiert (4500 g, 15 min, 4 °C) und das Pellet in 1 ml D-PBS gewaschen. Die
Suspension wurde zentrifugiert (4500 g, 15 min, 4 °C), der Uberstand verworfen und das Pellet bei
-80 °C gelagert.

Um spéter den Proteinextrakt der radioaktiv markierten B. henselae auf eine spezifische Aktivitét
(MBqg/ mg Protein) einstellen zu konnen, wurde der beschriebene Versuchsablauf parallel, jedoch
nicht-radioaktiv mit B. henselae infizierten HUVEC-Zellkulturen unter Zugabe von entsprechend
69,9 ul L-Methionin-Lésung und 30,2 ul L-Cystein-Losung zu 5 ml Markierungsmedium
durchgefiihrt.

2.2.5.4 *S-Markierung von B. henselae-Proteinen ohne Kultur mit HUVECs

Als Referenzkultur zu den HUVEC-Infektionsexperimenten wurde B. henselae Marseille unter
den gleichen Kulturbedingungen, jedoch ohne HUVECsS, kultiviert. Dazu wurden die Bakterien wie

bei Infektionsexperimenten (siche 2.2.4) in gleicher Konzentration, jedoch in unkollagenisierte
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80-cm’-ZellkulturgefiBe ausgebracht, anschlieBend zentrifugiert (300 g, 2 min, RT) und kultiviert.
Nach 18 h wurde B. henselae mit einem Zellschaber vom Gefdlboden gelost, die Suspension in
15-ml-ReaktionsgefdBle iliberfithrt, sedimentiert (4500 g, 10 min, RT) und in 5 ml Waschmedium
resupendiert. Nach nochmaliger Zentrifugation (4500 g, 5 min, RT) wurden die Bakterien in 5 ml
Markierungsmedium aufgenommen und in neuen, unkollagenisierten Zellkulturgefa3en ausgesit.

Die Markierung der Proteine erfolgte wie in Kapitel 2.2.5.3 beschrieben. Nach 3 h wurden die
B. henselae mit einem Zellschaber vom Gefdboden gelost, die Suspension in 15-ml-
Reaktionsgefale liberflihrt, zentrifugiert (4500 g, 5 min, RT) und das Pellet mit 5 ml RPMI 1640
bei RT gewaschen. Die Bakterien wurden nochmals sedimentiert (4500 g, 5 min, RT) und der
Uberstand verworfen. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt, alle Losungen und
Geridte waren gekiihlt. Das Pellet wurde in 1 ml Triton X-100-Losung resuspendiert und in 2-ml-
Reaktionsgefil3e iiberfiihrt, zentrifugiert (4500 g, 15 min, 4 °C) und anschlieend das Pellet in 1 ml
D-PBS gewaschen. Die Bakteriensuspension wurde zentrifugiert (4500 g, 15 min, 4 °C), der
Uberstand verworfen und das Pellet bei -80 °C gelagert.

Um spiter den Proteinextrakt der radioaktiv markierten B. henselae auf eine spezifische Aktivitét
(MBg/ mg Protein) einstellen zu konnen, wurde der beschriebene Versuchsablauf parallel, jedoch
nicht-radioaktiv mit B. henselae in Zellkulturgefilen unter Zugabe von entsprechend 69,9 ul

L-Methionin-Losung und 30,2 pl L-Cystein-Lésung zu 5 ml Markierungsmedium durchgefiihrt.

2.2.6 Probenvorbereitung fur die 2D-SDS-PA-Gelelektrophorese

2.2.6.1 Proteinextraktion nicht-radioaktiver B. henselae-Proteine

Ein Aliquot der zur Lyse bestimmte B. henselae-Suspension (siehe 2.2.2) wurde nach dem
Auftauen sedimentiert (5000 g, 5 min, 4 °C), mit D-PBS gewaschen und zentrifugiert (5000 g,
5 min, 4 °C). Das Bakterien-Pellet wurde erneut in D-PBS aufgenommen und sedimentiert (5000 g,
Smin, 4 °C). Zur Gewinnung der Gesamtzell-Proteinextrakte wurden die B. henselae dann in
1,25 x 2D-Lyse-Puffer resuspendiert und mit q.s. HyOgesr auf 1 x 2D-Lyse-Puffer verdiinnt. Die
Extraktion der Proteine erfolgte durch Schwenken der Proben fiir 1 h bei RT mittels eines Rotators.
AnschlieBend wurden die unldslichen Zellbestandteile durch Zentrifugation (20000 g, 30 min,
20 °C) vom Proteinextrakt abgetrennt. Die Proteinextrakte wurden bis zur endgiiltigen Verwendung

bei -80 °C gelagert.
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2.2.6.2 Proteinextraktion radioaktiver **S-markierter B. henselae-Proteine

Die gewonnen B. henselae-Bakterienpellets nach Abschluss der **S-Markierung der bakteriellen
Proteine aus der Kultur von B henselae mit und ohne HUVECs sowie aus den jeweiligen nicht-
radioaktiven Parallelexperimenten (sieche 2.2.5.3/4) wurde nach dem Auftauen in eiskaltem
40 pl HyOgyest. resuspendiert und dann mit 160 pl 1,25 x 2D-Lyse-Puffer versetzt. Die Extraktion der
Proteine erfolgte durch Schwenken der Proben fiir 1 h bei RT mittels eines Rotators. Anschliefend
wurden die unlGslichen Zellbestandteile durch Zentrifugation (20000 g, 30 min, 20 °C) vom
Proteinextrakt abgetrennt. Die Proteinextrakte wurden bis zur endgiiltigen Verwendung bei -80 °C

gelagert.

2.2.6.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Zellextrakte erfolgte in Dreifachbestimmung mit
dem Reduktionsmittel- und Detergenz-kompatiblen RC-DC Proteinbestimmungtest-Kit, einem auf
der Lowry-Methode [195] basierenden kolorimetrischen Testsystem nach Peterson [244]. Zunéchst
wurden die Proteine mittels Natriumdesoxycholat-Losung (ReagenzI) und TCA-Losung
(Reagenz II) aus 25 pl Proteinextrakt komplettt ausgefallt, sedimentiert (20000 g, 10 min, RT) und
das Pellet in SDS-haltiger, alkalischer Kupfertartratlosung resuspendiert (Reagenz A). Schlielich
ergab die Zugabe von 1 ml Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz (Reagenz B) die charakteristische
Blaufirbung. Nach 15 min Inkubation wurde die Extinktion bei 750 nm bei RT gemessen. Fiir die
Nulleinstellung des UV-Spektrometers wurde 1 x 2D-Lyse-Puffer verwendet. Anhand einer BSA-
Eichreihe (0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,5 mg/ ml) lieB sich die Proteinkonzentration ermitteln.

2.2.6.4 Bestimmung der volumenbezogenen, spezifischen Radioaktivitat

Die Bestimmung der Radioaktivitit [cpm] erfolgte in Dreifachbestimmung am
Szintillationszdhler TopCount NXT im niedrigenergetischen Strahlungsbereich bis 256 keV, d.h.
mit Einstellung auf hochste Szintillatoreffektivitidt. Dazu wurden 5 pl des Proteinextraktes in eine
Glas-Szintillator-haltige Kavitdt der LUMA-Plate pipettiert, fiir 24 h bei RT getrocknet und mit
Klarsichtfolie versiegelt. Wurde dieser Wert auf das eingesetzte Probenvolumen bezogen, ergab

sich die volumenbezogene, spezifische Radioaktivitit des Proteinextraktes.
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2.2.6.5 Bestimmung der proteinmassebezogenen, spezifischen Radioaktivitat

Aus der Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe 2.2.6.3) und der Bestimmung der
volumenbezogenen,  spezifischen = Radioaktivitit  (siche 2.2.6.4) ergab sich die

proteinmassebezogene, spezifische Radioaktivitit des Proteinextraktes.

2.2.7 Zweidimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D-SDS-PAGE)

2.2.7.1 Vorgehensweise bei der zweidimensionalen SDS-PA-Gelelektrophorese

Mittels der zweidimensionalen Gelelektrophorese wurden die komplexen Proteinextrakte durch
zweil aufeinanderfolgende Schritte aufgetrennt. In der ersten Dimension, der isoelektrischen
Fokussierung (IEF), erfolgte die Trennung nach der Gesamtladung des Proteins entsprechend des
isoelektrischen Punktes. Die zweite Dimension basiert auf einer Trennung der Proteine

entsprechend der molekularen Masse (SDS-PAGE).

2.2.7.2 Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung (1EF)

Die IEF wurde nach Rabilloud, [248, 249], Gorg [107] und Herbert [123] mit Modifikation
durchgefiihrt. In diesen Arbeiten wurde als Reduktionsmittel vorzugsweise 10 mM TCP [333]
anstelle von TBP oder DTT dem Rehydratisierungspuffer zugesetzt. Zur Beladung der 24-cm-IPG-
Gelstreifen wurde der Proteinextrakt in analytischen bzw. préparativen Proteinmengen auf ein
Endvolumen von 460 ul mit dem entsprechenden Rehydratisierungspuffer verdiinnt und in eine
Vertiefung der Rehydratisierungskassette gegeben (Tab. 2, 3, 4) Dann wurden die IPG-Gelstreifen
luftblasenfrei, mit der Gelseite nach unten in den Proteinextrakt eingelegt, mit 3 ml Silikondl
iiberschichtet und fiir 16 h bei RT rehydratisiert. Die beladenen IPG-Gelstreifen wurden fiir 10 s mit
H>O4est. gewaschen, mit H,Ogqes -angefeuchetetem Whatman-Papier 0,3 mm geblottet und mit der
Gelseite nach oben in die Multiphor-II Fokussierkammer {iiberfiihrt, die Enden iiberlappend mit
5 mm breiten, HyOgest-angefeuchteten Elektrodenstreifen bedeckt, die Elektrodenbriicken darauf
platziert und mit Silikondl tiberschichtet. Die Dauer und der Spannungsverlauf der IEF wurden in
Abhingigkeit vom gewéhlten IPG-Gelstreifen und von der geladenen Proteinmenge gewihlt
(Tab. 5, 6). Nach beendeter IEF wurden die [PG-Streifen in einer Klarsichthiille bei -80 °C bis zur
Verwendung gelagert.

Bei der Untersuchung verschiedener Reduktionsmittel auf ihre Eignung fiir die 2D-SDS-PAGE
wurden diese im IPG-Streifen (pH6-9,7-11,3-10) ohne jegliche Proteinbeladung nach
beendeter IEF (Tab. 5) mit | mM DTNB in 20 mM Tris-HCI-Puffer pH 8,0 nach 3 min Inkubation
nachgewiesen [84, 85].
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Tab.2: Beladungsschema der analytischen 2D-Gele unter Verwendung von 24-cm-IPG-Gelstreifen pH 3 - 10, 4 - 7
und 6 - 9 (Endvolumen 460 pl Proteinextrakt im entsprechenden Rehydratisierungspuffer)

pH-Gradient IPG3-10 IPG4-7 IPG6-9

Proteinmenge [pg] 30 50 50

Tab. 3: Beladungsschema der priparativen 2D-Gele unter Verwendung von 24-cm-IPG-Gelstreifen pH 3 - 10, 4 - 7
und 6 - 9 (Endvolumen 460 pl Proteinextrakt im entsprechenden Rehydratisierungspuffer)

pH-Gradient

IPG3-10

IPG4-7

IPG6-9

Proteinmenge [pg]

200

400

450

Tab.4: Beladungsschema der analytischen *°S-radioaktiven 2D-Gele unter Verwendung von 24-cm-IPG-Gelstreifen
pH3-10,4 -7 und 6 - 9 (Endvolumen 460 pl Proteinextrakt im entsprechenden Rehydratisierungspuffer)

pH-Gradient IPG3-10 IPG 4 -7 IPG6-9
Proteinmenge [ug] 15 30 30
Radioaktivitit [cpm] |  10° 10° 10°

Tab.5: IEF-Parameter unter Verwendung der Multiphor II bei 20 °C, max. Stromstirke: 0,05 mA/ IPG-Gelstreifen,
max. Spannung 3500 V (Fokussierungsprogramm fiir [IPG-Gelstreifen mit analytischer Beladung)

Schritt: Spannung [V] Zeit [h] Spannungsverlauf
Initiale IEF: 200 2 Stufe
500 2 Stufe
IEF der Proteine bis 3500 V: 500-3500 5 Gradient
IPG 3 - 10 (Gellange 24 cm) 3500 9:30 Stufe
IPG 4 -7 (Gelldnge 24 cm) 3500 18:30 Stufe
IPG 6 -9 (Gelldnge 24 cm) 3500 19:00 Stufe
IPG 7 - 11 (Gellange 24 cm) 3500 17:30 Stufe

Tab. 6: IEF-Parameter unter Verwendung der Multiphor II bei 20 °C, max. Stromstérke: 0,05 mA/ IPG-Gelstreifen,
max. Spannung 3500 V (Fokussierungsprogramm fiir [PG-Gelstreifen mit préparativer Beladung)

Schritt: Spannung [V] Zeit [h] Spannungsverlauf
Initiale IEF: 200 4 Stufe
500 2 Stufe
IEF der Proteine bis 3500 V: 500-3500 5 Gradient
IPG 3 - 10 (Gelldange 24 cm) 3500 17 Stufe
IPG 4 -7 (Gellange 24 cm) 3500 27:30 Stufe
IPG 6 -9 (Gelldnge 24 cm) 3500 27:30 Stufe
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2.2.7.3 Zweite Dimension: Vertikale SDS-PA-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fiir die elektrophoretische Trennung der Proteine wurden 15 % (w/v) SDS-Polyacrylamidgele
der GroBe 190 mm x 237 mm x 1 mm in Glaskassetten gegossen und mit jeweils 1 ml HyOgest -
gesittigtem n-Butanol {iberschichtet. Dieses wurde nach 1h mit jeweils 1 ml 0,1 % (w/v)
SDS-haltigem Trenngelpuffer ersetzt und erst 15 min vor Auflegen des IPG-Gelstreifens entfernt.
Das Polyacrylamidgel polymerisierte 4 h bei RT.

Im Anschluss an die IEF, nach dem Auftauen der IPG-Gelstreifen, wurden diese fiir 10 s in
H;Ogest. gespiilt. Danach wurden die fokussierten Proteine in den IPG-Gelstreifen fiir 15 min in
10 ml Aquilibrierungspufferreq, einem SDS-haltigen Puffer unter reduzierenden Bedingungen auf
pH 8,8 iquilibriert und anschlieBend fiir weitere 15 min in 10 ml Aquilibrierungspufferay zur
Vermeidung der Reoxidation der Sulthydrylgruppen des Cysteins alkyliert [106, 123].
AnschlieBend wurde der IPG-Gelstreifen fiir 10 s in Kathodenpuffer gespiilt, auf die Oberseite des
in den Glaskassetten befindlichen Polyacrylamidgeles gelegt und mit 3 ml Agaroseldsung fixiert.

Die Glaskassetten wurden in die Elektrophoresekammer Ettan Dalt 6 iiberfiihrt, bis auf
max. Fiillhohe Kathodenpuffer und Anodenpuffer eingefiillt und die Elektrophorese gestartet. Die
Elektrophoreseparameter betrugen 1 W/ Gel fir 2h fiir den Probeneintritt, anschlieBend
gesamtheitlich 200 V bei 20 °C. Nach einer Laufzeit von etwa 10 h, wenn die Bromphenolblaufront
den unteren Rand des Gels erreicht hatte, wurde die Elektrophorese beendet. Danach wurden die
Glaskassetten herausgenommen und mit H,Oges. kurz abgespiilt. Die Gele wurden entnommen und

von Agaroseresten sowie den IPG-Gelstreifen befreit.

2.2.8 Visualisierung von Proteinen in 2D-SDS-Polyacrylamid-Gelen

2.2.8.1 Colloidal-Coomassie-Blau-Farbung von Proteinen in 2D-SDS-PA-Gelen

Die Colloidal-Coomassie-Blau-Farbung der Proteine erfolgte nach dem Protokoll von
Neuhoff et al. [227]. Um Kontaminationen mit Keratin fiir nachfolgende massenspektrometrische
Untersuchungen auszuschlieBen, wurden alle Férbeschritte in geschlossenen Behéltnissen
durchgefiihrt. Nach Beendigung der Elektrophorese (siehe 2.2.7.3) wurden die Polyacrylamidgele
sofort in die Farbelosung iiberfiihrt, 1 d bei niedriger Schiittelfrequenz inkubiert, anschlieend
3x5min in H;Oge gewaschen und der Hintergrund mit 1% (v/v) Essigsdure entfarbt. Im
Anschluss wurden die Gele durch Einlesen mit einem Flachbettscanner GS-800 digitalisiert und in

Folie eingeschweil3t gelagert.
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2.2.8.2 Silberfarbung von Proteinen in 2D-SDS-PA-Gelen

Die Silberfarbung der Proteine erfolgte nach dem Protokoll von Heukeshoven und Dernick
[124]. Alle Firbeschritte wurden in Edelstahlwannen durchgefiihrt. Nach Beendigung der
Elektrophorese (siehe 2.2.7.3) wurden die Polyacrylamidgele sofort in die Fixierlosung iiberfiihrt.
Nachfolgend wurde von jeder zur Farbung bendtigten Losung 0,5 1 pro Gel eingesetzt und die 2D-
Gele darin bei niedriger Schiittelfrequenz fiir die in Tab. 7 angegebene Zeitdauer inkubiert. Die
Farbreaktion nach Zugabe der Entwicklerldsung wurde abgebrochen, sobald die Proteinpunkte vor
klarem Hintergrund sichtbar wurden. Die entwickelten Gele wurden anschlieBend konserviert,
durch Einlesen mit einem Flachbettscanner GS-800 digitalisiert und dann in Folie eingeschweif3t

gelagert.

Tab. 7:  Protokoll fiir die Silberfiarbung nach Heukeshoven und Dernick [124]

Arbeitsschritt Reagenz Zeit

Fixieren Fixierlosung 60 min - 12 h
Sensitivieren Sensitivierlosung 40 min
Waschen H5O4est. 3 x 10 min
Versilbern Silbernitratlosung 60 min
Waschen HyOdest. 2 min
Entwickeln Entwicklerlosung 7 min
Stoppen Stopplosung 15 min
Konservieren Konservierungslosung 30 min

2.2.8.3 Nachweis von *S-radioaktiv markierten Proteinen in 2D-SDS-PA-Gelen

Nach der Auftrennung der *°S-radioaktiv markierten Proteine mittels 2D-SDS-PAGE (siche
2.2.7.2/3) und anschlieBender Silberfirbung (siche 2.2.8.2) erfolgte zundchst die Trocknung der
2D-Gele. Dazu wurde jedes Gel auf einen feuchten Bogen Whatman-Filterpapier 0,3 mm platziert
und auf einen mit Whatman-Papier 3 mm ausgelegten Vakuum-Geltrockner platziert, luftblasenfrei
mit Cellophanfolie sowie der Dichtungsmatte des Geltrockners abgedeckt und bei angelegtem
Vakuum von 70 mbar bei einer Temperatur von 80 °C fiir 2 h Stunden getrocknet. Um die
B-Strahlung der **S-radioaktiv markierten Proteine zu detektieren, wurden die getrockneten Gele
auf BAS-MS 2025 Imaging Plates, also auf Folien mit Eu*"-dotierten BaFBr-Kristallgitter aufgelegt
und fiir 3 - 5 d exponiert. Die durch p-Strahlung erzeugten, delokalisierten Elektronen (Eu*"- Eu’")
lieferten ein quantifizierbares Lumineszenzsignal beim Uberfiihren des angeregten Zustandes in den

Grundzustand beim Scannen der Folien mit dem BAS 1800 Reader (He-Ne-Laser). Dieses so
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genannte ,,Phosphoimaging® ermoglichte neben einer extrem hohen Nachweisempfindlichkeit eine

genaue Quantifizierung des Radiosignals innerhalb eines weiten dynamischen Bereiches [238, 344].

2.2.9 Computergestiutzte Datenanalyse der 2D-SDS-Polyacrylamid-Gele

2.2.9.1 Digitalisierung der 2D-SDS-PA-Gele

Der Informationsgehalt der 2D-Gele wurde durch Digitalisierung mit einem kalibrierbaren
Densitometer GS-800 einer qualitativen und quantitativen Analyse durch Computerprogramme
zuginglich. Vor jedem Einlesen erfolgte ein Abgleich der tatsdchlichen, gescannten Graustufen
anhand eines Graukeils definierter optischer Dichten im Durchlichtmodus mittels der Laborsoftware
PDQuest. Die Gele wurden luftblasenfrei auf die Glasplatte des Densitometers gelegt und bei 8-bit
Graustufen, 64 um Pixelgrofe gescannt. AnschlieBend wurden die digitalisierten Abbildungen der
Gele im PDQuest-eigenen TDS-Format gespeichert sowie wahlweise in gleicher Auflosung als
quantifizierbare Rohdaten in Tiff-Format iiberfiihrt.

Die BAS-MS 2025 Imaging Plates wurden am BAS 1800 Reader bei 8-bit Graustufen und
50 um Pixelgrofe gescannt und die digitalisierten Abbildungen vom PCB-Format mittels AIDA
Image Analyser ins Gel-Format konvertiert und die Graustufenskala der Abbildungen mit PDQuest
invertiert. SchlieBlich wurden die digitalisierten Abbildungen im PDQuest-eigenen TDS-Format
gespeichert sowie in gleicher Aufldsung als quantifizierbare Rohdaten in Tiff-Format iiberfiihrt. Es
wurde abgesichert, dass die Quantifizierbarkeit innerhalb des dynamischen Bereiches nicht durch

unterschiedliche Gewichtung der Graustufen bei den verwendeten Dateiformaten verfalscht wurde.

2.2.9.2 Filtern der Abbildungen der 2D-SDS-PA-Gele mittels PDQuest-Software

Fiir alle zu analysierenden 2D-SDS-Gele wurde die PixelgroBe auf 100 pm festgesetzt. Die
Abbildungen wurden mit folgenden Filterparametern aufgearbeitet: FiltergroBe 5 x5 Pixel,
Gaussverteilung als Verteilung der optischen Dichte, Entfernung des Hintergrundrauschens
(Salt/ Pepper-Removal). Folglich wurden aus einem originalen Gelbild noch jeweils zwei weitere
Datensitze (,,Filtered Image* und ,,Gaussian Image®) generiert. Das ,,Filtered Image* enthélt die
Daten des Gelbildes nach Einsatz aller verwendeten Filter, wdhrend im ,,Gaussian Image*
zusitzlich noch der Hintergrund geglittet wurde. Schlieflich wurden die ,,Filtered Image“-Dateien
in gleicher Auflosung als quantifizierbare Rohdaten in Tiff-Format tiberfiihrt und in Delta-2D
importiert.
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2.2.9.3 Punktdetektion mittels Delta-2D-Software

Das Computerprogramm Delta-2D wurde fiir die qualitative und quantitative Analyse der 2D-
SDS-PA-Gele von aufgetrennten ~°S-radioaktiv markierten B. henselae-Proteinen, fiir die
Zusammenstellung der Proteomkarte von B. henselae und fiir die Auswertung der 2D-Immunoblots
verwendet.

Da eine geringfiigige, gesamtheitliche Verschiebungen des Proteinmusters, nicht der Position
einzelner Proteinpunkte, trotz guter qualitativer und quantitativer Reproduzierbarkeit der
2D-Punktmuster innerhalb einer Gelserie durch Handhabung der 2D-Gele, z.B. Gelfdrbung,
Geltrocknung als auch durch Laufunterschiede in der SDS-PAGE unvermeidbar ist, enthdlt das
Programm Delta-2D Funktionen, die es ermdglichen, diese Positionsabweichungen auszugleichen.
Dazu wurden bei Uberlagerung der Abbildungen mit Delta-2D korrespondierende Punkte mit
derselben Position in den 2D-Gelen durch manuelles Setzen von Vektoren (Exakt Warp Mode), so
genannten ,,Match Vectors® verbunden und mit einem ,,Warp-Algorithmus®, d.h einen
programminternen Verrechnungsalgorithmus fiir Vektoren, dann untereinander exakt zur Deckung
gebracht. Wenn die Gelabbildungen in verschiedene Gruppen unterteilt wurden, z.B. Vergleich
unterschiedlicher Zustdnde, dann wurde jedes Gel einer Gruppe mit einem definierten Referenzgel
der Gruppe und dieses wiederum mit einem definierten Referenzgel des ganzen Projektes zur
Deckung gebracht (Group Warping Strategy). Durch additive Abbildungsfusion aller mit dem
Referenzgel abgeglichenen Gele einer Gruppe bzw. des ganzen Projektes wurde iliber die Funktion
»Fuse All Images* ein virtuelles Fusionsbild, ein Mastergel, geschaffen, das die Punktmuster aller
Gele in sich vereint.

Bei der Herstellung der Proteomkarte von B. henselae wurden folgende Parameter zur Erstellung
des Fusionsbildes verwendet: Filter-off; Fusion Type - Max. Intensity; Image Size - Common
Region; Process Fused Image - Amplitude Rescale. Mit gleichen Parametern, jedoch mit Fusion
Type - Union Type wurde ein Fusionsbild zur Analyse der *°S-radioaktiven 2D-Gele geschaffen.
Durch eine nun folgende Punktdetektion anhand dieses Fusionsbildes und durch anschlieendes
vektorgestiitztes Ubertragen des Punktrasters der detektierten Proteinpunkte auf die einzelnen
2D-Gele sind die Voraussetzungen fiir eine exakte Punktbearbeitung (Quantifizierung, Annotation)
auf den zu untersuchenden einzelnen 2D-Gelen gegeben. Dabei erfolgte die automatische
Punkterkennung anhand der Fusionsabbildung mit folgenden Parametern fiir die Proteomkarte von
B. henselae: Local Background Region - 150; Average Spot Size - 30; Sensitivity - 10 %. Die
automatische Punkterkennung fiir die Analyse der **S-radioaktiven 2D-Gele wurde mit folgenden
Parametern durchgefiihrt: Local Background Region - 80; Average Spot Size - 24; Sensitivity -
20 %. In beiden Féllen wurde der Algorithmus ,,Create Modelled Spots* verwendet.
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2.2.9.4 Punktbearbeitung mittels Delta-2D-Software

Aufgrund der Komplexitit der 2D-Gele ist es dem Programm unmoglich, alle Punkte korrekt zu
erkennen (z.B.: Erkennung zweier dichtliegender Punkte als Einzelpunkt). Deshalb musste mit
Werkzeugen zur Punktbearbeitung (z.B.: Teilen, Vereinigen, Hinzufiigen, Loschen der Punkte)
manuell nachgearbeitet werden, um dann abschlieBend die komplette Maske der detektierten
Proteinpunkte aufgrund des Vektorgeriistes passgenau auf die Einzelgele des Projektes zu

ibertragen.

2.2.9.5 Punktannotation mittels Delta-2D-Software

Zur Herstellung der Proteomkarte von B. henselae Marseille, einer mit der
massenspektrometrischen Identifikation der Proteinpunkte versehenen Abbildung eines 2D-SDS-
PA-Gels im pH-Bereich 3-10, wurden die Proteinextrake zweier biologischer Replikate
unabhingig voneinander mittels 2D-SDS-PAGE aufgetrennt.

Zwei Abbildungen der priparativen 2D-Gele wurden mittels Delta-2D iibereinandergelegt,
fusioniert und die Proteinpunkte detektiert (siche 2.2.9.3/4). AnschlieBend wurde die komplette
Maske der Punkte passgenau auf die einzelnen 2D-Gele iibertragen. Die Proteinpunkte dieser zwei
Abbildungen wurden mit dem abgekiirzten Proteinnamen oder alternativ mit der GI-Nummer des
Proteines entsprechend der B. henselae Houston-1 Genomsequenz (NC_005956) versehen. Um eine
sichere Bestimmung der analysierten Proteinpunkte zu gewdhrleisten, erfolgte die MS-
Identifikation der Proteine von den zwei priaparativen Gelen in Doppelbestimmung. Nur wenn die
massenspektrometrische Identifikation iibereinstimmte, wurde die Bezeichnung der Proteinpunkte
auf das Fusionsbild der zwei prédparativen 2D-Gele iibertragen, was dann schlielich die
Proteomkarte von B. henselae Marseille ergab. Der empirische p/ und die MW aller Proteinpunkte
wurde erhalten, indem folgende identifizierte Proteine als Markerproteine fiir den p/ bzw. der MW
fungierten [MW/p/]: SodB [23,1/5,77]; LysS [862,2/5,79]; Ppa [20,0/5,13]; HtrAl [54,1/8,56];
HutB [32,5/9,50]; RpsF [15,8/8,86]; TrxA [11,9/4,90]; RecA [37,5/5,40]; RpsA [62,8/5,18]; ArgB
[32,2/4,78]; GreA [17,5/4,94]; Ndk [15,5/5,45]; DnaK [68,2/4,93]; GroEL [57,6/5,10].

2.2.9.6 Punktquantifizierung mittels Delta-2D-Software

Die Analyse des Proteinmusters der 2D-Gele *°S-radioaktiv markierter B. henselae mittels
Delta-2D erfolgte in zwei Projekten: Gele im pH-Bereich 4 - 9 (Delta-2D Projekt I) und Gele im
pH-Bereich 6 - 9 (Delta-2D Projekt II) in jeweils zwei Gruppen (Zusténden), ,,B. henselae ohne
HUVEC-Kultur* (Gruppe I) und ,,B. henselae in HUVEC-Kultur* (Gruppe II).
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Fiir jedes Projekt wurde als Referenzgel ,,B. henselae ohne HUVEC-Kultur“definiert. Jedes Gel
einer Gruppe wurde mit dem Referenzgel der Gruppe zur Deckung gebracht, dieses wiederum
wurde mit dem Referenzgel des Projektes abgeglichen (Group Warping/ Exakt Warp Mode). Zur
qualitativen und quantitativen Analyse der Proteinmuster beider Gruppen (Zustinde) wurden die
Proteinextrakte dreier biologischer Replikate mit mindestens jeweils zwei technischen Replikaten
der *S-radioaktiv markierten B. henselae unabhingig voneinander mittels 2D-SDS-PAGE
aufgetrennt.

Die insgesamt 12 Abbildungen der analytischen 2D-SDS-PA-Gele, zwei Gruppen (Zustinde) mit
jeweils 6 Abbildungen, wurden mittels Delta-2D iibereinandergelegt, fusioniert und die
Proteinpunkte detektiert (siche 2.2.9.3/4). Anschliefend wurde die komplette Maske der Punkte
passgenau auf die einzelnen 2D-Gele iibertragen und die Punkte wurden quantifiziert. Das
errechnete, relative Volumen eines einzelnen Punktes [in Vol.-%] bezog sich auf das
Gesamtvolumen aller detektierten Punkte eines 2D-Geles. Wenn das Gesamtvolumen der zu
vergleichenden 2D-Gele gleichgesetzt wurde, konnten beispielsweise Unterschiede in der
Expositionsdauer kompensiert werden. Dies ermoglichte eine hohe Vergleichbarkeit der 2D-Gele.
Die absolute und die relative Quantitit einer Proteinspezies in den jeweiligen Vergleichsgelen, also
das absolute und das relative Volumen unter einem Proteinpunkt wurden der
Quantifizierungstabelle entnommen. Neben den Zahlenwerten wie beispielsweise Durchschnitt,
Standardabweichung der Punktvolumina ist auch eine Farbkodierung von rot (starker Proteinpunkt
als Refernzgel) bis griin (schwacher Proteinpunkt) jedem Proteinpunkt zugewiesen und zudem
konnten quantitative Unterschiede der Proteinpunkte auch als Saulendiagramm direkt dem
Uberlagerungsbild entnommen werden. Um die potentiell regulierten, im Punktvolumen
differentiell auftretenden Proteinpunkte einzuengen, wurden die Filtereinstellungen des
Programmes auf T-Test Filter negative 99 % und das Medianverhéltnis der Gruppen auflerhalb von
0,66 - 1,5 gesetzt.

Besonders hilfreich beim Analysieren der 2D-Gele aus zwei Gruppen (Zustdnde) ist, dass mittels
Delta 2D-Software die Abbildungen in verschiedenen Farben (rot und griin) dargestellt und digital
tiberlagert werden konnen. Durch die folgliche Farbaddition entsteht bei qualitativen als auch
quantitativen Ubereinstimmung der jeweiligen Proteinpunkte die Mischfarbe (gelb). Hingegen
werden Proteinpunkte mit sowohl qualitativen als auch quantitativen Unterschieden zwischen den

untersuchten Gelen farblich hervorgehoben (rot bzw. griin).
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2.2.10 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen - Western-Blot

Die Proteine wurden mit einem Gelblot-Apparatur Trans-Blot Semi Dry Cell vom 2D-Gel auf
eine Immobilon PVDF-Membran tiiberfiihrt. Zunichst wurde die PVDF-Membran 15 s in Methanol
benetzt, anschliefend 2 min in HyOgesr. gewissert und 10 min in Anodenpuffer II equilibiert. Das
2D-Gel wurde 15 min in Kathodenpuffer equilibriert. Auf die Anodenplatte der Blot-Aparatur
(untere Platte) wurde luftblasenfrei in folgender Reihenfolge aufgelegt:

= 2xBlatt Whatman 1,5 mm Papier (18 x 23 cm) dquilibriert in Anodenpuffer I

= 1xBlatt Whatman 1,5 mm Papier (18 x 23 cm) dquilibriert in Anodenpuffer 11

= 1x PVDF-Membran (18 x 23 cm) dquilibriert in Anodenpuffer II

= 1x2D-Gel (18 x 23 cm) dquilibriert in Kathodenpuffer (Rand wurde entfernt!)

= 3xBlatt Whatman 1,5 mm Papier (18 x 23 cm) dquilibriert in Kathodenpuffer
Mit der Kathodenplatte wurde die Kammer geschlossen und der Proteintransfer vom 2D-Gel auf die
PVDF-Membran bei 1,6 mA/cm® fiir zwei Stunden bei RT durchgefiihrt. Die Effizienz des
Proteintransfers wurde durch reversible Proteinfirbung mit Ponceau Rouge S Losung iiberpriift
(siehe 2.2.13.1). Im Anschluss wurde die Membran fiir 10 s in Methanol {iberfiihrt und dann 15 min
bei RT getrocknet.

2.2.11 Immundetektion von Proteinen auf PVDF-Membranen

Die Detektion immunreaktiver Proteine mittels einer Antikorperreaktion ist eine spezifische und
hochsensitive Methode (Nachweisgrenze 0,1 ng Protein [321]). Nach Auftrennung von 200 pg
B. henselae-Proteinextrakt mittels 2D-SDS-PAGE und Proteintransfer auf PVDF-Membranen
(Western-Blot), wurden fiir die anschlieBende Detektion der immunreaktiven B. henselae-Proteine
33 positiv auf Antikdrper gegen B. henselae getestete Seren von Patienten mit klinisch suspekten
Symptomen wie lokaler Lymphadenopathie (IFA > 1:200) bzw. 5 negativ getestete Kontrollseren
(IFA <1:100) von gesunden Blutspendern verwendet (siche 2.2.12).

Alle Schritte der Immundetektion wurden in verschlieBbaren Rohrchen auf einem
Rollenschiittler bei RT durchgefiihrt. Die einzelnen Schritte und die Zeitdauer der Inkubation sind
in Tab. 8 angegeben. Die Farbreaktion nach Zugabe der DAB-Farbelosung wurde abgebrochen,
sobald die Proteinpunkte vor klarem Hintergrund sichtbar wurden. Nach dem letzten Waschschritt
wurden die Western-Blots bei RT lichtgeschiitzt getrocknet, durch FEinlesen mit einem

Flachbettscanner GS-800 digitalisiert und dann in Folie eingeschweil3t gelagert.
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Tab. 8: Protokoll fiir die Inmundetektion der B. henselae-Antigene mit DAB
Arbeitsschritt Reagenz Zeit
Blocken 100 ml Blockpuffer 60 min
Reaktion mit 25 ml 1:200 Verdiinnung des Serums 60 min
Primédrantikorper in Blockpuffer
Waschen 100 ml Waschpuffer 3 x 10 min
ekt mm————

tbet Blockpuffer

Waschen 100 ml Waschpuffer 3 x 10 min
Entwickeln 50 ml DAB-Férbelosung 5 min
Stoppen 100 ml Stopplosung 15 min
Waschen 100 ml HyOgest. 30 min

2.2.12 Serologische Methoden zum Nachweis von B. henselae-Antikorpern in Patientenseren

Der Immunfluoreszent-Test (IFT) nach CDC-Richtlinien [48] ist die diagnostische
Standardmethode zum Nachweis von Antikdrpern gegen B. henselae im Patientenserum [252, 252].
Dabei wird das Serum seriell mit D-PBS verdiinnt und mit fixiertem B. henselae-Zellkultur-Antigen
inkubiert. Spezifische anti-B. henselae-Antikorper als Primérantikorper binden an das fixierte
Antigen. AnschlieBend erfolgt der indirekte Nachweis mittels FITC-konjugierter, polyklonaler
Kaninchen-anti-Mensch-IgG Sekunddrantikorper. Als Titer wird die hochste Serumverdiinnung mit
deutlicher Fluoreszenz im Fluoreszenzmikroskop angegeben. Zur Préparation von Antigen fiir den
IFT wurde B. henselae in Gegenwart von Vero-Zellen (Nierenzellen der griinen Meerkatze) iiber
48 h angeziichtet. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Lagerung der Aliquots bei -20 °C. Zunichst
wurden 3 ul der hergestellten B. henselae-Antigenlosung auf Objekttriger aufgebracht, mit
PFA/ 20 % Methanol fixiert und bei -20 °C gelagert.

Patientenseren wurden mit D-PBS 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 und 1:1600 verdiinnt, auf die
Antigen-beschichteten Objekttriager aufgebracht und 1 h bei RT inkubiert. Die Objekttriger wurden
dreimal mit PBS gewaschen, nach Zugabe des FITC-konjugierten Sekundirantikdrpers (1:100
Verdiinnung in D-PBS) eine Stunde unter Lichtabschluss bei RT inkubiert und anschlieend die
DNA mit DAPI (1 pg/ ml, 10 min, 4 °C) geférbt. Die Beurteilung der Titerstufen erfolgte unter dem
Fluoreszenzmikroskop. Die Seren wurden als positiv bewertet, wenn sie bei einer Verdiinnung von
> 1:200 im Immunfluoreszent-Test reaktiv waren. Alle verwendeten Patientenseren wurden in der
Diagnostik des Instituts fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universitit Tiibingen
getestet.
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2.2.13 Farbung von Proteinen auf PVDF-Membranen

Alle Farbeschritte wurden in Edelstahlwannen durchgefiihrt. Von jeder zur Farbung benétigten

Losung wurden 0,5 1 pro PVDF-Membran eingesetzt und bei niedriger Schiittelfrequenz inkubiert.

2.2.13.1 Farbung der Blotmembran mit Ponceau S

Die PVDF-Membran wurde unmittelbar nach der Beendigung des Protein-Transfers fiir 5 min in
der Farbelosung inkubiert und durch mehrmaliges kurzes Waschen in H,Ogeg. entfdrbt bis sich der

Hintergrund aufhellte und die roten Proteinpunkte deutlich sichtbar wurden.

2.2.13.2 Farbung der Blotmembran mit Amidoschwarz

Nachdem die 2D-Western-Blotmembran getrocknet und digitalisiert waren, wurden die
PVDF-Membran fiir 10 min in H,Oges;, gewissert. Durch Inkubation der Membran in 50 mM NaOH
fir 10 min bei RT wurden die spezifisch gebundenen Antikorper sowie die unspezifischen
gebundenen Proteine des Blockierungspuffers entfernt. Nach zweimaligem Waschen der Membran
fiir 10 min in HyOger wurde die Membran fiir 48 h in Amidoschwarz-Farbelosung gefdrbt und
danach in Entfarbelosung entférbt bis sich der Hintergrund aufhellte und die dunklen Proteinpunkte
deutlich sichtbar wurden. Die Membran wurde luftgetrocknet, durch Einlesen mit einem

Flachbettscanner GS-800 digitalisiert und dann in Folie eingeschweil3t gelagert.

2.2.14 Identifizierung von Proteinen auf PVDF-Membranen

Zur Identifizierung der immunreaktiven Proteine auf den 2D-Western-Blotmembranen wurde
zundchst das Punktmuster der digitalisierten, mit Amidoschwarz-gefarbten Abbildungen der
2D-Western-Blotmembranen (siehe 2.2.13.2) mittels der Delta-2D-Software zu dem Punktmuster
der annotierten Proteomkarte zur Deckung gebracht (Exact Warp; siehe 2.2.9.4). Nachfolgend
wurde das mittels der DAB-gekoppelten Immunreaktion detektierte Punktmuster der Abbildungen
der 2D-Western-Blotmembranen mit dem der Amidoschwarz-gefirbten Abbildungen exakt

iiberlagert (Identical Warp; siehe 2.2.9.4)

2.2.15 ldentifizierung von Proteinen mittels MALDI-TOF-MS

Die Identifizierung erfolgte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Prof. Hecker, Institut fiir

Mikrobielle Physiologie und Molekularbiologie, Ernst-Moritz-Arndt-Universitdt, Greifswald.
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2.2.15.1 Isolierung und tryptischer Verdau von Proteinen aus 2D-SDS-PA-Gelen

Zur Isolierung der Proteinpunkte wurden die mit Colloidal-Coomassie-Blau gefarbten 2D-Gele
(siehe 2.2.8.1) in einer Wanne mit H,Oges. fixiert und einzelne Proteinpunkte mit dem Ettan Spot
Picker mit 1,4 mm Stanzkopf-Durchmesser, einer computergestiitzten Punktstanze, aus den Gelen
geschnitten. Die ausgeschnittenen Gelstiicke wurden in 96-Loch-Mikrotiterplatten iiberfiithrt und
mit 100 pl H;Oges. tiberschichtet. Vereinzelt wurden die Proteinpunkte mit eingekiirzten 1 ml
Pipettenspitzen ausgestochen, manuell in die 96-Lochplatten gegeben und 100 pl HyOges. Zugesetzt.
Die Platten wurden bis zum tryptischen Proteinverdau bei 4 °C gelagert.

Bedingt durch die Spaltstellenspezifitit des Trypsins (C-terminal von Lysin und Arginin) wurden
bei der tryptischen Hydrolyse der Proteine aus den Gelstiicken definierte Fragmente der Proteine
erhalten. Diese Peptide sind in der Abfolge und Anzahl der Aminoséduren, also letztlich in der
Masse verschieden und stellen den so genannten ,,peptide mass fingerprint* (PMF) dar. Es wurden
zwei identische Proteinpunkte hydrolysiert, d.h. von derselben Punktposition zweier unabhingig
voneinander angefertigter 2D-Gele biologischer Replikate von B. henselae Marseille WT. Durch
die durchgefiihrte massenspektrometrische Doppelbestimmung wurde eine sichere Identifizierung
der Proteine gewdhrleistet (siche 2.2.15.2/3).

Der tryptische Verdau von Proteinen mit der anschlieBenden Vorbereitung der MALDI-Proben,
d.h. das Einbetten der Peptide innerhalb der Matrix auf den MALDI-Edelstahlplatten (MALDI-
Targets) wurde automatisch mit der Ettan Spot Handling Workstation anhand des folgenden
Protokolls durchgefiihrt: Die Gelstiicke wurden zweimal mit 100 ul Waschlosung I fiir 30 min bei
RT gewaschen, anschliefend einmal mit 100 ul Waschlosung II fiir 10 min bei RT inkubiert und fiir
17 min bei 37 °C getrocknet. Danach wurden 10 pl der Trypsinlosung zugegeben und die Proteine
durch Inkubation fiir 120 min bei 37 °C hydrolysiert. Zur Extraktion der Peptide aus den
Gelstlicken wurden 60 pul der Extraktionslosung zugegeben und fiir 30 min bei 40 °C inkubiert. Der
Peptid-haltige Uberstand wurde in eine neue 96-Loch-Mikrotiterplatte iiberfiihrt und die Extraktion
wurde durch erneute Zugabe von 40 pl Extraktionsldsung wiederholt. Die vereinigten Uberstinde
wurden fiir 220 min bei 40 °C eingedampft. Der getrocknete Riickstand wurde in 2,2 pl 0,5 % TFA
in 50 % CH,CN aufgenommen. Von dieser Losung wurden 0,4 pl direkt auf die MALDI-

Edelstahlplatten =~ (MALDI-Targets) aufgebracht, 0,4 ul einer gesittigten o-Cyano-4-
hydroxyzimtsdure-Matrixlosung zugegeben und anschliefend mit der Probe gemischt. Die Probe
wurde fiir 10 bis 15 min auf der Edelstahl-Platte eingetrocknet, bevor die MALDI-TOF-Messung

begonnen wurde.
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2.2.15.2 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Die MALDI-TOF-MS-Analyse (matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight
mass spectrometry,  Matrix-unterstiitzte =~ Laserdesorptions/Ionisations-Flugzeit-Massenspektro-
metrie) wurde zur Molmassenbestimmung von Peptiden tryptisch hydrolysierter Proteine verwendet
und diente der Erfassung des ,,peptide mass fingerprint* (PMF).

Bei dieser Methode werden durch Absorption von Laserstrahlung im Hochvakuum die Molekiile
der Matrix angeregt, schonend in die Gasphase iiberfiihrt und teilweise ionisiert. Die absorbierte
Laserenergie wird von den angeregten Matrixmolekiilen auf die Peptide der Probe iibertragen, was
ein Herauslosen (Desorption) und eine Ionisierung der Peptide aus der Matrix zur Folge hat. In
dieser Arbeit wurden die Peptide aus dem tryptischen Verdau mit a-Cyano-4-hydoxyzimtsiure als
Matrixsubstanz  gemischt, auf einer MALDI-Edelstahlplatte eingetrocknet und durch
Laserpulsbeschuss wurden geladene Ionen (M+H)" freigesetzt. Die Massenanalyse der Ionen
erfolgte in einem TOF-Analysator (time of flight, Flugzeit) anhand der Flugzeit der lonen bis zum
Detektor. Durch die konstante Beschleunigungsspannung ist die Flugzeit abhédngig vom
Masse/Ladungsverhiltnis (m/z). Durchgefiihrt wurden die Messungen an dem fiir hohen
Probendurchsatz abgestimmten Massenpektrometer Proteome-Analyzer 4700 der Firma Applied
Biosystems (Applied Biosystems, Darmstadt, BRD).

Das Massenspektrometer Proteome-Analyzer 4700 hat automatisch die Proben gemessen, die
Spektren kalibriert und die Messergebnisse mittels der 4700 Explorer™ Software V 2.0 analysiert.
Die Massenspektren der Proteinfragmente der tryptischen Hydrolyse wurden in einem
Massenbereich von 900 bis 3700 Da mit Schwerpunkt auf einer Masse von 2000 Da aufgenommen.
Fiir ein Hauptspektrum wurden 25 Subspektren mit jeweils 100 Laserpulsbeschiissen pro Spektrum
akkumuliert. Die interne Einpunktkalibrierung erfolgte automatisch iiber den Peak des
autoproteolytisch entstehenden Peptids des Trypsins (M+H)™ mit einer monoisotopischen Masse
m/z=2211,104, wenn ein Signal-/Hintergrundverhdltnis S N > 10 (Signal/Noise Ratio) erreicht
wurde. Die Standardmassenabweichung betrug weniger als 0,15 Da. Fiir weniger als 1% der
Messungen musste die Kalibrierung manuell durchgefiihrt werden. Die Peaklisten der Messung
wurden mit der “Peak to Mascot” Funktion der 4700 Explorer™ Software erstellt. Dabei wurden
folgende Parameter verwendet: Massenbereich (mass range) 900 - 3700 Da, Peakdichte (peak
density) 50 Peaks pro 200 Da und Minimalfliche 100 (minimal area), maximal 200 Peaks pro
Proteinpunkt. Die Peaklisten wurden fiir ein Signal-/Hintergrundverhdltnis S/N>6
(Signal/Noise Ratio) erstellt. Diese in den Peaklisten aufgefiihrten Peptidpeaks eines Spektrums
bzw. die daraus abgeleiteten Peptidmassen des tryptischen Verdaus stellen den ,,Peptide Mass
Fingerprint™ (PMF) des untersuchten Proteins dar und ermoglichten letztlich die Identifizierung des

Proteins.
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2.2.15.3 MALDI-TOF-TOF Massenspektrometrie

Die Peptide der drei stiarksten Peaks im Spektrum der MALDI-TOF-Analyse wurden ausgewéhlt
und in der MALDI-TOF-TOF Analyse nochmals fragmentiert. Das erhaltene Spektrum der
fragmentierten Peptide lieferte Informationen zur Aminosduresequenz des jeweiligen untersuchten
Proteins.

Fiir ein Hauptspektrum wurden 20 Subspektren mit 125 Laserpulsbeschiissen pro Subspektrum
akkumuliert. Die interne Einpunktkalibrierung erfolgte automatisch iiber die Peaks vom mono-
isotopischen Arginin [(M+H)" m/z=175,119] oder Lysin [(M+H)" m/z=147,107] bei einem
erreichten Signal-/Hintergrundverhéltnis S/N > 5 (Signal/ Noise Ratio).

Die Peaklisten der Messung wurden mit der “Peak to Mascot” Funktion der
4700 Explorer™ Software erstellt. Dabei wurden folgende Parameter verwendet: Massenbereich
(mass range) 60 bis Vorgénger -20 Da (precursor-20 Da), Peakdichte (peak density) 5 Peaks pro
200 Da und Minimalfldche 100 (minimal area), maximal 20 Peaks pro Vorgénger (precursor). Die
Peaklisten wurden fiir ein Signal-/Hintergrundverhédltnis S/N>5 (Signal/Noise Ratio) erstellt.
Anhand der erhaltenen Peaklisten der MALDI-TOF- bzw. MALDI-TOF-TOF-Analyse wurde die
von NCBI unterhaltene B. henselae Houston-1 Sequenzdatenbank [5] (NC_005956) mit der
Mascot-Suchmaschine durchsucht [242], was letztlich die eindeutige Identifikation der Proteine

ermdglichte.

2.2.15.4 Datenbankabfragen und Identifzierung der Proteine

Die Identifizierung der hydrolysierten Proteine erfolgte mit den erstellten Peaklisten aus der
massenspektrometrischen Analyse. Zum einen wurden die Peaklisten der Spektren aus der MALDI-
TOF-Analyse, also die daraus abgeleiteten Fragmentmassen des jeweiligen B. henselae-Proteins
nach tryptischer Hydrolyse (PMF) mit potentiellen Proteinfragmenten nach ,,virtueller tryptischer
Hydrolyse* der Proteine der B. henselae Houston-1 NCBI-Datenbank (NC 005956) verglichen
(statistische Signifikanz 4700 Explorer™ Software Protein Score C.I. % > 99,0).

Die PMF-basierte Bestimmung wurde zusétzlich abgesichert, indem die aus den MALDI-TOF-
TOF-Spektren abgeleiteten Aminosduresequenzen der fragmentierten Peptide des jeweiligen
Proteins mit den Proteinsequenzen des identifizierten B. henselae-Proteins abgeglichen wurde
(statistische  Signifikanz 4700 Explorer™ Software Ion Score C.I. % >99,0). Wenn die
Bestimmung durch die MALDI-TOF-Analyse zweier gleicher Proteinpunkte signifikante und
iibereinstimmende Ergebnisse erbrachte, galt das Protein als identifiziert (Mascot Score > 44/
p <0,05) [242]. Dabei wurden fiir die Datenbanksuche mit der Mascot-Suchmaschine die in Tab. 9

angegebenen Parameter verwendet.



Material und Methoden 53

Tab.9: Parameter fiir die Datenbanksuche mit der 4700 Explorer™ Software und der Mascot-Suchmaschine.

tolerierte Massenabweichung 35 ppm (Peptid-Toleranz)
0,35 Da (MS/MS bei Sequenzabfrage)
variable Modifikationen Oxidation des Methionins/

Carbamidomethylierung/Phosphorylierung
von Aminosduren

Anzahl ungenutzter Schnittstellen Max. 2

2.2.16 Charakterisierung der Proteine durch In-silico-Analyse

Bestimmte Proteine sind in der von NCBI unterhaltenen B. henselae Houston-1 Datenbank [5]
nur anhand eines detektierten ORF als ,,Hypothetisches Protein®, also als hypothetisch exprimiertes
Protein gekennzeichnet und diesen konnte oftmals keine Funktion zugeordnet werden. Zuweilen
wurden im Rahmen dieser massenspektrometrischen Untersuchung bestimmte, wenig
charakterisierte Proteine z.B. hypothetische Proteine identifiziert. Um diese Proteine nédher zu
charakterisieren, wurden fiir diese Proteine die CD-Datenbank (Conserved Domain Database,
CDD) [203, 204] und die COG-Datenbank (Clusters of Orthologous Groups, COGs) [316, 317]
abgefragt. Zusitzlich wurde durch eine Suche in der Pfam-Doménendatenbank versucht, die
Proteine anhand bestimmter funktioneller oder struktureller Doménen einzuordnen [17, 18, 88]. Das
Programm Signal P wurde benutzt, um das Vorhandensein von Membranankern, Signalpeptiden
sowie deren Spaltpositionen am N-Terminus des Proteins vorherzusagen [20, 228].

Fiir die in dieser Arbeit identifizierten hypothetischen Proteine wurde zudem eine BLAST-Suche
ausgefiihrt [6, 277]. Um die Lokalisation eines Genproduktes vorherzusagen, wurde das Programm
PSORTD v.2.0 mit dem bereitgestellten Lokalisationstabellen fiir B. henselae Houston-1 benutzt
[97, 98]. Desweiteren wurde die Hydropathie der Proteine mittels des GRAVY-Wertes (Grand
average of hydropathy) beurteilt. Dieser Wert wurde fiir alle in der B. henselae Houston-1
Datenbank aufgefiihrten Proteine nach etablierten Algorithmen [175] mit dem Programm
Sequence Manipulation Suite [311] errechnet. Der CAI-Wert (Codon Adaptation Index) wurde fiir
jedes Protein nach beschriebenen Algorithmen [38, 301] vom JCAT-Programm erhalten [110]. Das
Molekulargewicht MW sowie der isoelektrische Punkt p/ wurden fiir alle B. henselae-Proteine mit
dem pl// MW-Berechnungswerkzeug mit den Standardeinstellungen fiir die pK-Werte der
Aminoséduren berechnet.

Um die Funktion bestimmter Proteine im physiologischen Zusammenhang zu beurteilen, wurden
fiir diese Proteine die KEGG-Datenbank [150-152] und die STRING-Datenbank [142, 329-331]
abgefragt.
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3 Ergebnisse
3.1 Etablierung der Methode der zweidimensionalen SDS-PA-Gelelektrophorese

Die Methode der Proteinauftrennung mittels der zweidimensionalen SDS-PA-Gelelektrophorese
(2D-SDS-PAGE) ermdglicht die Auftrennung einzelner, intakter Proteine in komplexen,
biologischen Proben entsprechend des isoelektrischen Punktes (p/), des Molekulargewichtes (MW)
und der relativen Haiufigkeit eines Proteins auf einem 2D-SDS-PA-Gel und liefert folglich
Informationen iiber die qualitative und quantitative Zusammensetzung der untersuchten
Proteinmischung. Das resultierende 2D-SDS-PA-Gel spiegelt bestimmte zellulire Verdnderungen
auf Proteinebene direkt wider (z.B. Anderungen des Expressionsniveaus, Vorkommen von
bestimmten Proteinisoformen). Jedoch bendtigt die zweidimensionale SDS-PA-Gelelektrophorese
aufgrund der Vielfiltigkeit und der Verschiedenartigkeit des zu untersuchenden, biologischen
Materials jeweils eine empirische Optimierung der Probenaufbereitung und der anschlieenden
Proteinauftrennung fiir jede zu analysierende, biologische Probe. Es ist demnach Voraussetzung,
dass alle methodischen Parameter aufeinander abgestimmt sind, um schlussendlich den
Informationsgehalt der hergestellten 2D-SDS-PA-Gele ausschopfen zu konnen [108].

Wihrend und nach der Lyse der Zellen miissen die Proteine denaturiert und reduziert werden,
um die intra- und intermolekularen Interaktionen aufzuldsen. Zudem miissen sie gleichzeitig unter
Erhaltung der individuellen Ladungseigenschaften solubilisiert bleiben, damit idealerweise jeder
einzelne Proteinpunkt auf dem 2D-Gel ein individuelles Protein bzw. Polypeptid darstellt. Neben
den im 2D-Lyse- bzw. 2D-Rehydratisierungspuffer befindlichen Detergenzien (CHAPS) und
chaotropen Agenzien (Harnstoff, Thioharnstoff) zur Denaturierung und Solubilisierung der Proteine
ist der Zusatz eines geeigneten Reduktionsmittels zum Losen der intra- und intermolekularen
Disulfidbriicken ein kritischer Punkt der 2D-SDS-PAGE.

Das verwendete Reduktionsmittel spaltet die intra- und intermolekularen Cystinbriicken,
ermdglicht so eine vollstindige Proteindenaturierung und hélt die freien Sulfthydrylgruppen des
Cysteinylrestes im reduzierten Zustand, um so eine Reoxidation zu verhindern. Eine derart zufillige
Reoxidation fiihrt zu beliebiger Proteinaggregation, die sich bei der 2D-SDS-PAGE aufgrund nicht
reproduzierbarer elektrophoretischer Mobilitdt der Proteine durch streifenartige, verwischte Punkte
auf dem 2D-Gel duBlert. Derzeit werden fiir die 2D-SDS-PAGE verschiedene Reduktionsmittel
eingesetzt, um die Disulfidbriicken der Proteine zu spalten und die Sulfhydrylreste in einem
reduzierten Zustand zu halten, jedoch ist der Einsatz der vorrangig in der 2D-SDS-PAGE

eingesetzten Reduktionsmittel durch eine Reihe von nachteiligen Eigenschaften beeintrichtigt.
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Abb. 3:  Proteinauflosung der silbergefarbten 2D-Gele der extrahierten Proteine von B. henselae Marseille in
Abhingigkeit vom verwendeten Reduktionsmittel. Die Trennung der Proteine erfolgte mittels 24 cm linearen IPG-
Streifen 3 - 10/ 15 % SDS-PAGE. Die Abbildung zeigt jeweils ein reprasentatives, unter Verwendung von 65 mM DTT
(A), 5 mM TBP (B) und 10 mM TCP (C) hergestelltes 2D-SDS-PA-Gel der extrahierten B. henselae-Proteine mit einem
GroBenausschnitt im Bereich von p/ 4,8 - 7,6 und MW 20 - 50 kDa. Wenn auch die Anzahl der unter Verwendung von
TBP und TCP dargestellten Proteinpunkte auf den 2D-Gelen vergleichbar ist, so ermoglicht der Einsatz des gut
wasserloslichen TCP eine deutlich bessere Auftrennung der einzelnen Proteine bzw. Proteinspezies.
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Abb. 4:  Proteinauflosung der silbergefarbten 2D-Gele der extrahierten Proteine von B. henselae Marseille in
Abhingigkeit vom verwendeten Reduktionsmittel. Die Trennung der Proteine erfolgte mittels 24 cm linearen IPG-
Streifen 3 - 10/ 15 % SDS-PAGE. Die Abbildung zeigt eine Gegeniiberstellung der unter Verwendung von 5 mM TBP
(links, Gele A, B, C) und 10 mM TCP (rechts, Gele D, E, F) hergestellten 2D-SDS-PA-Gele. Der Einsatz des gut
wasserloslichen TCP ermdglicht eine deutlich hdhere Reproduzierbarkeit des Punktmusters der auf den 2D-Gelen
dargestellten Proteinpunkte beziiglich der Punktqualitdt und Punktquantitét.
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Entweder sind diese durch geringe Loslichkeit in wéssrigen Losungen gekennzeichnet [z.B. TBP
(Tributylphosphin)] oder sie fiithren eine Abwanderung im pH-Gradienten wihrend der IEF aus
[z.B. DTT (1,4-Dithiothreitol), DTE (1,4-Dithioerythritol) 2-Mercaptoethanol (2-ME), TCEP
(Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin)]. Beide Eigenschaften konnen sich sehr negativ auf das Resultat
der 2D-Gelelektrophorese auswirken. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Vergleich einiger
bereits etablierter bzw. als geeignet erachteter Proteinreduktionsmittel durchgefiihrt. Das
gebrduchliche DTT, das oftmals eingesetzte Tributylphosphin und das in diesem Zusammenhang
nicht etablierte, jedoch aufgrund seiner physikochemischen Merkmale als geeignet erscheinende
TCP [Tris-(2-cyanoethyl)-phosphin] wurden dazu auf ihre Verwendbarkeit bei der 2D-SDS-PAGE
in diesem experimentellen Ansatz gepriift.

Das auf freien Thiolgruppen basierende Reduktionsmittel DTT sowie die auf einer vorhandenen
Phosphingruppe basierenden Reduktionsmittel TBP und TCP wurden in den angegebenen
Konzentrationen sowohl dem 2D-Lysepuffer als auch dem 2D-Rehydratisierungspuffer (siche
2.1.5.3) zugesetzt und der B. hemnselae-Proteinextrakt gewonnen bzw. weiterverarbeitet (siche
2.2.6.1). Die 2D-SDS-PAGE wurde jeweils unter Auftragung einer konstanten Proteinmenge unter
identischen Bedingungen durchgefiihrt (siche 2.2.7.1-3, 2.2.8.2). Die unter Verwendung von DTT
aufbereiteten B. henselae-Proteinextrakte zeigten auf den angefertigten, silbergefirbten 2D-Gelen
deutlich weniger und zudem schlecht aufgeloste Proteinpunkte als auf den 2D-Gelen der unter
Verwendung von TBP bzw. TCP autbereiteten B. henselae-Proteinextrakte (Abb. 3). Zudem war
die Reproduzierbarkeit des Punktmusters auf den 2D-Gelen mit der DTT-behandelten Proteinprobe
gering ausgeprigt gegeniiber der erzielten Reproduzierbarkeit der 2D-Gele mit den TBP- bzw.
TCP-behandelten B. henselae-Proteinextrakten.

Beim direkten Vergleich der 2D-Gele des B. henselae-Proteinextraktes, der mit dem schlecht
wasserloslichen und fliichtigen TBP aufbereitet wurde und des Proteinextraktes, der mit dem
wesentlich besser wasserloslichen TCP behandelt wurde, wird offenbar, dass die Verwendung von
TCP eine nochmals verbesserte Auftrennung und Auflosung der Proteine ermoglicht (Abb. 3, 4).
Somit erlaubt das gut wasserlosliche TCP, trotz einer &hnlichen Anzahl von dargestellten
Proteinpunkten auf dem unter Verwendung von TBP erstellten 2D-Gel, eine deutlich hoéhere
Reproduzierbarkeit des Punktmusters beziiglich der Punktqualitit und Punktquantitit.

Um diese Abhingigkeit der Qualitit der 2D-Gele vom eingesetzten Reduktionsmittel ndher zu
untersuchen, wurde das jeweils verwendete Reduktionsmittel im IPG-Streifen mit einem
pH-Gradienten von 7 - 11 ohne jegliche Proteinbeladung nach Beendigung der IEF mittels DTNB
(Ellmanns Reagenz; 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoesdure) nachgewiesen (siche 2.2.7.2). Dabei
erfolgte der Nachweis anhand der entstechenden Gelbfarbung bei der Umsetzung von DTNB zu

5-Thio-2-nitrobenzoat nach einer 3 min Inkubation (Abb.5). Dabei konnte nur sehr wenig
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verbliebenes TBP in dem IPG-Streifen mit TBP-haltigem Rehydratisierungspuffer nachgewiesen
werden, was an der sehr schwachen Umsetzung des DTNB erkennbar ist. Ebenfalls lief3 sich kein
verbliebenes DTT in dem basischen, kathodischen Bereich des IPG-Streifens mit DTT-haltigem
Rehydratisierungspuffer nachweisen. Eine starke, kontinuierliche Reaktion des Reduktionsmittels
TCP mit DTNB erfolgte ausschlieBlich in dem IPG-Streifen mit TCP-haltigem
Rehydratisierungspufter.

Da offenbar die Reduktion der B. henselae-Proteinprobe mit TCP eine sehr gute qualitative und
quantitative Reproduzierbarkeit des Punktmusters auf den 2D-SDS-PA-Gelen ermdoglicht, wurde
dieses Reduktionsmittel in allen folgenden Experimenten eingesetzt. Dariiber hinaus ist es als gut
wasserlosliches Pulver wesentlich besser zu handhaben als das leicht fliichtige, schlecht
wasserlosliche, an der Luft bereits stark reaktive TBP, das stets unter Stickstoffatmosphire zu

verarbeiten ist.
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Abb. 5: Probe auf Vorhandensein des jeweils verwendeten Reduktionsmittels im IPG-Streifen pH 7 - 11 ohne
Proteinbeladung nach Beendigung der IEF (Tab. 5). Der Nachweis erfolgte anhand der Gelbfdrbung nach 3 min
Inkubation in 20 mM Tris-HCI Puffer pH 8,0 mit 1 mM DTNB (Ellmanns Reagenz) - Verwendung von 65 mM DTT

(A), 130 mM DTT (B), 5 mM TBP (C) und 5 mM TCP (D) bzw. 10 mM TCP (E). Eine deutliche und flichendeckende
Reaktion mit DTNB ist ausschlieBlich bei Verwendung von TCP (D, E) zu verzeichnen.
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3.2 In-silico-Untersuchung des B. henselae-Proteoms

Die [In-silico-Proteomkarte von B. henselae Houston-1 mit dem ihr eigenen Verteilungsmuster
zeigt Ahnlichkeiten zu anderen bereits bekannten, publizierten In-silico-Proteomkarten sowohl
Gram-positiver als auch Gram-negativer Mikroorganismen wie Helicobacter pylori,
Bacillus subtilis, Lactococcus lactis und Caulobater crescentus [12, 37, 81, 223]. Die Proteine
befinden sich in zwei Verteilungszentren - ein Zentrum besteht vorwiegend aus Proteinen mit einem
pl von 4,0 - 7,5 und das andere Zentrum umfasst die Proteine mit einem p/ von 8,5 - 11,0 (Abb. 6).

Das Genom von B. henselae Houston-1 (NCBI-Zugangsnummer: NC_005956) kodiert fiir 1488
Proteine. Um eine theoretische Proteomkarte anhand der Genomdaten von B. henselae zu erstellen,
wurde fiir alle Genprodukte der isoelektrische Punkt p/ und das Molekulargewicht MW
ausgerechnet und gegeneinander aufgetragen. Dabei wurde der Einfluss der Signalpeptide auf p/

und MW vernachlissigt und eine potentielle Abspaltung der detektierten Signalpeptide auBer
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Betracht gelassen. Von den B. henselae-Proteinen besitzt kein Protein einen p/ <3, aber 107
Proteine, also 7,2 % des Proteoms, haben einen vorhergesagten p/ > 10 und tiberschreiten deshalb
den dargestellten pH-Bereich des erstellten 2D-Gels. Diese alkalischen Proteine représentieren zu
einem groflen Teil ribosomale Proteine, Transkriptionsfaktoren, DNA-Bindeproteine sowie
hypothetische Proteine d.h. lediglich postulierte Proteine aufgrund eines detektierten ORFs im
B. henselae-Genom. Das Molekulargewicht aller B. henselae-Proteine reicht von 5 - 326 kDa,
nahezu 90 % der Proteine befinden sich im Berich zwischen 10 und 100 kDa. Nur ein kleiner Anteil
von 40 Proteinen, 2,7 % des Proteoms, besitzt ein berechnetes Molekulargewicht oberhalb von
100 kDa. Demgegeniiber sind 116 Proteine, also 7,8 % des Proteoms, kleiner als 10 kDa. Deshalb
erfasst die Proteomkarte mit dem gegebenen Trennbereich die Proteine von p/ 3 - 10 und einem
MWI0 - 100 kDa, d.h. theoretisch 84 % des gesamten B. henselae-Proteoms, genauer 1252
Proteine.

Um das Vorkommen der Proteine des B. henselae-Proteoms zu bewerten, wurde der CAI-Wert
(Codon Adaptation Index) aller B. henselae-Proteine berechnet und die Haufigkeitsverteilung der
CAI-Werte von allen Proteinen, von den erwarteten Proteinen im erfassten p/-MW-Bereich und von
den in dieser Arbeit identifizierten Proteinen dargestellt (Abb. 7). Generell steht ein hoherer
CAI-Wert fiir ein potentiell hoheres Expressionsniveau eines Genes. Die CAI-Werte aller

B. henselae-Proteine reichen von 0,27 - 0,71.
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Abb. 6:  In-silico-Proteomkarte von B. henselae Houston-1. Das berechnete Molekulargewicht MW aller Proteine der
B. henselae NCBI Datenbank (Zugangsnummer: NC _005956) ist gegen den berechneten isoelektrischen Punkt p/
aufgetragen. Der p/-MW-Bereich der hier durchgefithrten Proteomanalyse von B. henselae (p/3-10 und
MW 10 - 100 kDa) umfasst eine theoretische Anzahl von 1252 Proteinen.
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Abb. 7:  Die Haufigkeitsverteilung der CAI-Werte (Codon Adaptation Index) im B. henselae-Proteom. Das Diagramm
stellt die Prozentanteile der Proteine jeder Serie den CAI-Werten gegeniiber und zeigt somit die Zusammensetzung
jeder Serie auf. Die Anzahl der Proteine jeder Serie umfasst entweder alle 1488 B. henselae-Proteine der NCBI-
Datenbank (Zugangsnummer NC _005956), alle 1252 Proteine im gezeigten Bereich p/ 3 - 10 und MW 10 - 100 kDa
bzw. alle 191 in dieser Studie identifizierten Proteine.
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Abb. 8: Die Haufigkeitsverteilung der GRAVY-Werte (Grand Average of Hydropathy) im B. henselae-Proteom. Das
Diagramm stellt die Prozentanteile der Proteine jeder Serie den GRAVY-Werten gegeniiber und zeigt somit die
Zusammensetzung jeder Serie auf. Die Anzahl der Proteine jeder Serie umfasst entweder alle 1488 B. henselae-Proteine
der NCBI-Datenbank (Zugangsnummer NC _005956), alle 1252 Proteine im gezeigten Bereich p/3-10 und
MW 10 - 100 kDa bzw. alle 191 in dieser Studie identifizierten Proteine.
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Dariiber hinaus wurde auch die Hydropathie der Proteine bewertet. Dazu wurde der GRAVY-
Wert (Grand Average of Hydropathy) aller B. henselae-Proteine berechnet und die
Haufigkeitsverteilung der GRAVY-Werte von allen Proteinen, von den erwarteten Proteinen im
erfassten p/-MW-Bereich und von den in dieser Arbeit identifizierten Proteinen dargestellt. Dabei
besitzen die hydrophoben Proteine einen GRAVY-Wert>0 [175]. Die Proteine mit einem
GRAVY-Wert > 0,4 konnen in dem hier beschriebenen 2D-SDS-PAGE-System nicht aufgetrennt
werden. Schlussendlich kénnen demzufolge theoretisch 76 % des B. henselae-Proteoms, genauer
1125 Proteine, mit diesem Standard-Gel-System im Bereich p/ 3 - 10, MW 10 - 100 kDa dargestellt
werden, jedoch wird eine gewisse Anzahl der Proteine vom gesamten Proteom lediglich unter
bestimmten Wachstumsbedingungen oder in sehr geringer Héaufigkeit exprimiert, was eine

geringere Anzahl der tatsidchlich auf dem 2D-SDS-PA-Gel aufgelosten Proteine zur Folge hat.

3.3 Untersuchung des B. henselae-Proteoms mittels 2D-SDS-PAGE

Die B. henselae-Suspension (siche 2.2.2) wurde mit D-PBS gewaschen, in 1,25 x 2D-Lyse-
Puffer resuspendiert und mit q.s. HyOget auf 1 x Lyse-Puffer verdiinnt. Die Extraktion der
B. henselae-Proteine erfolgte fiir 1 h bei RT, anschlieBend wurden unldsliche Zellbestandteile durch
Zentrifugation vom Proteinextrakt abgetrennt (siche 2.2.6.1) und 300 pug B. henselae-Proteine
mittels 24 cm linearen I[PG-Streifen 3 - 10/ 15 % SDS-PAGE aufgetrennt (siche 2.2.7). Die
resultierenden 2D-SDS-PA-Gele wurden mit Colloidal-Coomassie-Blau (siche 2.2.8.1) gefarbt. Zur
Erstellung der Proteomkarte von B. henselae Marseille wurden die Abbildungen zweier unabhéngig
voneinander gewonnener 2D-SDS-PA-Gele iibereinandergelagert, zur Deckung gebracht und nach
massenspektrometrischer Identifizierung der Proteinpunkte mit dem Computerprogramm Decodon
Delta-2D annotiert (Abb. 9-12). Die hier erstellten 2D-SDS-PA-Gele biologischer Replikate von
B. henselae Marseille besitzen eine sehr hohe Auflosung sowie eine sehr gute Reproduzierbarkeit
des Punktmusters der angeférbten Proteine und geben mit mehr als 900 detektierten Proteinpunkten
einen umfassenden Uberblick iiber das B. henselae-Proteom.

Um die Zusammensetzung der in verschiedene Proteinpunkte aufgetrennten Proteine bzw.
Proteinspezies von B. henselae zu untersuchen, wurden diese aus den gefarbten 2D-SDS-PA-Gelen
ausgeschnitten, einer tryptischen Proteolyse unterzogen und mittels MALDI-TOF-MS-Analyse
identifiziert (siche 2.2.15). Nur wenn eine massenspektrometrische Identifizierung zweier
identischer Proteinpunkte von den zwei 2D-Gelen iibereinstimmende Ergebnisse erbrachte, galt das
Protein als identifiziert. Aufgrund dieser stringenten Kriterien konnte eine eindeutige
Proteinbezeichnung, also der abgekiirzte Proteinname oder alternativ die GI-Nummer des

kodierenden ORF, zu ungefdhr ca. 50 % der Proteinpunkte zugewiesen werden. Diese erstellte
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2D-Proteomkarte umfasst eine Anzahl von 431 identifizierten Proteinpunkten. Insgesamt konnten
191 verschiedene Proteine identifiziert werden.

Alle identifizierten Proteine der 2D-Proteomkarte mit der zugewiesenen, auf der Proteomkarte
verwendeten Bezeichnung wie dem Proteinnamen bzw. ihrer GI-Nummer, der Proteinbeschreibung,
der Zugangsnummer des Proteins (Accession Number), der Lokusnummer des Gens auf dem
B. henselae-Genom (Locus Tag) sowie der Anzahl der nachgewiesenen Proteinpunkte (Isoformen)
sind in Tab. 11 aufgefiihrt. Ebenso sind das theoretische und empirische Molekulargewicht, der
theoretische und empirische isoelektrische Punkt, der berechnete CAI- und GRAVY-Wert, der
COG-Buchstabencode zur Zuordnung zur funktionellen COG-Kategorie, die PSORTb-basierte
Lokalisationsvorhersage und die SignalP-basierte Detektion eines N-terminalen Signalpeptides
angegeben. Des weiteren sind alle prisentierten Daten der Proteinidentifizierung der annotierten
Proteine der 2D-Proteomkarte online unter http://www.bartonella.coolix.com/ einschlieBlich aller

Abbildungen  der verwendeten 2D-SDS-PA-Gele zur MALDI-TOF-MS  basierten

Proteinidentifizierung der Proteinpunkte sowie detailierte Informationen iiber alle MS-Messungen
einsehbar  z.B.  MS-Identifikationstabelle I, I mit Punktnummer (Spot Number),
Proteinbeschreibung (Protein Description), Zugangsnummer des Proteins (Accession Number),
Rangstelle der Proteinbestimmung (Identification Rank), Bewertungsnote der Proteinbestimmung
(Mascot Protein-Score), Sequenzabdeckung der Proteinbestimmung, Anzahl der gemessenen und
identifizierten Peptide, Sequenz der identifizierten Peptide [siehe dazu jeweils Dateien ,,Protein
Summary Report* (Prot_Sum), ,,Hit Result™ (Hit Result), ,,Peptide Summary Report* (Pep Sum);
siche auch Abb. 13, 14, 15].

Bestimmte Proteine erscheinen als mehrere Proteinpunkte und stellen vermutlich verschiedene
Proteinspezies, sogenannte Isoformen eines Proteins dar. Lediglich 85 der 191 identifizierten
Proteine wurden nur in einem einzigen Proteinpunkt gefunden (Tab. 11). Die vorhergesagten
isoelektrischen Punkte der identifizierten Proteine reichen von einem p/ 4,33 der ¢-Untereinheit der
RNA-Polymerase (RpoZ) bis zu einem p/ 9,50 fiir das periplasmatische haminbindendes Protein
(HutB). Das identifizierte Protein mit der niedrigsten berechneten Molekulargewicht stellt das
hypothetische Protein BH02650 (YP_033117.1/ G149475076) mit 9,35 kDa dar, das mit der
hochsten berechneten Molekulargewicht ist die Aconitathydratase mit 98,49 kDa. Dies bestitigt die
Auftrennung im erwarteten p/ - MW-Bereich des verwendeten 2D-SDS-PAGE-Systems.

Der CAI-Wert der detektierten Proteine umfasst Proteine mit einem CAI-Wert 0,395 wie die
Deoxyuridin-5’-triphosphat-Nukleotidhydrolase (Dut) bis zu einem CAI-Wert 0,673 fiir die
Nukleosiddiphosphat-Kinase (Ndk). Von den identifizierten Proteinen besitzen 35 einen
GRAVY-Wert >0, was eindeutig zeigt, dass auch deutlich hydrophobe Proteine mittels der hier
verwendeten 2D-SDS-PAGE aufgetrennt wurden. Dies wird auch durch die in dieser Arbeit
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identifizierte e-Kette der ATP Synthase mit einem GRAVY-Wert 0,319 verdeutlicht. Um die
Héaufigkeitsverteilung der CAI- bzw. der GRAVY-Werte der analysierten Proteine innerhalb des
B. henselae-Proteoms vergleichbar darzustellen, wurden die jeweilige Anzahl der Proteine gegen
die CAI- bzw. GRAVY-Werte in Form eines Sdulendiagramms aufgetragen (Abb. 7, 8).

Entsprechend der COG-Klassifikation gehdren die identifizierten Proteine der 2D-Proteomkarte
in Abhédngigkeit von der jeweiligen Funktion des Proteins verschiedenen funktionellen
COG-Kategorien an (Tab. 10). Dabei stellen die in Energiegewinnung und Energieumwandlung
involvierten Proteine die groffte Gruppe (21 Proteine). Die nichstgroBeren Gruppen umfassen
Proteine, die in posttranslationale Modifikation, Proteinumsatz, Proteinfaltung (19 Proteine),
Translation (19 Proteine), Aminosduretransport und Aminosduremetabolismus (15 Proteine) sowie
in den Transport anorganischer lonen (7 Proteine) eingebunden sind. Eine Anzahl von 21 Proteinen
wurde mehr als nur einer COG-Gruppe zugewiesen.

Mittels der PSORTb-Lokalisationsvorhersage wurden die annotierten Proteine der
2D-Proteomkarte als 3 OMPs (outer membrane protein, Protein der duleren Membran), 8 IMPs
(inner membrane protein, Protein der inneren Membran), 11 periplasmatische Proteine und 107
zytoplasmatische Proteine charakterisiert. Einer Anzahl von 62 Proteinen konnte entweder keine
Lokalisation oder mehrere mogliche Lokalisationen zugewiesen werden, so dass dann keine

Zuordnung erfolgte (Tab. 11).

3.4 Hypothetische B. henselae-Proteine

Fiir bestimmte detektierte offene Leserahmen (ORFs) im B. henselae-Genom kann keine
Aussage iiber eine tatsdchliche Expression gemacht werden und die potentiellen Genprodukte
werden in der B. henselae-Datenbank als hypothetische Proteine gefiihrt. Eine Anzahl von 16 dieser
hypothetischen Proteine konnte auf der 2D-Proteomkarte von B. henselae Marseille durch
MALDI-TOF-MS identifiziert und somit in ihrer Existenz bestitigt werden (Tab. 11). Von denen
besitzen die meisten Proteine sequenzhomologe Aquivalente in anderen a-Proteobakterien (z.B.

Bartonella spp., Brucella spp., Sinorhizobium spp., Rhizobium spp., Agrobacterium tumefaciens).

Abb. 9-12: Néchste Seiten - 2D-Proteomkarte des Proteoms von B. henselae Marseille. Die Abbildung besteht aus zwei
iiberlagerten Abbildungen unabhingig voneinander erstellter 2D-SDS-Polyacrylamidgele der extrahierten Proteine von
B. henselae Marseille. Die Trennung der Proteine erfolgte mittels 24 cm linearen IPG-Streifen 3 - 10/ 15 % SDS-PAGE
und die Gele wurden mit Colloidal-Coomassie-Blau gefarbt. Die 2D-Proteomkarte zeigt einen Bereich von p/ 3,6 - 9,7
und MW 10 - 100 kDa und wurde in vier Ausschnitte mit geringfiigigem Uberhang unterteilt. Die Proteinpunkte sind
mit den Proteinnamen bzw. mit den GI-Nummern entsprechend der B. henselae Houston-1 Genomdatenbank (NCBI,
Zugangsnummer NC 005956) bezeichnet. Weiterfilhrende Informationen sind in Tab. 11 bzw. online unter
http://www.bartonella.coolix.com gegeben.
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Tab. 10: Allgemein werden Proteine innerhalb der NCBI-Genomsequenzen in verschiedene Proteinfamilien wie
Proteine der Erbinformationsverarbeitung, Proteine der zelluldren Prozesse, Proteine des Stoffwechsels und wenig
charakterisierte Proteine zugeordnet. Diese teilen sich in verschiedene COG-Kategorien (COGs, Cluster of orthologous
groups), die hier mit der Anzahl der identifizierten Proteine angegeben sind (sieche Details zu COGs:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/coxik.cgi?gi=409).

COGs-funktionelle Kategorie COG-Kode Anzahl der identifizierten Proteine
Translation J 19
Transkription K 6
Replikation, Rekombination und Reparatur L 10
Zellzykluskontrolle D 4
Abwehrmechanismus v 0
Signaltransduktionsmechanismus T 2
Zellwand-/Membranbiogenese M 6
Zellfortbewegung N 0
Zytoskelett V4 0
Extrazelluldre Strukturen W 0
Intrazelluldrer Transport und Sekretion 8] 2
Posttranslationale Modifikation, Proteinumsatz, Chaperone (0] 19
Energiegewinnung und Energieumwandlung C 21
Kohlenhydrat-Transport und Metabolismus G 6
Aminoséuretransport und Metabolismus E 15
Nukleotid-Transport und Metabolismus F 8
Koenzym-Transport und Metabolismus H 2
Lipid-Transport und Metabolismus 1 4
Transport und Metabolismus anorganischer lonen P 7
Biosynthese, Transport, Katabolismus der Sekundirmetabolite Q 0
Generelle Funktionsvorhersage R 14
Unbekannte Funktion S 4
nicht in COGs 23
in mehreren COGs 20

Entsprechend der COG-Datenbank wurde das hypothetische Protein GI 49476299
(YP _034340.1) der Kategorie ,,Aminosduretransport und Aminosduremetabolismus® und das
Protein GI 49475613 (YP_033654.1) der Kategorie ,,Replikation, Rekombination and Reparatur*
zugeordnet. Filinf hypothetische Proteine wurden der Kategorie “Generelle Funktionsvorhersage*
zugewiesen. Fiir zwei der hypothetischen Proteine ist keine Funktion bekannt, flir sieben weitere
hypothetische Proteine wurden keine Angaben gemacht.

Um dariiber hinaus detaillierte Informationen {iber die identifizierten hypothetischen Proteine zu
gewinnen, wurde versucht, durch Datenbankabfragen diese ndher zu charakterisieren [z.B.
Lokalisation des Proteins mit PSORTDb, Bestimmung konservierter Doméinen durch Suche in der
CDD (Conserved-Domain-Database) und der Pfam-Datenbank sowie der Bestimmung eines

moglichen N-terminalen Signalpeptides durch das Programm SignalP].
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Das Protein GI 49475030 (YP_033071) ist ein wahrscheinlich zytoplasmatisches B. henselae-
Protein und zeigt strukturelle Ahnlichkeiten zu YxIS C, einem Bacillus subtilis-Protein unbekannter
Funktion entsprechend CDD-Abfrage. Auch laut Pfam-Datenbank wird es zu einer Protein-Gruppe
mit einer Doméine unbekannter Funktion DUF-150 zugeordnet (Domain of unknown function). Das
Protein GI 49475613 (YP_033654) als wahrscheinlich zytoplasmatisches Protein besitzt eine zu der
E. coli TatD-DNAse verwandte Domine. Das Protein GI 49475643 (YP_033684) mit unklarer
Lokalisation und das wahrscheinlich zytoplasmatische Protein GI 49475897 (YP_033938) sind
entsprechend der CDD-Abfrage aufgrund struktureller Ahnlichkeiten der Metallo-p-Laktamase
Superfamilie zugehorig. Bei dem wahrscheinlich zytoplasmatischen Protein GI 49475807
(YP _033848) handelt es sich um ein uncharakterisiertes, in Bakterien konserviertes Protein, das
auch in anderen Bartonella spp. vorkommt.

In CDD wird das Protein GI 49476277 (YP_034318) als mogliches sekretiertes Protein
unbekannter Funktion sowie als periplasmatische Komponente eines uncharakterisierten Typ ABC-
Transportsystems angegeben, wobei das detektierte N-terminale Signalpeptid (PSORTD, SignalP)
diese Lokalisationsvorhersage stiitzt. Dieses Protein besitzt 70 % bzw. 55 % Sequenzhomologien zu
den  periplasmatischen = Substrat-bindenden = Proteinen = der =~ ABC-Transporter  von
Bartonella bacilliformis KC583 bzw. Brucella suis 1330. Auch fiir das Protein GI 49476290
(YP _034331) wird ein N-terminales Signalpeptid postuliert. Entsprechend der CDD ist es ein
periplasmatisches Protein, jedoch konnte die endiiltige Lokalisation des Proteins nicht abschliefend
mit PSORTb vorhergesagt werden. Das Protein GI 49476299 (YP_034340) besitzt nach der CDD
Ahnlichkeiten zu der Saccharopin-Dehydrogenase (Lys 9) (Sequenzhomologie von 84 % zu Lys 9
von  B. bacilliformis  KC583). Eine PSORTb-Abfrage erbrachte keine eindeutige
Lokalisationsvorhersage. Das Protein GI 49475993 (YP _034034) wird als GTPase, genauer als
Homolog des Cobalamin-synthetisierenden Proteins P47K (CobW) durch die CDD klassifiziert.
Das Protein GI 49475409 (YP_033450) wurde von PSORTDb als zytoplasmatisches Protein
vorhergesagt, obwohl ein Signalpeptid vom SignalP-Algorithmus erkannt wird. Die Pfam-
Datenbank zeigt eine konservierte, uncharakterisierte Doméne (DUF-1849). Gleichermalen ist fiir
das potentiell zytoplasmatische Protein GI 49476171 (YP_034212) die Funktion nicht bekannt.

Fiir alle anderen aufgefiihrten Proteine konnte weder eine PSORTDb-basierte Vorhersage der
Lokalisation noch eine Aussage iiber die mogliche Funktion des Proteins erhalten werden. Auch die
Proteine GI 49475076 (YP_033117), G1 49475836 (YP_033877) und GI 49475837 (YP_033878)
besitzen sequenzhomologe Proteine in anderen o2-Proteobakterien. Entsprechend der Pfam-
Datenbank besitzt das letztere Protein eine Domédne mit unbekannter Funktion (DUF-1321). Das
Protein GI 49475885 (YP_033926) besitzt ein Signalpeptid und wird anhand seiner konservierten

DUF-1460 zu anderen, hypothetischen bakteriellen Proteinen zugeordnet. Sequenzhomologien
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existieren zu einem Lipoprotein von Pseudomonas fluorescens Pf-5 (57 %) und Yersinia pestis
CO92 (55 %). Fiir das Protein GI 49476068 (YP_034109) ist weder die potentielle Lokalisation

noch die mdgliche Funktion abzusehen.

Mascot Search Results

Search title : SampleSetID: 1161, AnalysisID: 2031, MaldiWellID: 136923, SpectrumID: 440673, Path=\2008_04\080417_HaraldK 5831-32
Database : Barthonella 005956 (1488 sequences; 467408 residues)

Timestamp : 17 Apr 2008 at 09:51:47 GMT

Top Score : 269 for gi|49474922|ref|¥YP 032963.1|, Protein-export protein SecB [Bartonella henselae str. Houston-1]

Probability Based Mowse Score

Tons score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 44 are significant (p<0.05).

Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits,

Protein Summary Report

Index
Accession Mass Score Description
1. gi|49474922 |ref|YP 032963.1| 17700 269 Protein-export protein SecB [Bartonella henselae str. Houston-1]
2, gi|49476004 |ref|YP 034045.1| 16649 35 hypothetical protein BH13190 [Bartonella henselae str. Houston-1]
3. gil49475259 |ref|¥YP 033300.1] 79457 27 Protease II [Bartonella henselae str. Houston-1]
4. gi|49475390 | ref|¥P 033431.1] 30300 25 tRNA /rRNA methyltransferase [Bartonella henselae str. Houston-1]
5. gi|49475290 |ref |¥YP 033331.1| 3252¢ 22 Periplasmic hemin-binding protein [Bartonella henselae str. Houston-1
6. gil49476174 | ref|¥P 034215.1] 23049 21 hypothetical protein BH15190 [Bartonella henselae str., Houston-1]
7. gi|49475508 |ref |¥P 033549.1| 13403 20 Response regulator [Bartconella henselae str. Houston-1
8. gi|49475947 |ref |YP 033988.1| 29426 20 Pyrroline-5-carboxylate reductase [Bartonella henselae str. Houston-1]
9. gi|49475135|ref|¥YP 033176.1] 59177 19 Phage protein gpl7 [Bartonella henselae str. Houston-1
10. gi| 49475385 |ref|¥YP 033426.1| 53180 19 Trigger factor [Bartonella henselae str. Houston-1]
11. gi|49474939 |ref|¥YP 032980.1| 16653 19 3-dehydroquinate dehydratase [Bartonella henselae str. Houston-1]
12, gi| 49475117 |ref|¥YP 033158.1| 45007 18 hypothetical prophage protein [Bartonella henselae str. Houston-1]
13. gi|49475702 | ref |YP 033743.1| 18984 18 hypothetical genomic island protein [Bartonella henselae str. Houston-1]
14. gi|49475602|ref|¥YP 033643.1| 31176 17 RNA methyltransferase [Bartonella henselae str. Houston-1]
15. gi|49474837 |ref |YP 032878.1| 108528 17 DNA polymerase I [Bartonella henselae str. Houston-1]
16. gi|49475386 | ref|YP 033427.1| 55499 17 Glutamyl-tRNA amidotransferase subunit b [Bartonella henselae str. Houston-1]
17. gi|49476193 |ref |YP 034234.1] 21293 17 hypothetical protein BH15380 [Bartonella henselae str. Houston-1]
18. gil49475878 |ref |¥YP 033919.1| 76032 17 RNA polymerase sigma factor rpod [Bartonella henselae str. Houston-1]
Results List
1. gi|49474922 |ref|YP 032963, Mass: 17700 Score: 269 Expect: 1.9%e-024 Queries matched: 7

Protein-export protein SecB [Bartonella henselae str. Houston-1]
Observed Mr(expt) Mr(calc) Delta Start End Miss Ions Peptide

1232.58 1231.57 1231.58 -0.01 24 - 34 0 103 K.DLSFENPSAPR.S

1232.58 1231.57 1231.58 -0.01 24 - 34 0 --- K.DLSFENPSAPR.S

2022.04 20z1.03 2021.02 0.01 93 - 109 0 --- K.NIPQEHVMPLVFIECPR.L

2038.02 2037.02 2037.02 -0.00 93 - 109 0 --- K.NIPQEHVMPLVFIECPR.L + Oxidation (M)
2451.22 2450.21 2450.20 0.02 2 - 23 0 --- M.AESEINNNDGEPVFAVLTQYLK.D

2477.25 2476.25 2476.23 0.02 71 - 92 0 137 K.ASDDSETLFHVELIYGGVFHIK.N

2477.25 2476.25 2476.23 0.02 71 - 92 0 --- K.ASDDSETLFHVELIYGGVFHIK.N

No match to: 901.47, 905.4%, 907.47, 913.43, 917.41, 927.53, 939.41, 945.53, 959.52, 987.54, 989.57, 990.57, 1003.59, 1013.61,
1105.56, 1160.59, 1162.57, 1171.62, 1187.58, 1246.60, 1246.60, 1254.56, 1304.69, 1320.59, 1338.66, 1402.64, 1408.67, 1464.79
1838.91, 1852.91, 1857.87, 1873.88, 2023.04, 2039.02, 2057.01, 2063.05, 2063.65, 2064.62, 2069,00, 2071.00, 2078.64, 2080.03
2112.03, 2127.02, 2128.01, 2128.01, 2141.03, 2142.03, 2143.02, 2144.02, 2414.13, 2449.22, 2452.21, 2459.24, 2465.23, 2466.23
2473.25, 2491.26, 3665.84

Abb. 13: Detaillierte  Informationen  der  Mascot-Datenbankabfrage =~ der  MALDI-TOF-MS  basierten
Proteinidentifizierung am Beispiel des Proteinexport-Proteins SecB (GI 49474922). Die hier gezeigte Datei ,,Protein
Summary Report™ gibt iibersichtlich die Proteinbeschreibung (Protein Description), die Zugangsnummer (Accession
Number) und die Rangstelle der Proteinbestimmung (Identification Rank) der mdglichen, identifizierten Proteine an
und beurteilt anhand der Bewertungsnote (Mascot Protein-Score) die Proteinbestimmung. Dariiber hinaus sind die
Anzahl und die bestimmten Massen der entsprechend der B. henselae Houston-1 Genomdatenbank (NCBI,
Zugangsnummer NC _005956) mit der Aminosduresequenz des jeweiligen Proteins iibereinstimmenden
Peptidfragmente der tryptischen Hydrolyse (PMF) angegeben. Die Anzahl und die bestimmten Massen der nicht mit
dieser Aminosduresequenz des jeweiligen Proteins {iibereinstimmenden, nachgewiesenen und gemessenen
Peptidfragmente der tryptischen Hydrolyse (PMF) sind ebenfalls aufgefiihrt (siche auch 2.2.15.2). Alle Daten der
Proteinidentifizierung  der auf der 2D-Proteomkarte  annotierten  Proteine  sind  online  unter
http://www.bartonella.coolix.com/ mit den Abbildungen der zur Bestimmung der Proteinpunkte verwendeten 2D-SDS-
PA-Gele und den detaillierten Informationen der MS-Messungen einsehbar. Zu den Proteinen der 2D-Proteomkarte
wurden zusitzlich, unterschiedlich stark auf den 2D-SDS-PA-Gelen der *°S-radioaktiven Markierungsexperimente
auftretende Proteine von B. henselae Marseille identifiziert (Tab. 18, 19, 20).
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Mascot Search Results

Protein View

Match to: gi|49474922 | ref|¥YP_032963.1| Score: 269 Expect: 1.9e-024

Protein-export p in SecB [Bar lla henselae str. Houston-1]
Nominal mass (M;): 17700; Calculated pI value: 4.59

NCBI BLAST search of gi|4%474922 |ref|YP | 63.1] against nr
Variable m ions: Carbamidemethyl (C),Oxidatien (M)

Cleavage by
Sequence

i cuts C-term side of KR unless next residue is P

: 45%

Matched peptides shown in Bold Red
1 MAESEINNND GEPVFAVLTQ YLKDLSFENP SAPRSLRPRE KAPQIDININ
51 VNANPIGDDN YDVVLSLSVK ASDDSETLFH VELIYGGVFH IKNIPQEHVM

101 PLVFIECPRL LFPFARQIIS DATQNGGFFP LWIDPIDFAR LFQKRVAEEQ
151 EKNSQTLSS

Residue Number Increasing Mass Decreasing Mass

Start - End Observed Mr(expt) Mr(cale) Dalta Miss Sequence
2 - 23 2451.22 2450.21 2450.20 0.02 0 M. AESEINNNDGEPVFAVLTQYLK.D
24 - 34 1232.58 1231.57 1231.58 =-0.01 0 K.DLSFENPSAPR.S
24 - 34 1232.58 1231.57 1231.58 =0.01 0 K.DLSFENPSAPR.S
1 - 92 2477.25 2476.25 2476.23 0.02 0 K.ASDDSETLFHVELIYGGVFHIK.N
71 - 92 2477.25 2476.25 2476.23 0.02 0 K.ASDDSETLFHVELIYGGVFHIK.N
93 - 109 2022.04 2021.03 2021.02 0.01 0 K.NIPQEHVMPLVFIECPR.L
93 - 109 2038.02 2037.02 2037.02 =-0.00 0 K.NIPQEHVMPLVFIECPR.L Oxidation (M)

Abb. 14: Detaillierte ~ Informationen  der  Mascot-Datenbankabfrage  der MALDI-TOF-MS  basierten
Proteinidentifizierung am Beispiel des Proteinexport-Proteins SecB (GI 49474922). Die hier gezeigte Datei ,,Hit
Result™ gibt tibersichtlich die Proteinbeschreibung (Protein Description), die Zugangsnummer (Accession Number) und
die Sequenzabdeckung (Sequence Coverage) des mit der hochsten Bewertungsnote (Mascot Protein-Score) als
zuverldssig identifiziert bewerteten Proteins an. Dariiber hinaus sind die Anzahl und die bestimmten Massen der
entsprechend der B. henselae Houston-1 Genomdatenbank (NCBI, Zugangsnummer NC 005956) mit der
Aminosduresequenz des jeweiligen Proteins iibereinstimmenden Peptidfragmente der tryptischen Hydrolyse (PMF)
angegeben. Die Anzahl und die bestimmten Massen der nicht mit dieser Proteinsequenz des jeweiligen Proteins
iibereinstimmenden, nachgewiesenen und gemessenen Peptidfragmente der tryptischen Hydrolyse (PMF) sind ebenfalls
aufgefiihrt (siche auch 2.2.15.2).

Mascot Search Results

Search titla : SampleSetID: 1161, AnalysisID: 2031, MaldiWellID: 136923, SpectrumID: 440673, Path=\2008_04\08(
: Bar la 005956 (1488 sequaences; 467408 residuas)
Timestamp : 17 Apr 2008 at 09:51:47 GMT

Significant hita: gi|d%474922 |ref|¥P 032563 1| Protein-export protein SecB [Bartonella henselas str, Houston-1]

Probability Based Mowse Score

lons score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores = 12 indicate identity or extensive homology (p<0.05).
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

1. gll494749822 | ref|¥P_032963.1) Mass: L7700 Score: 240 Queries matched: 2

Protein-export protein SecB [Bartonella henselae str. Houstom=1]
Check to include this hit in error tolerant search or archive report

Query Observed Mr(expt) Mr(cale) Delta Miss Score Expact Rank Peptide

20 1232.58 1231.57 1231.58 =0.01 0 103 5, Ze-011 1 K.DLSFENPSAFR.S
66  2477.25  2476.25  2476.23 .02 0 137 1.7e-014 1 K, ASDDSETLFHVELIYGGVFHIE.N
2. qi|49475113 | ref | YP_033154.1] Scora: 0 Quaries matched: 1

Major tail sheath protein FI [Bartonella henselae str. Houston-1]
Check to include this hit in error tclerant search or archive report

Quary CObsarved Mr{axpt) Mr{cale) Dalta Miss Score Expact Rank Peptida
20 1232.58 1231.57 1231.62 -0.08 0 ] 1.1 2 R.TADMINDAILR.G

Paptida matchas not assigned to protein hits: (no details means no match)

{uary Cbserved Mr{expt) Mr{calc) Dalta Miss Score Expect Rank Peptida
1 201.47 200.47
z 905,49 904.49

Abb. 15: Detaillierte Informationen der Mascot-Datenbankabfrage der MALDI-TOF-TOF-MS basierten
Proteinidentifizierung am Beispiel des Proteinexport-Proteins SecB (GI 49474922). Die hier gezeigte Datei ,,Peptide
Summary Report™ gibt iibersichtlich die Proteinbeschreibung (Protein Description), die Zugangsnummer (Accession
Number), die bestimmten Massen der Fragmente und die daraus abgeleitete Aminosduresequenz der nochmals
fragmentierten Peptide der drei stirksten Peaks im Spektrum der MALDI-TOF-Analyse an. Die gewonnenen
Aminosduresequenzen der unabhdngig von der tryptischen Hydrolyse nochmals fragmentierten Peptide stiitzen
zusitzlich die MALDI-TOF-MS basierte Proteinidentifizierung des jeweiligen mit der hochsten Bewertungsnote
(Mascot Protein-Score) als zuverlédssig anhand des PMF identifiziert bewerteten Proteins (siehe auch 2.2.15.3).



Tab. 11: Identifizierte B. henselae-Proteine mit der zugewiesenen, verwendeten Proteinbezeichnung (Proteinname bzw. GI-Nummer) auf der 2D-Proteomkarte im gezeigten
Bereich von p/ 3,6 - 9,7 und MW 10 - 100 kDa (Abb. 9-12). Die annotierten Proteine sind mit der Zugangsnummer des Proteins (Accession Number), der Lokusnummer des Gens
auf dem B. henselae-Genom (Locus Tag), der Proteinbeschreibung und der Anzahl der nachgewiesenen Proteinpunkte (Isoformen) aufgefiihrt. Ebenso sind das theoretische und
empirische Molekulargewicht, der theoretische und empirische isoelektrische Punkt, die SignalP-basierte Detektion eines N-terminalen Signalpeptides, der berechnete CAI- und
GRAVY-Wert, der COG-Buchstabencode zur Zuordnung zur funktionellen Kategorie und die PSORTDb-basierte Lokalisationsvorhersage angegeben.

Protein- Zugangs- Lokus- Proteinbeschreibung Anzahl Empir. Best.  Theoret. Best.  SignalP  SignalP- PSORTbD- PSORTbD- COGs" CAIY GRAVY
bezeichnung® nummer ® nummer © der MW [kDa]/pl MW [kDa]/pl  Signal Wahrschein- Lokalisation ® Wahrschein-
Punkte ¢ Peptid® lichkeit " lichkeit "
49474881 YP_032922.1 BHO00570  ABC-Transporter (Permease) 2 19.5/7.6 20.66 7.01 N 0.000 UNK 2.00 J 0.43 -0.135
21.9/7.6
49475001 YP_033042.1 BHO01890  ABC-Transporter, periplasm. 1 36.1/9.2 33.88 8.84 ] 1.000 CM 8.60 P 0.47 -0.053
Bindungsprotein
49475012 YP _033053.1 BH02000 Peptidyl-prolyl cis-trans 6 38.7/5.5 35.57 581 ] 1.000 UNK-ML 4.74 (6] 0.59 -0.442
Isomerase 37.7/5.8
37.4/6.0
37.9/5.9
38.0/5.6
37.7/6.2
49475030 YP 033071.1 BHO02180  Hypothetisches Protein BH02180 1 27.4/6.5 24.83 6.54 N 0.000 CYT 8.96 S 0.53 -0.358
49475033 YP 033074.1 BHO02210  Transkriptionaler Regulator 1 16.4/6.7 15.64 634 N 0.000 CYT 8.96 K 0.53 -0.475
49475055 YP 033096.1 BH02430 Periplasm. Phosphat-Bindungs- 5 37.9/7.6 3758 692 J 0.884 UNK 2.00 P 057  0.000
protein 38.0/7.1
39.2/7.1
39.6/7.6
37.5/7.1
49475061 YP _033102.1 BH02500 Aminopeptidase 3 48.8/6.5 45.25 596 N 0.000 UNK 2.00 E 0.58 -0.081
48.7/6.7
48.7/6.4
49475076 YP_033117.1 BHO02650  Hypothetisches Protein BH02650 1 9.2/4.1 9.35 470 N 0.000 UNK 2.00 0.51 -0.596
49475081 YP 033122.1 BH02700  2’-Deoxycytidin-5'-Triphosphate 1 443/6.4 4064 58 N 0.000 CYT 8.96 F 051  -0.111
Deaminase
49475086 YP_033127.1 BHO02760  ABC-Transporter, ATP- 1 27.0/7.3 25.55 6.53 N 0.000 CYT 9.12 P 0.49 -0.004
Bindungsprotein
49475244 YP_033285.1 BHO04470  Protease 1 50.2/6.0 47.55 5,63 N 0.000 PP 9.44 R 0.47 -0.154
49475249 YP_033290.1 BHO04520  Phosphatase 2 25.9/5.7 25.58 536 N 0.000 CYT 8.96 R 0.56 0.000
26.0/5.5
49475273 YP _033314.1 BH04780 Zwei-Komponenten Response- 1 32.8/5.8 26.07 546 N 0.000 CYT 9.97 TK 0.58 -0.303
Regulator
49475287 YP 033328.1 BH04920  Phagen-verwandtes Protein 1 39.2/5.1 36.14 501 N 0.000 UNK 2.00 S 0.48 -0.524
49475407 YP 033448.1 BHO06190  Hit-dhnl. Protein (Zellzyklus- 1 13.8/6.7 15.78 651 N 0.000 UNK 2.00 FGR 0.52 -0.185
Regulation)
49475409 YP _033450.1 BHO06210  Hypothetisches Protein BH06210 3 35.4/5.9 31.25 582 ] 0.994 CYT 8.96 0.52 -0.310
35.5/5.7

35.7/6.2

L
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49475425

49475572

49475613
49475626

49475643
49475807
49475836

49475837
49475844

49475867

49475876
49475885
49475897
49475915
49475930

49475934

49475938

49475961
49475993
49476039

49476068

YP_033466.1

YP_033613.1

YP_033654.1
YP_033667.1

YP_033684.1
YP_033848.1
YP_033877.1

YP_033878.1
YP_033885.1

YP_033908.1

YP_033917.1
YP_033926.1
YP_033938.1
YP_033956.1
YP_033971.1

YP_033975.1

YP_033979.1

YP_034002.1
YP_034034.1
YP_034080.1

YP_034109.1

BH06370

BH08070

BH08490
BH08630

BH08800
BH10640
BH11020

BH11040
BHI1110

BH11380

BH11510
BH11610
BH11740
BH11940
BH12140

BH12180

BH12230

BH12500
BH12980
BH13580

BH14040

ABC-Transporter, periplasm.
Aminosdure-Bindungsprotein

Auflenmembranprotein (OMP)

Hypothetisches Protein BH08490
ATP-abhingiger Transporter

Hypothetisches Protein BHO8800
Hypothetisches Protein BH10640
Hypothetisches Protein BH11020

Hypothetisches Protein BH11040
Aminopeptidase-P-Protein

ABC-Transporter, ATP-
Bindungsprotein
AuBlenmembranprotein (OMP)
Hypothetisches Protein BH11610
Hypothetisches Protein BH11740
Regulationsprotein

ABC-Transporter, ATP-
Bindungsprotein

ABC-Transporter, periplasm.
Oligopeptid- Bindungsprotein

ABC-Transporter, periplasm.
Oligopeptid- Bindungsprotein
Omp43-Vorlauferprotein
Hypothetisches Protein BH12980

Exprimiertes Protein

Hypothetisches Protein BH14040

W o e

2

29.7/5.3
28.1/5.5
30.1/5.8
28.3/5.8
30.1/6.1
27.6/5.7
28.8/5.5
30.6/9.4
30.6/9.2
29.4/6.6

29.2/6.2
29.1/5.8
57.4/7.2

24.6/4.7

11.9/7.5
11.5/7.5
22.9/8.8

61.5/6.4
61.5/6.6
61.6/6.5
57.6/5.7

22.9/8.8
30.5/6.6
26.1/6.8
42.5/6.8

31.2/7.5
30.1/7.3
30.2/7.5
56.8/9.3
58.5/9.3
58.2/9.1
56.0/7.0

46.2/9.1
47.2/6.2

18.4/6.9
18.4/6.7
17.8/6.7
17.0/6.7
18.4/6.2
18.3/7.4
18.0/6.1
18.4/6.1
17.7/6.8
17.9/7.4
17.8/6.2
32.6/5.5
32.6/4.9

28.16

32.57

29.24
27.84

61.31
20.70
11.52

20.45
68.30

60.95

26.74
31.82
24.42
38.00
29.31

61.30

61.15

44.20
38.75
19.68

29.41

9.08

6.10
5.61

6.56
4.83
6.84

7.93
5.98

9.16
6.92
6.09
6.15
7.77

7.64

8.52
5.72
6.14

5.27

= zz Zz<= 2z zz ZzZ zZ <

—

N

0.999

0.998

0.000
0.000

0.000
0.000
0.000

0.000
0.000

0.000

1.000
0.036
0.000
0.000
0.000

0.998

1.000

1.000
0.000
0.000

0.000

PP

CYT

CYT
CM

UNK
CYT
UNK

UNK
UNK

UNK-ML

PP

UNK
CYT
CYT
CYT

CM

PP

oM
CYT
UNK

UNK

10.00

8.96
8.02

2.00
8.96
2.00

2.00
2.00

5.76

9.76
2.00
8.96
9.97
9.12

9.44

9.93
8.96
2.00

2.00

ET

o

ww O

0.47

0.63
0.62

0.59
0.53
0.58

0.52
0.50

0.54

0.49
0.47
0.49
0.50
0.55

0.46
0.52
0.53

0.56

-0.166

-0.287

-0.223
-0.071

-0.087
-0.531
-0.582

-0.372
-0.355

-0.405

-0.294
-0.292
-0.239
-0.176
-0.173

-0.276

-0.297

-0.254
-0.292
-0.388

-0.765
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49476171 YP_034212.1 BHI5140  Hypothetisches Protein BHI5140 1 9.9/5.2 9.91 523 N 0.000 CYT 8.96 051  -0.692
49476239 YP_034280.1 BHI15840  SapC-verwandtes Protein 7 33.6/7.1 31.19 651 N 0.000 UNK 2.00 0.56  -0.467
33.8/6.9
33.0/7.2
34.2/7.1
34.2/6.6
33.2/6.9
34.4/6.9
49476266 YP _034307.1 BH16140 Zwei-Komponenten Response- 1 30.2/6.0 26.31 548 N 0.000 CYT 9.97 TK 052  -0.431
Regulator
49476277 YP _034318.1 BHI16250  Hypothetisches Protein BH16250 2 37.6/9.5 34.37 936 J 1.000 UNK 2.50 R 0.56 0.204
37.2/9.6
49476290 YP_034331.1 BHI16400  Hypothetisches Protein BH16400 1 14.8/4.8 14.68 541 J 1.000 UNK 2.50 R 0.50  -0.163
49476299 YP_034340.1 BH16490  Hypothetisches Protein BH16490 1 47.0/7.5 45.84 677 ] 0.802 UNK 2.00 E 0.53  -0.192
ATPA YP_034230.1 BHI15340  ATP-Synthase (0-Kette) 3 54.6/6.0 55.48 591 N 0.000 UNK 2.00 C 0.52  -0.061
56.6/6.3
54.6/6.5
ATPC YP_034227.1 BHI15310  ATP-Synthase (s-Kette) 1 11.9/5.6 14.81 539 N 0.003 CYT 8.96 0.51 0.319
ATPD YP 034228.1 BH15320  ATP-Synthase (B-Kette) 3 55.6/5.4 56.56 544 N 0.000 CYT 8.96 C 0.54  -0.082
55.6/5.6
55.2/5.5
ATPH YP 034231.1 BHI15350  ATP-Synthase (5-Kette) 1 22.8/7.0 21.97 643 N 0.004 CYT 8.96 C 0.50 0.124
AccA YP_034326.1 BHI16340  Acetyl-CoA-Carboxylase 2 35.6/6.5 34.93 628 N 0.000 UNK 2.00 I 0.57  -0.292
(Carboxyltransferase (o- 35.2/6.8
Untereinheit)
AccC YP_033611.1 BHO08050  Biotin-Carboxylase 1 51.9/6.4 49.40 588 N 0.000 CYT 8.96 I 0.55  -0.102
AccD YP _032903.1 BHO00340  Acetyl-CoA-Carboxylase 1 37.7/9.3 33.88 849 N 0.000 UNK 2.00 I 0.50  -0.089
(Carboxyltransferase B-Kette)
AcnA YP_032975.1 BHO1160  Aconitat-Hydratase 4 67.8/7.2 98.49 622 N 0.000 CYT 9.26 C 057  -0.212
67.6/6.9
67.6/7.1
68.0/6.8
Adk YP _033814.1 BHI10300 Adenylat-Kinase 2 24.6/7.2 21.47 6.63 N 0.000 CYT 9.97 F 0.55  -0.193
22.0/7.4
AhcY YP_032900.1 BHO00310  Adenosylhomocysteinase 1 52.2/5.9 51.00 572 N 0.000 CYT 8.96 H 0.53  -0.194
AldA YP_033224.1 BHO03830  Aldehyd-Dehydrogenase 2 53.5/6.0 51.97 587 N 0.000 CYT 9.26 C 049  -0.191
53.5/6.2
AmiB YP_033675.1 BHO08710  N-Acetylmuramoyl-L-Alanin- 2 46.6/8.9 46.21 894 I 0.912 CYT 8.96 M 0.53  -0.182
Amidase 46.1/8.2
ArgB YP_032932.1 BHO00690  Acetylglutamat-Kinase 3 33.1/4.5 32.24 478 N 0.000 CYT 8.96 E 0.57 0.179
33.2/4.6
33.2/4.7
AroC YP_033270.1 BHO04320  Chorismat-Synthase 1 44.2/9.3 39.47 822 N 0.000 UNK 2.00 0.55  -0.139
Asd YP_034026.1 BHI12890  Aspartat-Semialdehyd- 2 42.5/6.8 37.05 620 N 0.000 UNK 2.00 E 0.47  -0.036
Dehydrogenase 39.5/6.8
BatR YP_032927.1 BH00620  Transkriptionsregulator 1 30.2/7.2 27.40 654 N 0.000 CYT 9.26 TK 051  -0.331
Bep YP_033672.1 BHO08680  Bacterioferritin-Komigrations- 2 16.8/7.3 18.22 6.84 N 0.000 UNK 2.00 (0) 052 -0.269
protein 16.8/7.0
CgtA YP_033011.1 BHO01560  GTP-Bindungsprotein 1 50.0/9.3 37.27 870 N 0.000 CYT 8.96 R 056  -0.313
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ClpB

ClpP

ClpX
CtpA
CtrA

DapA

DapB
Dgt

DhA

DnaB
DnaK

DnaX
Dut

Efp

EtfA
EtfB
FabB
FabF2
FabF3

FabG

YP_034116.1

YP_033421.1

YP_033422.1
YP_033018.1
YP_033965.1

YP_033336.1

YP_033998.1
YP_033783.1

YP_033409.1

YP 033363.1
YP_032930.1

YP_033085.1
YP _034169.1

YP_034200.1

YP_033985.1
YP_033984.1
YP_032987.1
YP_033556.1
YP_033557.1

YP_033370.1

BH14110

BHO05880

BH05890

BH01630

BH12050

BH05000

BH12440

BH09970

BHO05750

BH05270
BHO00650

BH02320

BH14690

BH15020

BH12300

BH12290

BHO01280

BH07440

BHO07450

BHO05350

ATP-abhingige Clp-Protease,
(ATP-Bindungseinheit ClpB)

ATP-abhingige Clp-Protease
(Proteolytische Untereinheit)

ATP-abhingige Clp-Protease
(ATP-Bindungseinheit clpX)
Carboxyterminale Protease CtpA

Zellzyklus-Transkriptions-
regulator Ctra
Dihydrodipicolinat-Synthase

Dihydrodipicolinat-Reduktase

Deoxyguanosin-Triphosphat-
Triphosphohydrolase
Pyruvat-Dehydrogenase E1-
Komponente, a-Untereinheit

Replikative DNA-Helikase
Hitzeschockprotein-70 DnaK

DNA-Polymerase III
(t-Untereinheit)
Deoxyuridine-5’-Triphosphat-
Nukleotidhydrolase
Elongationsfaktor p

Elektronentransfer- Flavoprotein
(o-Untereinheit)
Elektronentransfer- Flavoprotein
(B-Untereinheit)
3-Oxoacyl-(Acyl-Tragerprotein)
Synthase

3-Oxoacyl-(Acyl- Tragerprotein)
Synthase

3-Oxoacyl-( Acyl- Tragerprotein)
Synthase

3-Oxoacyl-( Acyl- Tragerprotein)
Reduktase

66.3/6.0
66.3/5.9
66.5/5.8
66.2/6.0
25.0/5.6
24.0/5.6
25.1/5.9
47.4/5.9
47.4/5.7
49.2/9.4
49.2/9.5
28.0/6.3
28.0/6.4
38.2/7.0
36.8/7.0
37.0/7.3
31.3/7.3
31.4/7.0
50.4/7.0

42.1/6.7
41.7/6.5
41.9/6.7
41.7/6.2
35.1/5.5
55.7/5.5
60.8/4.8
66.9/4.8
61.3/4.7
65.5/4.7
65.4/4.8
61.0/4.8
61.1/4.9
64.0/6.0

20.0/6.9
19.5/6.9
26.1/5.2
26.6/5.4
26.0/5.0
35.2/6.0
30.0/6.8
49.3/7.1
49.8/5.8
45.9/8.0

28.0/9.4

96.00

23.54

46.77

47.02

26.28

31.46

28.67

46.23

38.01

55.30
68.22

72.65

19.65

21.40

32.44

27.11

43.48

45.21

42.34

26.40

5.63

5.43

8.91

5.90

6.66

6.67

6.22

6.04

5.42
4.93

z

z =z z Z zZ Z

0.000

0.000

0.000

1.000

0.000

0.002

0.000

0.000

0.000

0.000
0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.029

0.001

0.001

0.029

CYT

CM

CYT

UNK

CYT

UNK

UNK

CYT

CM

CYT
CYT

CYT

CYT

CYT

UNK

CYT

CYT

CYT

CYT

CYT

9.97

8.47

2.00

9.97

2.00

2.00

9.46

8.96
9.97

9.97

9.26

9.26

9.26

ou

TK

EM

1Q
1Q
1Q

IQR

0.47

0.62

0.57

0.49
0.56

-0.369

-0.253

-0.150

-0.200

-0.058

0.040

-0.083

-0.563

-0.354

-0.328
-0.397

-0.312

-0.291

-0.299

0.138

-0.064

-0.134

-0.092

-0.062

0.084

oss1uqasig

SL



Fabl2

FbaB

Frr

FtsE
FtsY

FtsZ

Fur2
FusA

Gap

GatA
GatB

GInA2

GloB

GlpX

GItA

GItL

GItX

GItX

YP_033269.1

YP_034204.1

YP_033454.1

YP_034238.1
YP_034352.1

YP_033890.1

YP_033051.1
YP_033838.1

YP_034206.1

YP_033630.1
YP_033427.1

YP_033801.1

YP_034354.1

YP_033788.1

YP_033467.1

YP_033845.1

YP_033468.1

YP_033475.1

BH04310

BH15060

BH06250

BH15420
BH16620

BH11180

BHO01980
BH10540

BH15080

BH08240

BH05950

BH10160

BH16640

BH10020

BH06380

BH10610

BH06390

BH06460

Enoyl-(Acyltriagerprotein)
Reduktase

Fruktosebisphosphat-Aldolase

Ribosom-Recyclingfaktor

Zellteilungsprotein ftsE
Zellteilungsprotein ftsY

Zellteilungsprotein ftsZ

Eisen-Response-Regulator
Elongationsfaktor g (EF-g)

Glyceraldehyde-3-phosphat-
Dehydrogenase

Glutamyl-tRNA-Amido-
transferase Untereinheit A
Glutamyl-tRNA-Amido-
transferase Untereinheit B
Glutamin-Synthetase I

Hydroxyacylglutathion-
Hydrolase
Glycerol-induziertes Protein

Citrat-Synthase
Glutamat /Aspartat-Transport
ATP-Bindungsprotein

Glutamyl-tRNA-Synthetase

Glutamyl-tRNA-Synthetase

32.0/7.4
32.1/7.4
32.0/7.0
37.5/6.3
40.6/7.1
41.0/6.8
42.5/6.8
24.1/6.5
24.1/6.5
23.9/6.5
26.8/7.9

51.3/9.3
51.4/9.4
61.4/5.4
60.6/5.5
60.4/5.4
60.4/5.4
60.7/5.5
57.6/5.6
15.2/9.1

64.5/5.1
64.5/5.2
64.7/5.3
65.0/5.1
64.7/5.3
40.2/6.8
40.2/7.0
39.5/6.8
54.3/7.2

53.7/5.3
53.2/5.1
53.6/5.7
53.7/5.8
57.6/5.6
32.4/6.9

42.4/5.9
41.9/5.9
42.8/5.7
50.4/7.0
49.9/7.4
28.0/7.1
27.5/7.4
27.5/7.5
28.1/7.4
53.2/7.3
52.5/7.5
53.4/1.5
53.2/1.5

29.35

37.19

20.65

24.57
45.76

62.31

16.14
76.28

36.15

53.35

55.50

52.64

29.06

35.14

48.77

27.79

54.46

52.81

7.15
8.33

5.25

8.09
5.12

6.04

5.17

5.47

6.21

5.53

6.43

6.71

6.61

0.003

0.006

0.000

0.000
0.000

0.000

0.000
0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.015

0.002

CYT

CYT

CYT

CM
UNK-ML

UNK-ML

CYT
CYT

CYT

UNK

CYT

CYT

UNK

CYT

CYT

CYT

CYT

CYT

9.26

9.97

7.88
6.29

6.29

9.97
9.97

9.97

2.00

9.97

2.00

9.97

9.12

9.97

9.97

0.56

0.60

0.51
0.50

0.60

0.54
0.63

0.59

0.025

-0.038

-0.358

0.020
-0.345

-0.256

-0.706
-0.233

0.069

-0.079
-0.356

-0.315

-0.439

-0.078

-0.186

-0.105

-0.347

-0,377
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GlyA

GreA

GroEL

GroES

GrpE

GshB

GuaB

HbpD
HslU

HslV
HtrA1l

HtrA2

HtrA3
HutB

IbpA2
IcdA
IIVE

InvB

YP_033566.1

YP_033934.1

YP_034075.1

YP_034076.1

YP_032921.1

YP_033095.1

YP_033034.1

YP_033317.1
YP_033061.1

YP_033060.1
YP_033313.1

YP_033809.1

YP_033869.1
YP_033331.1

YP_033551.1
YP_033790.1
YP_033787.1

YP_033020.1

BH07540

BH11700

BH13530

BH13540

BHO00560

BH02420

BH01800

BH04810
BH02080

BH02070
BH04770

BH10250

BH10940
BH04950

BH07300

BH10050

BH10010

BHO01650

Serin-Hydroxymethyltransferase

Transkriptionselongationsfaktor
GreA
Chaperonin-Protein GroEL

Chaperonin-Protein GroES

Hsp-70-Kofaktor GrpE

Glutathion-Synthetase

Inosin-5’-Monophosphat-
Dehydrogenase

Héaminbindendes Protein d

ATP-abh. Protease HslU
(ATP-bindende Untereinheit)
ATP-abh. Protease HslV

Serine-Protease

Serin-Protease

Serin-Protease

Periplasmatisches
haminbindendes Protein

Kleines Hitzeschockprotein

NADP-abhingige Isocitrat-
Dehydrogenase
Aminotransferase fiir
kettenverzweigte Aminosduren
Invasionsassoziiertes Protein B

49.3/1.3
48.5/7.0
48.8/7.2
48.9/6.9
20.0/4.8
20.3/4.7
54.5/5.2
54.8/5.0
56.7/5.3
57.0/5.4
55.5/5.2
55.3/4.9
54.3/5.1
11.6/5.5
11.6/5.4
11.5/5.0
29.9/4.4
29.7/4.5
29.6/4.6
37.8/6.8
37.4/6.6
37.1/6.4
54.2/7.1
54.8/6.6
54.1/6.9
54.1/6.7
53.2/6.9
33.2/9.4

53.7/5.4
53.7/5.3
20.4/6.4

58.2/8.2
57.7/1.6
57.8/8.4
57.5/7.4
57.6/7.5
57.6/7.4
54.3/9.4
54.3/9.3
52.7/5.9

30.9/9.5
30.8/9.3
30.7/9.6
19.3/5.6
19.3/5.9
47.8/1.7

43.0/9.6
43.2/9.5
17.0/9.5

47.75

17.49

57.59

10.69

2391

3534

52.78

30.25
48.27

20.89
54.08

50.53

54.86
32.53

19.07

45.93

41.31

19.98

6.29

9.06
5.35

6.17
8.56

9.02

6.31
9.50

8.63

9.30

z z Z = = =z Zz <

—

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

1.000
0.000

0.000
0.995

0.750

1.000
1.000

0.000

0.000

0.000

1.000

CYT

CYT

CYT

CYT

CYT

UNK

UNK

OM
CYT

CYT
PP

PP

UNK-ML

UNK

CYT

UNK

UNK

CM

9.97

9.97

9.97

9.97

2.00

2.00

9.45
8.96

9.26
9.44

9.44

522
2.50

2.00

2.00

HJ

co oz

EH

0.61

0.48

0.48

0.60

0.60
0.55

0.54
0.57

-0.154

-0.593

-0.041

-0.301

-0.534

-0.136

0.015

-0.158
-0.222

0.023
-0.210

0.026

-0.150
0.237

-0.707

-0.373

-0.311

0.318
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KdtB

Liv]

LpxD

LysS

MaeB
Mdh

MetM

MrcA2

Mrp
MutL

Ndk

NtrX

NusG

Omp89

OppD

ParA1l
PdhB

PdhC

PdhD2

YP_033796.1

YP_033635.1

YP_033458.1

YP_032894.1

YP_032962.1
YP_034347.1

YP_033789.1

YP_033674.1
YP_033992.1
YP 033121.1

YP_033388.1

YP_033419.1

YP_033434.1

YP_033457.1

YP_033972.1

YP_034046.1
YP_033410.1

YP_033411.1

YP_034342.1

BH10110

BH08290

BH06290

BH00240

BHO01010
BH16570

BH10030

BH08700
BH12380
BH02690

BH05530

BHO05850

BH06050

BH06280

BHI12150

BH13200
BHO05760

BH05770

BH16520

Phosphopantethein-
Adenylyltransferase
ABC-Transporter fiir
kettenverzweigte Amminoséuren,
periplasm. Amminosdure-
bindungsprotein
UDP-3-0-[3-Hydroxymyristoyl]
Glucosamin-N-Acyltransferase
Lysyl-tRNA-Synthetase

NADP-abhing. Malatenzyme
Malat-Dehydrogenase

Homoserin-Dehydrogenase

Penicillinbindungsprotein la
Mrp-Protein
DNA-Mismatch-Reparatur-
protein MutL
Nukleosiddiphosphat-Kinase

Stickstoffregulationsprotein

Transkriptionsantiterminations-
protein
Auflenmembranprotein (OMP)

Oligopeptidtransport-ATP-
Bindungsprotein

ParA-Protein
Pyruvat-Dehydrogenase
E1-Komponente (B-Untereinheit)

Dihydrolipoamid-
Acetyltransferase (E2)
Dihydrolipoamid-Dehydrogenase

20.6/5.9

41.8/6.3
41.7/6.0
42.0/6.6
41.9/5.7
41.2/4.2

58.0/6.2
57.9/6.0
57.6/5.9
65.9/6.4

41.7/6.1
40.0/6.1
42.0/5.8
41.7/6.5
51.0/7.1
51.0/6.9
66.2/7.4

43.7/1.2
63.8/6.8

15.8/5.3
15.7/5.6
54.8/5.7
54.6/5.9
54.6/5.8
19.6/5.8

67.1/6.5
67.1/6.3
66.5/6.3
68.9/9.5
37.5/1.1

28.8/6.0

51.9/4.6
52.0/5.1
51.8/4.7
51.6/4.8
53.1/7.7
54.3/7.2
51.9/6.4
51.1/6.6
53.1/6.8
52.8/6.7
53.4/6.4
51.0/6.7
53.1/6.5
53.4/6.6
51.8/6.7

19.22

41.16

36.81

62.24

84.55
33.64

46.47

91.08
39.99
66.88

15.48

50.54

20.15

88.93

32.19

22.26
49.27

47.75

49.39

5.69

6.66

5.79

5.87
5.75

6.60

7.29
6.56
6.21

5.45

5.62

5.61

9.01

6.46

5.81
4.81

6.05

z =z

zZ z zZ<

Z

0.000

1.000

0.000

0.000

0.000
0.865

0.000

0.840
0.000
0.000

0.000

0.000

0.000

0.926

0.000

0.003
0.000

0.000

0.008

CYT

PP

CYT

UNK

CYT
CYT

CYT

UNK-ML
UNK
UNK

CYT

CYT

CYT

OM

UNK-ML

UNK
CYT

CYT

CYT

2.00

8.96
9.26

6.29
2.00
2.00

9.26

9.97

10.00

5.76

2.00
8.96

9.26

9.97

es!

- o=z

EP

0.56

0.56
0.58

0.55
0.52
0.49

0.67

0.65

0.54

0.52
0.61

0.61

0.277

-0.104

0.136

-0.357

-0.108
0.311

0.152

-0.232
0.033
-0.137

-0.249

-0.206

-0.335

-0.255

0.024

0.222
0.006

-0.112

0.134
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PdxJ

PepA
Pgl
PmbA

PnbA
Pnp

Ppa

PpiB1

PrfA
ProB
PrsA

PurB

PurH

PurL

PyrC2
PyrE
RecA

Rnd1
RpiA

Rpll

RplL

RplY

YP_033865.1

YP_033057.1
YP 033232.1
YP 033115.1

YP_033442.1
YP_033063.1

YP_033023.1

YP_033794.1

YP_033050.1
YP_033012.1
YP_033947.1

YP_033760.1

YP_034290.1

YP_033765.1

YP_033625.1
YP_033341.1
YP_033807.1
YP_034360.1

YP_033105.1
YP_033470.1

YP_033364.1

YP_033438.1

YP_033949.1

BH10900

BH02040
BH03920
BH02630

BH06130
BH02100

BHO01690

BH10090

BHO01970
BHO1570
BH11830

BH09690

BHI15970

BH09740

BH08190
BH05050
BH10230
BH16700

BH02530
BH06410

BH05290

BH06090

BH11850

Pyridoxalphosphat-
Biosyntheteseprotein Pdxj
Leucyl-Aminopeptidase
6-Phosphogluconolactonase

PmbA-Protein, Reifung des
antibiotischen Mccb17
Nitroreductase

Polyribonukleotid-
Nukleotidyltransferase

Anorganische Pyrophosphatase

Peptidyl-prolyl cis-trans-
Isomerase b

Peptideketten-Release-Faktor 1
Glutamat-5-Kinase

Ribosephosphat-
Pyrophosphokinase
Adenylosuccinat-Lyase

Bifunktionales Purinbiosynthese-
protein

Phosphoribosylformylglycin-
Amidinsynthase 11

Dihydroorotase
Orotatphosphoribosyltransferase
RecA-Protein

Transkriptionsterminationsfaktor
Rho
Ribonuklease d

Ribose-5-phosphat-Isomerase
50S ribosomales Protein L9

50S ribosomales Protein L7/L.12

50S ribosomales Protein L25

O —m —

—_

27.7/1.3

48.5/7.0
31.4/7.0

49.6/6.7
48.7/6.7
27.6/9.5

65.6/5.4
65.6/5.6
65.7/5.6
68.4/5.6
66.0/5.7
68.6/5.6
23.1/5.0
23.0/5.1
23.4/5.3
18.5/4.8
18.5/4.7
18.5/5.0
45.9/5.8

43.0/8.7

36.2/7.8
37.2/7.8
51.3/7.2
47.7/7.1
50.6/7.1
56.2/7.1
56.0/7.0
56.5/6.9
56.3/7.3
64.7/5.7
64.6/5.6
63.5/5.6
49.4/5.7

23.9/7.0
43.1/5.6

50.7/5.8
50.4/5.7
25.7/6.5

27.9/5.3
28.4/5.3
26.4/5.2
26.3/5.1
11.3/4.4
11.3/4.5
11.3/4.3
28.8/5.5
29.0/5.1
28.9/5.3

27.08

50.22
28.32
46.96

26.21
80.60

20.02

18.85

40.43
40.82
33.86

49.27

57.56

79.74

46.84
20.86
37.52
4737

2331
25.15

22.90

12.71

22.74

6.45

6.31
6.36
5.87

8.78
5.36

5.03

5.53
8.38
7.10

6.40

6.41

5.51
6.53
5.40
5.47

5.97
4.97

z Zz 2z Z z zz ZzZ Z

Z

zZ Z ZZ ZZ2zZ

Z

0.000

0.001
0.008
0.000

0.000
0.000

0.000

0.000

0.000
0.000
0.000

0.000

0.000

0.000

0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000

0.000

0.000

0.000

UNK

UNK
UNK
CYT

UNK
CYT

CYT

CYT

CYT
CYT
CYT

CYT

CYT

UNK

UNK
CYT
CYT
CYT

CYT
CYT

CYT

CYT

UNK

2.00

2.00
2.00
9.26

2.00
9.97

9.97

9.26

9.97
9.26
8.96

9.97

2.00

2.00
8.96
8.96
8.96

8.96
8.96

9.97

2.00

—

FE

N = om o

Qo —

0.50
0.58
0.54

0.54
0.51

0.67

0.55
0.56
0.45

0.49
0.57
0.60
0.66

0.57
0.56

0.67

0.40

-0.141

-0.106
0.037
-0.079

-0.290
-0.225

-0.370

-0.314

-0.402
0.029
0.014

-0.175

0.053

-0.124

-0.062

0.103
-0.054
-0.206

-0.210
0.249

-0.478

0.095

0.175
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RpoA

RpozZ

RpsA

RpsB
RpsF

RuvA
SdhA

SerC

SerS
SodB

SodC

Ssbl
Ssb3

Ssb4

YP_033811.1

YP_033339.1

YP_032956.1

YP_033451.1
YP_033367.1
YP_034188.1
YP_034274.1

YP_033219.1

YP_033395.1
YP_033301.1

YP_033661.1

YP_033197.1
YP_033744.1

YP_033798.1

BH10270

BH05030

BH00930

BH06220

BH05320

BH14900

BH15780

BH03780

BHO05610
BH04630

BHO08570

BH03540

BH09470

BH10130

DNA-abhéngige RNA-
Polymerase (a-Kette)

DNA-abhingige RNA-
Polymerase (o-Untereinheit)
30S ribosomales Protein S1

30S ribosomales Protein S2

30S ribosomales Protein S6

Holliday junction DNA-Helikase

RuvA

Succinat-Dehydrogenase,
Flavoprotein-Untereinheit
Phosphoserin-Aminotransferase

Seryl-tRNA-Synthetase
Superoxid-Dismutase

Superoxid-Dismutase [Cu-Zn ]
Vorlaufer

Einzelstrang-Bindungsprotein
(ssb)
Einzelstrang-Bindungsprotein
(ssb)
Einzelstrang-Bindungsprotein
(ssb)

10

43.0/4.7
41.0/4.8
42.3/4.8
42.8/4.8
42.1/4.7
40.9/4.7
40.2/4.7
42.9/4.9
41.0/4.7
43.0/4.7
19.3/3.7
19.2/3.8
59.9/5.3
59.4/5.2
60.3/5.1
60.2/5.0
59.3/5.2
32.1/71.5
33.9/7.5
16.1/9.4
15.5/8.9
23.9/7.2

60.8/6.3
61.4/6.4
46.3/5.1
46.0/5.1
45.6/4.9
56.3/5.2
50.1/6.1

23.6/6.3
23.6/5.8
23.1/5.9
23.8/6.2
23.4/6.1
23.9/6.5
15.7/6.9
36.3/6.6
15.3/6.9
19.0/7.8

19.0/7.8

19.0/6.9
21.0/5.5
20.8/6.1
20.2/6.1
22.0/5.5
22.1/6.1

37.65

14.50

62.78

28.35

15.84

22.08

66.93

43.17

48.00
23.10

18.85

16.79

16.73

19.30

4.85

433

6.66

6.60

6.04

4.97

5.74
5.77

7.07

7.07

5.75

N

z z z Zz Z

z z

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000
0.000

0.990

0.000

0.000

0.000

CYT

CYT

CYT

UNK

CYT

CYT

UNK-ML

CYT

CYT
UNK

PP

UNK

UNK

UNK

9.97

2.00

9.97

10.00
2.00

10.00

2.00

2.00

2.00

HE

0.59

0.57

0.54
0.59

-0.236

-0.436

-0.354

-0.238

-0.699

0.313

-0.236

-0.080

-0.335
-0.485

-0.079

-0.655

-0.578

-0.828

08
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SucB

SucC

SucD

Tig

TldD
TolB
TrpS

TrxA
Tsf

Tuf

TypA

TyrC

UgpB

UgpC

VapA3
XthAl
Ybel

YfeA

YP_034343.1

YP_034346.1

YP_034345.1

YP_033426.1

YP_033276.1
YP_034182.1
YP_034071.1

YP_032896.1
YP 033452.1

YP_033432.1
YP_033837.1

YP_033024.1

YP 034314.1

YP_033041.1

YP_033038.1

YP_033506.1
YP_033841.1
YP_033842.1

YP_032949.1

BH16530

BH16560

BH16550

BH05940

BH04380
BH14840
BH13470

BH00260
BH06230

BH06020
BH10530

BH01700

BHI16210

BHO01870

BH01840

BH06820
BH10570
BH10580

BH00860

Dihydrolipoamide-
Succinyltransferase

Succinyl-CoA-Synthetase
(B-Kette)

Succinyl-CoA synthetase
(a-Kette)

Trigger factor

T1dD-Protein
TolB-Protein
Tryptophanyl-tRNA-Synthetase

Thioredoxin
Elongationsfaktor Ts (EF-Ts)

Elongationsfaktor Tu (EF-Tu)
Elongationsfaktor Tu (EF-Tu)

GTP-Bindungsprotein TypA

Prephenat-Dehydrogenase /
Cyclohexadienyl-Dehydrogenase
Glycerol-3-Phosphat-Bindungs-
protein (periplasm. Protein-
vorldufer Pecursor ugpB)
Zucker-ABC-Transporter, ATP-
Bindungsprotein
Virulenz-assoziiertes Protein A
Exodeoxyribonuklease 111

Aminosdure-ABC-Transporter
Bindungsprotein
Eisentransportprotein YfeA

47.9/6.2
48.7/6.4
48.0/6.0
49.3/5.6
48.2/5.8
45.0/5.1
45.0/5.2
26.5/6.3
45.0/5.3
40.5/7.1
42.0/7.1
42.1/6.7
55.3/5.3
55.5/5.4
50.7/7.3

47.1/7.0

42.4/8.0
42.8/8.6
10.0/4.8

37.8/4.8
35.2/4.8
37.9/4.9
37.1/4.8
37.3/4.9
38.4/4.7
37.5/5.0
47.7/5.7
47.7/5.5
47.0/5.2
46.8/5.4
46.7/5.3
49.7/5.1
47.4/5.1
48.6/5.5
45.6/5.5

63.1/5.3
63.3/5.5
63.3/5.2
63.1/5.4
39.9/6.0

44.0/7.7

44.0/7.7

11.9/7.5
31.6/7.3
31.7/8.0

32.2/6.3
32.1/6.6

43.61

42.79

30.97

53.19

50.76
50.11
39.86

11.86
3235

42.84
42.84

67.18

33.68

48.82

39.59

11.05
30.11
33.79

33.71

5.07

6.47

5.14

6.33
7.08
7.75

4.90
4.93

5.30
5.30

5.69

8.49

6.97
6.18
8.60

6.01

z z Z=2z Z

-z Z =z —

Z

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000
1.000
0.000

0.000
0.001

0.000
0.000

0.000

0.029

0.999

0.000
0.000
0.997

0.244

CYT

CYT

UNK

CYT

CYT
PP
CYT

CYT
CYT

CYT
CYT

CYT

UNK

PP

UNK-ML

UNK
CYT
PP

CM

9.26

9.26
9.76
9.26

9.26
9.26

9.97
9.97

9.26

2.00

9.76

6.29

2.00
9.97
9.76

—“c @ O

0.61

0.54
0.50
0.50

0.61
0.56

0.58
0.58

0.56
0.47
0.46

-0.071

-0.035

0.001

-0.539

-0.296
-0.328
-0.202

-0.049
0.015

-0.166
-0.166

-0.294

0.074

-0.293

-0.335

-0.152
-0.553
-0.296

-0.124
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Anmerkungen zu Tabelle 11:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)

h)

i)
k)

Identifizierte Proteine auf der 2D-Proteomkarte und auf den 2D-Immunoblots sind entweder mit dem Proteinnamen oder alternativ mit der GI-Nummer entsprechend der B. henselae Houston-1 Genomsequenz bezeichnet.
Die Zugangsnummern der Proteine sind entsprechend der NCBI B. henselae Houston-1 Genomsequenz (NC_005956) angegeben. Fiir Details siche NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/key.html#accessions.

Die Lokusnummern des Gens sind entspechend der B henselae Houston-1 Genomsequenz (NC_005956) angegeben.

Empirische MW- und p/-Werte wurden mittels der Decodon Delta-2D 3.3 Software bestimmt.

Die Zuweisung eines Signalpeptides zu den Proteinen erfolgte mittels SignalP-HMM (Hidden Markov Model); N - kein Signalpeptid / J - Signalpeptid.

Die Wahrscheinlichkeit der Signalpeptidvorhersage von SignalP (0 bis 1).

Die Zuweisung der zelluldren Lokalisation zu den Proteinen erfolgte mittels PSORTb. Die Abkiirzungen geben die Lokalisation wieder:

(CYT: Zytosol, CM: zytosolische Membran, PP: periplasmatischer Raum, OM: Auflenmembran, UNK: unbekannte Lokalisation, UNK-ML: unbekannte Lokalisation mit potentiell multiplen Lokalisationsmoglichkeiten.
Die Wahrscheinlichkeit der Lokalisationsvorhersage von PSORTb (0 bis 10).

COG-Kategorie der Proteine (Cluster of orthologous groups). Weitere Details sowie alle B. henselae-Proteine nach COG-Kategorie katalogisiert.

Siehe NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/coxik.cgi?gi=409.

Bewertung der Expressionshaufigkeit der Proteine anhand des CAI-Wertes (Codon adaptation index).

Bewertung der Hydropathie der Proteine anhand des GRAVY-Wertes (Grand average of hydropathy).

4]
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3.5 Untersuchung der Immunreaktivitat des B. henselae-Proteoms mit Patientenseren

Im néchsten Schritt wurde die Immunreaktivitit von Patientenseren gegeniiber dem
B. henselae-Proteom untersucht. Um die immunreaktiven B. henselae-Proteine zu detektieren,
wurde 200 pg Proteinextrakt von B. henselae mittels 2D-SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine
durch Proteintransfer auf PVDF-Membranen iibertragen (Western-Blot) (siehe 2.2.7, 2.2.10). Es
wurden 33 positiv auf Antikorper gegen B. henselae getestete Seren von Patienten mit klinisch
suspekten Symptomen wie lokaler Lymphadenopathie (IFT > 1:200) bzw. 5 negativ getestete
Kontrollseren (IFT < 1:100) von gesunden Blutspendern fiir die anschlieBende Immundetektion
verwendet. Die Blotmembranen wurden abschlieBend mit einem Meerrettich-Peroxidase
gekoppelten Anti-human IgG-Antikdrper sowie DAB als Substrat entwickelt (Abb. 16, 17). Nach
Einlesen mittels Flachbettscanner wurden im nidchsten Schritt die gleichen Membranen mit
Amidoschwarz gegengeférbt, um nun die gesamten, transferierten Proteine und nicht ausschlieBlich
die immunreaktiven Proteine sichtbar zu machen (Abb. 18, 19) (siehe 2.2.10-2.2.14).

Sowohl die Proteinpunkte der mit Amidoschwarz gefarbten als auch die der korrespondierenden
mit DAB entwickelten 2D-Western-Blotmembranen wurden zu der zuvor erstellten
2D-Proteomkarte von B. henselae (Abb. 9-12) mittels der Decodon Delta-2D Software exakt zur
Deckung gebracht. Nun konnte den immunreaktiven Proteinpunkten der entsprechende
Proteinpunkt der Proteomkarte zugeordnet werden, was dann folglich die Identifizierung und die
Bezeichnung der Proteine erlaubte. Jedes der identifizierten Proteine wurde auf den Abbildungen
mit dem abgekiirzten Namen bzw. der GI-Nummer bezeichnet, die nicht-identifizierten, jedoch
hdufig reagierenden Proteine wurden mit einem Buchstabenkiirzel versehen (Abb. 16-19).

Alle immunogenen, seroreaktiven Proteine und ihre Hiufigkeit der Reaktivitit mit den
untersuchten Seren sind in Tab. 13, 14 dargestellt. Zudem gibt dariiber hinaus Tab. 15 neben dem
empirischen MW und dem empirischen p/ der immunreaktiven Proteinpunkte auch die Intensitat
der Immunreaktion der seroreaktiven Proteine gegeniiber des jeweils verwendeten Serums an.
Insgesamt umfasst diese Zusammenstellung der immunreaktiven Proteine 71 identifizierte und
8 nicht identifizierte Proteine. Bemerkenswert ist, dass keines der B. henselae-Proteine eine
Immunreaktivitdit mit allen der untersuchten Patientenseren zeigte. Folglich wurde ein
Schwellenwert von 20 % Seroreaktivitdt definiert, um die lediglich wiederholt seroreaktiven
Proteine von den vorrangig und hédufigen seroreaktiven, immunodominanten und somit potentiellen
Seromarker-Proteinen zu unterscheiden. Dieser eingefiihrte Schwellenwert von 20 % Seroreaktivitat
verdeutlicht, dass sich mindestens 7 der 33 untersuchten Patientenseren immunreaktiv gegeniiber

einem bestimmten Protein verhalten.
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Abb. 16: 2D-Immunoblots der extrahierten Proteine von B. henselae Marseille nach Untersuchung der Patientenseren
mit serologisch bestitigter B. henselae-Infektion bzw. der Kontrollseren gesunder Blutspender. Die Proteinextrakte von
B. henselae wurden mittels 24 cm linearen IPG-Streifen 3 - 10/ 15 % SDS-PAGE aufgetrennt, die Proteine durch
Proteintransfer auf PVDF-Membranen iibertragen (Western-Blot) und mit 33 Patientenseren (IFT > 1:200) und
5 Kontrollseren (IFT < 1:100; Kontrollserum 2 - 5; siehe Abb. 17) untersucht. Immunreaktive Proteine wurden mit
einem polyklonalen Kaninchen-anti-Mensch-IgG Meerrettich-Peroxidase-konjugiertem Antikdrper mit DAB als
Substrat visualisiert (siche Tab. 12-15). Die Blotmembranen wurden mit Amidoschwarz gegengefarbt, um die nicht-
immunreaktiven Proteine zu detektieren (siche Abb. 18,19) und um die gefirbten Blotmembranen zu der
2D-Proteomkarte von B. henselae mittels Decodon Delta-2D Software exakt abzugleichen. Die identifizierten,
seroreaktiven Proteine sind mit den Proteinnamen bzw. mit den GI-Nummern entsprechend der B. henselae Houston-1
Genomdatenbank (NCBI, Zugangsnummer NC 005956) bezeichnet, nicht-identifizierte, aber hdufig reagierende
Proteine sind mit roten Pfeilen und Buchstabenkiirzeln hervorgehoben.
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Abb. 17: 2D-Immunoblots der extrahierten Proteine von B. henselae Marseille nach Untersuchung der Kontrollseren
gesunder Blutspender. Die Proteinextrakte von B. henselae wurden mittels 24 cm linearen IPG-Streifen 3 - 10/ 15 %
SDS-PAGE aufgetrennt, die Proteine durch Proteintransfer auf PVDF-Membranen iibertragen (Western-Blot) und mit
33 Patientenseren (IFT >1:200) und 5 Kontrollseren (IFT <1:100; Kontrollserum 1; siehe Abb. 16) untersucht.
Immunreaktive Proteine wurden mit einem polyklonalen Kaninchen-anti-Mensch-IgG Meerrettich-Peroxidase-
konjugiertem Antikérper mit DAB als Substrat visualisiert (siche Tab. 12-15). Die Blotmembranen wurden mit
Amidoschwarz gegengeférbt, um die nicht-immunreaktiven Proteine zu detektieren (siche Abb. 18, 19) und um die
gefarbten Blotmembranen zu der 2D-Proteomkarte von B. hemselae mittels Decodon Delta-2D Software exakt
abzugleichen. Die identifizierten, seroreaktiven Proteine sind mit den Proteinnamen bzw. mit den GI-Nummern
entsprechend der B. henselae Houston-1 Genomdatenbank (NCBI, Zugangsnummer NC 005956) bezeichnet.

Dieser definierte Schwellenwert wurde von 20 seroreaktiven Proteinen erreicht und beeinhaltet
auch vier Proteine, die bislang nicht identifiziert werden konnten (Tab. 13-15). Das Protein RpIL,
also die L7/L12-Untereinheit der 50S-Ribosomen, zeigte sich reaktiv mit drei der negativen
Kontrollseren und wurde demzufolge im weiteren Verlauf der Untersuchung nicht als potentielles
immundominantes Seromarker-Protein beriicksichtigt. Ebenso besalen auch einige andere Proteine,
wenn auch sehr schwach, eine Seroreaktivitit mit einem der negativen Kontrollseren (Abb. 17).
Deshalb wurden auch die Proteine Carboxy-terminal prozessierende Protease CtpA (CtpA),
Hitzeschockprotein-70 DnaK (DnaK), Hsp-70 Kofaktor GrpE (GreA), das Chaperonin-Protein
GroEL (GroEL) sowie der Transkriptionsterminierende Faktor Rho (Rho) als potentieller

Seromarker fiir eine B. henselae-Infektion ausgeschlossen. Demzufolge waren insgesamt vier nicht-



86 Ergebnisse

identifizierte Proteine und 11 identifizierte Proteine ausschlieBlich mit den hier untersuchten
Patientenseren vorrangig seroreaktiv und konnen demnach als immundominante, potentielle
Seromarker-Proteine betrachtet werden (Tab. 12).

Die am hiufigsten von den Patientenseren erkannten Proteine sind die Dihydrolipoamid-
Succinyltransferase (SucB), das Protein GI 49475876 (YP_033917) und der Elongationsfaktor-Tu
(EF-Tu), welche mindestens 55 % Seroreaktivitéit zeigten. Neben den am intensivsten reagierenden
Proteinen SucB und dem Protein GI 49475876 erwiesen sich auch das Chaperonin-Protein GroEL
(GroEL), der Elongationsfaktor-Ts (EF-Ts) und die Parvulin-dhnliche Peptidyl-Prolyl cis-trans
Isomerase (GI 49475012/ YP_033053) als sehr stark seroreaktive Proteine. Obwohl die Proteine
Acetyl-CoA Carboxylase (AccA), Polyribonukleotid-Nukleotidyltransferase (Pnp), Superoxid-
Dismutase (SodB) und Elongationsfaktor-Tu (EF-Tu) sehr héufig reagierten, féllt die eigentliche

Intensitét der Seroreaktivitit mit den hier untersuchten Patientenseren vergleichsweise gering aus.

Tab. 12: Immundominante und seroreaktive B. henselae-Proteine mit absoluter Nummer und Prozentanteilen der
Seroreaktivitdt mit den Patientenseren bzw. den Kontrollseren der gesunden Blutspender. Alle aufgefiihrten Proteine
erreichten den Schwellenwert von 20 % Seroreaktivitit mit den untersuchten Patientenseren und zeigten keine
Reaktivitit mit den Kontrollseren.

Protein- Proteinbeschreibung Reaktivitat mit Reaktivitat mit
bezeichnung ? Patientenseren (n=33)  Kontrollseren (n=5)
abs. Nummer % abs. Nummer %
49475012 Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase 8 24 0 0
49475876 Auflenmembranprotein (OMP) 18 55 0 0
AccA Acetyl-CoA-Carboxylase (Carboxyltransferase a-Untereinheit) 10 30 0 0
GroES Chaperonin-Protein GroES 12 36 0 0
LysS Lysyl-tRNA-Synthetase 7 21 0 0
Pnp Polyribonukleotid-Nukleotidyltransferase 7 21 0 0
SodB Superoxid-Dismutase 9 27 0 0
SucB Dihydrolipoamide-Succinyltransferase 21 64 0 0
SucC Succinyl-CoA-Synthetase (B-Kette) 7 21 0 0
Tsf Elongationsfaktor Ts (EF-Ts) 9 27 0 0
Tuf Elongationsfaktor Tu (EF-Tu) 18 55 0 0
a - nicht identifiziert - 10 30 0 0
b - nicht identifiziert - 8 24 0 0
c - nicht identifiziert - 11 33 0 0
f - nicht identifiziert - 10 30 0 0

a) Identifizierte Proteine auf der 2D-Proteomkarte und auf den 2D-Immunoblots sind entweder mit dem Proteinnamen oder alternativ mit der
GI-Nummer entsprechend der B. henselae Houston-1 Genomsequenz bezeichnet. Unidentifizierte Proteine auf den 2D-Immunoblots sind mit
einem Buchstabenkiirzel statt dem Proteinnamen bzw. der GI-Nummer gekennzeichnet.
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Abb. 18: Amidoschwarz-Gegenfarbung der in Abb. 16 gezeigten 2D-Immunoblots nach Untersuchung der
Patientenseren mit serologisch bestétigter B. henselae-Infektion (IFT >1:200) bzw. der Kontrollseren gesunder
Blutspender (IFT <1:100; Kontrollserum 2 -35; Abb. 17,19). Die Blotmembranen wurden mit Amidoschwarz
gegengeféarbt, um die nicht-immunreaktiven B. henselae-Proteine zu detektieren und die gefarbten Blotmembranen zu
der 2D-Proteomkarte von B. henselae mittels Decodon Delta-2D Software exakt abzugleichen. Die identifizierten,
seroreaktiven Proteine sind mit den Proteinnamen bzw. mit den GI-Nummern entsprechend der B. henselae Houston-1
Genomdatenbank (NCBI, Zugangsnummer NC _005956) bezeichnet, nicht-identifizierte, aber hdufig reagierende
Proteine sind mit roten Pfeilen und Buchstabenkiirzeln hervorgehoben.
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Abb. 19: Amidoschwarz-Gegenfarbung der in Abb. 17 gezeigten 2D-Immunoblots nach Untersuchung der
Kontrollseren gesunder Blutspender (IFT < 1:100). Die Blotmembranen wurden mit Amidoschwarz gegengeférbt, um
die nicht-immunreaktiven B. henselae-Proteine zu detektieren und die gefdarbten Blotmembranen zu der
2D-Proteomkarte von B. henselae mittels Decodon Delta-2D Software exakt abzugleichen. Die identifizierten,
seroreaktiven Proteine sind mit den Proteinnamen bzw. mit den GI-Nummern entsprechend der B. henselae Houston-1
Genomdatenbank (NCBI, Zugangsnummer NC _005956) bezeichnet.
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Tab. 13: Identifizierte immunogene und seroreaktive B. henselae-Proteine mit absoluter Nummer und Prozentanteilen

der Seroreaktivitdt mit den Patientenseren bzw. den Kontrollseren der gesunden Blutspender.

Protein-
bezeichnung ?

Proteinbeschreibung

Reaktivitat mit

Patientenseren (n=33)

Reaktivitat mit
Kontrollseren (n=5)

abs. Nummer % abs. Nummer %
49475001 ABC-Transporter, periplasm. Bindungsprotein 1 3 0 0
49475012 Peptidyl-prolyl cis-trans Isomerase 8 24 0 0
49475061 Aminopeptidase 4 12 0 0
49475409 Hypothetisches Protein BH06210 1 3 0 0
49475425 ABC-Transporter, periplasm. Aminosédure-Bindungsprotein 3 9 0 0
49475876 Auflenmembranprotein (OMP) 18 55 0 0
49476068 Hypothetisches Protein BH14040 1 3 0 0
49476239 SapC-verwandtes Protein 1 3 0 0
49476277 Hypothetisches Protein BH16250 1 3 0 0
AccA Acetyl-CoA-Carboxylase (Carboxyltransferase a-Untereinheit) 10 30 0 0
AccD Acetyl-CoA-Carboxylase (Carboxyltransferase p-Kette) 1 3 0 0
Adk Adenylat-Kinase 1 3 0 0
AhcY Adenosylhomocysteinase 2 6 0 0
AldA Aldehyd-Dehydrogenase 4 12 0 0
ATPA ATP-Synthase (a-Kette) 5 15 0 0
ATPD ATP-Synthase (-Kette) 1 3 0 0
ATPH ATP-Synthase (3-Kette) 2 6 0 0
ArgB Acetylglutamat-Kinase 1 3 0 0
ClpB ATP-abhingige Clp-Protease, (ATP-Bindungseinheit ClpB) 3 9 0 0
CtpA Carboxyterminale Protease CtpA 13 39 1 20
CtrA Zellzyklus-Transkriptionsregulator Ctra 2 6 0 0
DhA Pyruvat-Dehydrogenase E1-Komponente, a-Untereinheit 2 6 0 0
DnaB Replikative DNA-Helikase 2 6 0 0
DnaK Hitzeschockprotein-70 DnaK 15 45 1 20
EtfA Elektronentransfer- Flavoprotein (a-Untereinheit) 2 6 0 0
Fabl2 Enoyl-(Acyltriagerprotein)-Reduktase 1 3 0 0
FbaB Fruktosebisphosphat-Aldolase 3 9 0 0
FtsY Zellteilungsprotein ftsY 5 15 0 0
FtsZ Zellteilungsprotein ftsZ 1 3 0 0
FusA Elongationsfaktor g (EF-g) 5 15 0 0
GatB Glutamyl-tRNA-Amido-transferase Untereinheit B 4 12 0 0
GlyA Serin-Hydroxymethyltransferase 4 12 0 0
GreA Transkriptionselongationsfaktor GreA 3 9 1 20
GshB Glutathion-Synthetase 1 3 0 0
GroEL Chaperonin-Protein GroEL 19 58 1 20
GroES Chaperonin-Protein GroES 12 36 0 0
GrpE Hsp-70-Kofaktor GrpE 3 9 0 0
HbpD Héminbinde-Protein d 6 18 0 0
HslU ATP-abh. Protease HslU 3 9 0 0
HtrA1 Serine-Protease 5 15 0 0
HtrA3 Serin-Protease 6 18 0 0
HutB Periplasmatisches Himinbinde-Protein 1 3 0 0
IbpA2 Kleines Hitzeschockprotein 4 12 0 0
Liv] ABC-Transporter, periplasm. Amminosaure-Bindungsprotein 6 18 0 0
LysS Lysyl-tRNA-Synthetase 7 21 0 0
Mdh Malat-Dehydrogenase 5 15 0 0
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Mrp
MutL
NtrX
PpiB1
PdhB
PdhD2
Pnp
PrfA
PyrE
Rho
Rpll
RpIL
RpoA
RpsA
RuvA
SdhA
SerC
SodB
SucB
SucC
SucD
Tsf
Tuf
XthAl
YfeA

Mrp-Protein (mrp - Multiple Resistenz und pH-Adaptation)
DNA-Mismatch-Reparatur- protein MutL
Stickstoffregulationsprotein

Peptidyl-prolyl cis-trans-Isomerase b
Pyruvat-Dehydrogenase E1-Komponente (B-Untereinheit)
Dihydrolipoamid-Dehydrogenase
Polyribonukleotid-Nukleotidyltransferase
Peptideketten-Release-Faktor 1
Orotatphosphoribosyltransferase
Transkriptionsterminationsfaktor Rho

50S ribosomales Protein L9

50S ribosomales Protein L7/L12

DNA-abhingige RNA-Polymerase (a-Kette)

30S ribosomales Protein S1

Holliday junction DNA-Helikase RuvA
Succinat-Dehydrogenase, Flavoprotein-Untereinheit
Phosphoserin-Aminotransferase
Superoxid-Dismutase
Dihydrolipoamide-Succinyltransferase
Succinyl-CoA-Synthetase (B-Kette)
Succinyl-CoA-Synthetase (a-Kette)
Elongationsfaktor Ts (EF-Ts)

Elongationsfaktor Tu (EF-Tu)
Exodeoxyribonuklease I11

Eisentransportprotein YfeA

R N SR S TRV N SIS

—_

11

24

NN W,

3

27
64
21
3
27
55
3
9

S O O O o o o o o

1

0
4
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

S O O O O o o o o

o] [\
S o O

S O O O O O O O o o o o o

a) Identifizierte Proteine auf der 2D-Proteomkarte und auf den 2D-Immunoblots sind entweder mit dem Proteinnamen oder alternativ mit der

GI-Nummer entsprechend der B. henselae Houston-1 Genomsequenz bezeichnet.

Tab. 14: Unidentifizierte immunogene und seroreaktive B. henselae-Proteine mit empirisch bestimmten MW- und p/-
Werten, absoluter Nummer und Prozentanteilen der Seroreaktivitdt mit den Patientenseren bzw. den Kontrollseren der
gesunden Blutspender.

Protein-
bezeichnung ?

Proteinbeschreibung  Empir. best. MW [kDa]/ p1

Reaktivitat mit

Patientenseren (n=33)

Reaktivitat mit
Kontrollseren (n=5)

abs. Nummer % abs. Nummer %
a - nicht identifiziert - 35,7/4,5 10 30 0 0
b - nicht identifiziert - 35,0/4,6 8 24 0 0
c - nicht identifiziert - 34,1/4,7 11 33 0 0
d - nicht identifiziert - 39,8/4,9 3 9 0 0
e - nicht identifiziert - 38,8/5,2 6 18 0 0
f - nicht identifiziert - 36,7/5,6 10 30 0 0
g - nicht identifiziert - 36,7/5,7 3 9 0 0
h - nicht identifiziert - 34,6/9,2 6 18 0 0

a) Unidentifizierte Proteine auf den 2D-Immunoblots sind mit einem Buchstabenkiirzel statt dem Proteinnamen oder der GI-Nummer bezeichnet.

b) Empirische MW- und p/-Werte wurden mittels der Decodon Delta-2D 3.3 Software bestimmt.

Tab. 15: Naichste Seite. Immunogene und seroreaktive B. henselae-Proteine mit empirisch bestimmten MW- und pl-
Werten, absoluter Nummer und Prozentanteilen der Seroreaktivitdt mit den Patientenseren bzw. den Kontrollseren der
gesunden Blutspender. Zusitzlich sind die Intensititen der Immunreaktivitit der untersuchten Seren gegen jedes

seroreaktive Protein aufgefiihrt: +++ starke Reaktivitit,

— keine Reaktivitit.

++ mittlere Reaktivitit,

+ schwache Reaktivitit,
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Protein- Proteinbeschreibung Empir. best. MW [kDa]/ p1
bezeichnung ?

49475001 ABC-Transporter, periplasmatisches Protein 36,1/9,2

49475012 Peptidyl-prolyl cis-trans Isomerase 37,7/5,8-37,4/6,0-38,0/5,6-37,7/6,2
49475061 Aminopeptidase 48,8/6,5-48,7/6,7-48,7/6,4

49475409 Hypothetisches Protein BH06210 35,4/5,9-35,5/5,7-35,7/6,2

49475425 ABC-Transporter, periplasmatisches Aminoséure-binde 29,7/5,3-28,1/5,5-30,1/5,8-28,3/5,8-30,1/6,1-27,6/5,7-28,8/5,5
49475876 Auflenmembranprotein (OMP) 22,9/8,8

49476068 Hypothetisches Protein BH14040 32,6/5,5-32,6/4,9

49476239 sapC-verwandtes Protein 34,2/7,1-34,4/6,9

49476277 Hypothetisches Protein BH16250 37,6/9,5-37,2/9,6

AccA Acetyl-CoA Carboxylase, Carboxyltransferase a-Untereinheit ~ 35,2/6,8

AccD Acetyl-Coenzyme A Carboxylase, Carboxyltransferase B- 37,7/9,3

Adk Adenylatkinase 24.6/7,2-22,0/7,4

AhcY Adenosylhomocysteinase 52,2/5,9

AldA Aldehyd-Dehydrogenase 53,5/6,0-53,5/6,2

ATPA ATP-Synthase o-Kette 54,6/6,0-56,6/6,3-54,6/6,5

ATPD ATP-Synthase B-Kette 55,6/5,4-55,6/5,6-55,2/5,5

ATPH ATP-Synthase §-Kette 22,8/7,0

ArgB Acetylglutamatkinase 33,1/4,5-33,2/4,6-33,2/4,7

ClpB ATP-abhingige Clp-Protease, ATP-binde Untereinheit clpB 66,3/6,0-66,3/5,9-66,5/5,8-66,2/6,0

CtpA Carboxy-terminale Protease ctpA 49,2/9,4-49,2/9,5

CtrA Zellzyklus-transcriptionaler Regulator ctra 28,0/6,3-28,0/6,4

DhA Pyruvatdehydrogenase E1-Komponenete, a-Untereinheit 42,1/6,7-41,7/6,5-41,9/6,7-41,7/6,2-35,1/5,5
DnaB Replikative DNA-Helicase 55,7/5,5

DnaK Hitzeschock-Protein 70 DnaK. 60,8/4,8-61,3/4,7-61,0/4,8-61,1/4,9

EtfA Elektronentransfer-Flavoprotein a-Untereinheit 35,2/6,0

Fabl2 Enoyl-(acyl-carrier-protein)-Reduktase 32,0/7,4-32,1/7,4-32,0/7,0

FbaB Fruktosebisphosphat-Aldolase 37,5/6,3-40,6/7,1-41,0/6,8-42,5/6,8

FtsY Zellteilungsprotein ftsY 51,3/9,3-51,4/9,4

FtsZ Zellteilungsprotein ftsZ 60,6/5,5-60,7/5,5

FusA Elongationsfaktor g (EF-g) 64,5/5,1-64,5/5,2-64,7/5,3

GatB Glutamyl-tRNA Amidotransferase Untereinheit B 53,7/5,3-53,2/5,1

GlyA Serinhydroxymethyl-Transferase 49,3/7,3-48,5/7,0-48,8/7,2-48,9/6,9

GreA Hsp-70 Kofaktor grpE 29,9/4,4-29,7/4,5-29,6/4,6

GshB Glutathion-Synthetase 37,8/6,8-37,4/6,6-37,1/6,4

GroEL Chaperonin-Protein groEL 54,5/5,2-54,8/5,0-56,7/5,3-57,0/5,4-55,5/5,2-55,3/4,9-54,3/5,1
GroES Chaperonin-Protein groES 11,6/5,4-11,5/5,0

GrpE Hsp-70 Kofaktor grpE 29,9/4,4-29,7/4,5-29,6/4,6

HbpD Haminbinde-Protein d 33,2194

HslU ATP-abh. Protease HslU 53,7/5,4-53,7/5,3

HtrA1l Serinprotease 58,2/8,2-57,7/7,6-57,8/8,4-57,5/7,4-57,6/7,5-57,6/7,4
HtrA3 Serinprotease 52,7/5,9

HutB Periplasmatisches Himinbinde-Protein 30,9/9,5-30,8/9,3-30,7/9,6

IbpA2 Hitzeschock-Protein 19,3/5,6-19,3/5,9

Liv] “Branched chain” Aminosdure ABC Transporter 41,8/6,3-41,7/6,0-42,0/6,6-41,9/5,7

LysS Lysyl-tRNA Synthetase 58,0/6,2-57,9/6,0-57,6/5,9

Mdh Malat Dehydrogenase 41,7/6,1-40,0/6,1-42,0/5,8-41,7/6,5

Mrp mrp-Protein (mrp - Multiple Resistenz und pH-Adaptation) 43,7/7,2

MutL DNA-Mismatch Reparaturprotein mutL 63,8/6,3

NtrX Stickstoffregulationsprotein 54,8/5,7-54,6/5,9-54,6/5,8

PpiB1 Peptidyl-prolyl cis-trans Isomerase b 18,5/4,8-18,5/4,7-18,5/5,0

PdhB Pyruvat Dehydrogenase E1-Komponente B-Untereinheit 51,9/4,6-51,8/4,7-51,6/4,8

PdhD2 Dihydrolipoamid-Dehydrogenase 51,9/6,4-51,1/6,6-53,1/6,8-52,8/6,7-53,4/6,4-51,0/6,7-53,1/6,5-53,4/6,6-51,8/6,7
Pnp Polyribonukleotid-Nukleotidyltransferase 65,6/5,4-65,6/5,6-65,7/5,6-68,4/5,6-66,0/5,7-68,6/5,6
PrfA Peptidketten-Freisetzungsfaktor 1 45,9/5,8

PyrE Orotat-Phosphoribosyltransferase 23,9/7,0

Rho Transcriptionsterminationsfaktor rho 50,7/5,8-50,4/5,7

Rpll 508 ribosomales Protein L9 26,4/5,2-26,3/5,1

RplIL 50S ribosomales Protein L7 /L12 11,3/4,4-11,3/4,5-11,3/4,3

RpoA DNA-abhingige RNA-Polymerase o-Kette 43,0/4,7-41,0/4,8-42,3/4,8-42,8/4,8-42,1/4,7-40,9/4,7-42,9/4,9-41,0/4,7-43,0/4,7
RpsA 308 ribosomal protein S1 59.,9/5,3-59,4/5,2-60,3/5,1-60,2/5,0-59,3/5,2
RuvA 308 ribosomal protein S1 59.,9/5,3-59.,4/5,2-60,3/5,1-60,2/5,0-59,3/5,2
SdhA Succinat-Dehydrogenase, Flavoprotein-Untereinheit 60,8/6,3-61,4/6,4

SerC Phosphoserin-Aminotransferase 46,3/5,1-46,0/5,1-45,6/4,9-56,3/5,2

SodB Superoxid-Dismutase 23,6/6,3-23,6/5,8-23,1/5,9-23,8/6,2-23,4/6,1-23,9/6,5
SucB Dihydrolipoamid-Succinyltransferase 47,9/6,2-48,0/6,0-48,2/5,8

SucC Succinyl-CoA Synthetase B-Kette 45,0/5,1-45,0/5,2-45,0/5,3

SucD Succinyl-CoA Synthetase o-Kette 40,5/7,1-42,0/7,1

Tsf Elongationsfaktor Ts (EF-Ts) 37,8/4,8-35,2/4,8-37,9/4,9-37,1/4,8-37,3/4,9-38,4/4,7-37,5/5,0
Tuf Elongationsfaktor Tu (EF-Tu) 47,0/5,2-46,8/5,4-47,4/5,1-46,7/5,3

XthA1l Exodeoxyribonuklease I11 31,6/7,3

YfeA Eisentransportprotein yfeA 32,2/6,3-32,1/6,6

a - nicht identifiziert - 35,7/4,5

b - nicht identifiziert - 35,0/4,6

c - nicht identifiziert - 34,1/4,7

d - nicht identifiziert - 39,8/4,9

e - nicht identifiziert - 38,8/5,2

f - nicht identifiziert - 36,7/5,6

g - nicht identifiziert - 36,7/5,7

h - nicht identifiziert - 34,6/9,2

a) Identifizierte Proteine auf der 2D-Proteomkarte und auf den 2D-Immunoblots sind entweder mit dem Proteinnamen oder alternativ mit der
GI-Nummer entsprechend der B. henselae Houston-1 Genomsequenz bezeichnet. Unidentifiizierte Proteine auf den 2D-Immunoblots sind mit
einem Buchstabenkiirzel statt dem Proteinnamen bzw. der GI-Nummer gekennzeichnet.

b) Empirische MW- und p/-Werte wurden mittels der Decodon Delta-2D 3.3 Software bestimmt.
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Protein- Reaktionsintensitat mit Patientenserum
bezeichnunga) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

49475001 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
49475012 - - - ++ - - ++ - - + - ++ - - + - - - - - - - -
49475061 - - - - - - - - =+ - - - - - - - - - - + - - -
49475409 - - -+ - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
49475425 ++ - - - - - + - - - - - - - +

49475876 - - =+ - - - - =+ =+ - - - - - + -+ o+ + + - 4+
49476068 - - - - - - - - - - - - - - +

49476239 - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - -
49476277 - - - - - - - - - - - - - - - - - =+ - - - -
AccA = - - -+ - = - + - - - - - - + - - - -
AccD - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - -
Adk - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
AhcY - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
AldA - - - - - - - - - - - - - - - - - - =+ - - +
ATPA - - - - - - - - - - - - - + - - + o+ - - + -
ATPD - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
ATPH - - - - - - - - ++ - - - - - - - - - - - - - -
ArgB — - — - — - - - + - - - - - - — - - - - — - -
ClpB - - - - - e = - - - - - - - - + - - - - -
CtpA - - - - - - -+ -+ - e = A = S S
CtrA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
DhA - - - - - - - - =+ - - - - - - - - - - - - -+t
DnaB - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
DnaK - + o+ - - + + + + - - - =+ - + - - - - -+
EtfA - - - - - -+ - - - -+ - - - - - - - - - - -
Fabl2 - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - -
FbaB - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - +

FtsY - - - - - ++ = - - - - - - - - - - - - -+ = -
FtsZ — - - ++ - - - - - - - - - - - — - - - — -

FusA - - - + - - - - - + - - -+ - - - + - - - - -
GatB - - - - - - - - - - - - - - - - -+ - + + - -
GlyA - - - - - - - - - - - - - - - - -+ - - - - -
GreA - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - -
GshB - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
GroEL - + - - -+ o+ - + H - =+ - =+ - -+ 4+ - - + -
GroES - - - + o+ - - - + - - - - + - - + - + - - -
GrpE - - - - - -+ - - - - - - - - - - + + - - - -
HbpD - - I - - - - - - - - - - - - + - - - - -
HslU - - - - - - - - - - - - - - - - -+ - + + - -
HtrA1l - - - - - - - - - - - - - - + - - - + +

HtrA3 - - - - - - ++ -
HutB — - — — - - - +

IbpA2 - - =+ - - - + +

Liv] - - - - - + -+ - - - - - - =+ - - + o+ - - - -
LysS - - - - - = -

Mdh - - - - - - - -

Mrp - - - - - - - - - - - - - - - - =+ - - - - - -
MutL - - - - - - - - - - 4+ = - - - - - - - - - - -
NtrX - - - - - -+ - -+ = + - - - - - - -+ - - -
PpiB1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
PdhB - - ++ - - - - - - - ++ - - - - - - - - - - - -
PdhD2 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - + -
Pnp - - - - - +H = ++ - ++ = - - - + - +H - - - - - -
PrfA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
PyrE - - - - - - - - - - - - - - - - - + + - - - -
Rho - - - - - =+ - - e S = + - - - - - + - -
RplI s A = - - - - - - - - - - - - - +
RpIL - - - - + - - =+ o+ + =
RpoA + o+ o+ - - - - - - - - - - - - - - - - - - 4+ -
RpsA - - - - - - - - - -+ - - - - - - - - - - - +
RuvA - - - - - - - - - - - - - - - - - + =+ - - - -
SdhA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
SerC - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 4+
SodB - - - - - - - + - - - + - - - - - - + - - - -
SucB - + o+ - - - + o+ o+ -+ - - - + - o+ 4+ +
SucC - - - + - -+ - - - - - - + +

SucD - - ++ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Tsf - - - - - - - - - -+ - - - - =+ - - - - - -
Tuf -+ o+ o+ - + o+ o+ + + + =+ o+ - - - - - + - - + -
XthA1l - - - ++ - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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a) Identifizierte Proteine auf der 2D-Proteomkarte und auf den 2D-Immunoblots sind entweder mit dem Proteinnamen oder alternativ mit der
GI-Nummer entsprechend der B. henselae Houston-1 Genomsequenz bezeichnet. Unidentifiizierte Proteine auf den 2D-Immunoblots sind mit
einem Buchstabenkiirzel statt dem Proteinnamen bzw. der GI-Nummer gekennzeichnet.
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Protein- Reaktionsintensitét Reaktionsintensitat Reaktivitat mit Reaktivitat mit
bezeichnung ® mit Patientenserum mit Kontrollserum  Patientenseren (n=5) Kontrollseren (n=33)
24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 1 2 3 4 5 abs.Nummer % abs. Nummer %
49475001 e 1 3 0 0
49475012 - - - - -+ - -+ - - - - - 8 24 0 0
49475061 i 4 12 0 0
49475409 - - - - 1 3 0 0
49475425 - - - - - - - - = = = = === 3 9 0 0
49475876 ++ o+ + - o+ -+ o+ - - - - - 18 55 0 0
49476068 . 1 3 0 0
49476239 - - - - - - - - 1 3 0 0
49476277 - - - - - - - - - - - - - o= 1 3 0 0
AccA - - + - =+ - - - =+ - - - - - - 10 30 0 0
AccD - - - - 1 3 0 0
Adk - - - - - =+ - - - - - - - - - 1 3 0 0
AhcY - - - - - o+ - = = - - - - - 2 6 0 0
AldA - - - - =+ - + - - - - - - - - 4 12 0 0
ATPA - - - - - - - - 5 15 0 0
ATPD - - - - = = - = -+ === == 1 3 0 0
ATPH ++ - - - - - - - - - - - - - - 2 6 0 0
ArgB - - - - 1 3 0 0
ClpB - - - - - - - - - = = = = == 3 9 0 0
CtpA - + o+ - + - - - - - =+ - - - 13 39 1 20
CtrA - - - - - + =+ - - - - - - - - 2 6 0 0
DhA - - - - - - - - = = = = === 2 6 0 0
DnaB ++ - - - - - - - - - - - - - - 2 6 0 0
DnaK - - - + o+ o+ + - - - - + - - - 15 45 1 20
EtfA - - - - - - - - 2 6 0 0
FabI2 - - - - - - - - - - - - - o= 1 3 0 0
FbaB - - - - - - - - - 3 9 0 0
FtsY - H - - - = -+ - - = = == 5 15 0 0
FtsZ - - - - - - - - = = = = === 1 3 0 0
FusA - - - - - - - - 4+ - - - - - - 5 15 0 0
GatB - o+ - - - - - - = = = = = = = 4 12 0 0
GlyA e e 4 12 0 0
GreA +H - - - - - - + - - - + - - - 3 9 1 20
GshB - - - - =+ - - - - - - - - - - 1 3 0 0
GroEL + 4+ o+ o+ + + o+ - - - + - - - 19 58 1 20
GroES - - -+ -+ o+ -+ - - - - - 12 36 0 0
GrpE - - - - - - - - 3 9 0 0
HbpD - + + - - - - - - = - - - - - 6 18 0 0
HslU - - - - - - - - 3 9 0 0
HtrA1 = = T S 5 15 0 0
HtrA3 - - - - - -+ -+ - - - - - - 6 18 0 0
HutB - - - - 1 3 0 0
IbpA2 - - - - - - =+ - - - - - - - - 4 12 0 0
Liv] e 6 18 0 0
LysS - - - =+ - - - - =+ - - - - - - 7 21 0 0
Mdh - - +  ++ - - - - -+ - - - - - 5 15 0 0
Mrp +H - - - -+ -+ - = = = = == 4 12 0 0
MutL - - - + - - - - - - - - - - - 2 6 0 0
NtrX - -+ - - - - - - - - - - - - 5 15 0 0
PpiB1 + - - - = = = = = = = = === 2 6 0 0
PdhB - - - - - - - - 2 6 0 0
PdhD2 - - - - -+ - - = == === 4 12 0 0
Pnp - - - - R = = - - - - - - - 7 21 0 0
PrfA - - - - - - + - - - - - - - - 1 3 0 0
PyrE - - - - - - - - - - - - - - - 2 6 0 0
Rho - +H+ H+ -+ - - = =+ = = = 1 33 1 20
Rpll - - - - - - - - -+ = = = = = 4 12 0 0
RplL + -+ -+ 24 73 4 80
RpoA - - - -+ - = = = == === = 5 15 0 0
RpsA - - - - - - - - - - - - - - - 2 6 0 0
RuvA - - - - - - - - 2 6 0 0
SdhA - o+ - - - - - - = = = = = = = 1 3 0 0
SerC - - - - - - - - 1 3 0 0
SodB - - 4+ + + o+ + - o+ = - = = = = 9 27 0 0
SucB + -+ -+ - - - = = = 21 64 0 0
SucC ++ - - - - - - - -+ - - - - - 7 21 0 0
SucD - - - - - - - - - - - - - o= 1 3 0 0
Tsf T o e T e 9 27 0 0
Tuf -+ -+ H+ s+ - - = == = == 18 55 0 0
XthAl - - - - - - - - - - - - - - o= 1 3 0 0
YfeA - -+ - - = = = = = = = = = 3 9 0 0
a - - -+ - - - - - - - - - - - 10 30 0 0
b - - - =+ - - - - - - - - - - - 8 24 0 0
c - - -+ - - - - - - - - - - - 11 33 0 0
d - - - - - - - - 3 9 0 0
e - - - - - - = - = = = = = = = 6 18 0 0
f - + -+ - - - - - - - - - - - 10 30 0 0
g - - - - - - - - = = = = = == 3 9 0 0
h - - + + = = = = = = = = = = = 6 18 0 0

a) Identifizierte Proteine auf der 2D-Proteomkarte und auf den 2D-Immunoblots sind entweder mit dem Proteinnamen oder alternativ mit der
GI-Nummer entsprechend der B henselae Houston-1 Genomsequenz bezeichnet. Unidentifiizierte Proteine auf den 2D-Immunoblots sind mit einem
Buchstabenkiirzel statt dem Proteinnamen bzw. der GI-Nummer gekennzeichnet.
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3.6 Untersuchung des im Infektionsverlauf mit Endothelzellen *S-radioaktiv markierten

B. henselae-Proteoms mittels 2D-SDS-PAGE

Da Proteine direkt und unmittelbar an der Ausfithrung der meisten Funktionen der Zelle beteiligt
sind, korreliert der aktuelle, physiologische Zustand einer Zelle zu einem definierten Zeitpunkt und
unter definierten Bedingungen mit der qualitativen und quantitativen Zusammensetzung der
Proteine (z.B. Verdnderung der Proteinexpression eines Proteins bzw. einer Gruppe von Proteinen)
als Folge eines bestimmten Stimulus. Eine besondere Stirke der 2D-SDS-PAGE ist die Erfassung
eben dieser qualitativen bzw. quantitativen Verdnderung der Proteinzusammensetzung, auch
Proteom-Signatur genannt, welche umfangreiche Einblicke in die Synthese- bzw. Degradationsrate
und in die ko- bzw. posttranslationale Modifizierung in bestimmter Weise regulierter Proteine
ermOglicht und folglich die Charakterisierung des zelluldren, physiologischen Zustand erlaubt
[108, 325].

Um die Zusammensetzung des B. henselae-Proteoms im Infektionsverlauf mit Endothelzellen zu
charakterisieren, wurden neu synthetisierte bakterielle B. henselae-Proteine in Kultur und ohne
Kultur mit HUVECs *S-radioaktiv markiert und anschlieBend mittels 2D-SDS-PAGE aufgetrennt
(siche 2.2.4-2.2.9). Die B. henselae ohne und in HUVEC-Zellkultur wurden in Cystein-und
Methionin-freiem Kulturmedium auf die Proteinmarkierung vorbereitet, mit Cycloheximid die
eukaryotische Proteinbiosynthese inhibiert, L->>S-Cystein/ L->>S-Methionin-Lésung zugegeben und
nach Einbau der **S-radioaktiven Aminosduren in das B. henselae-Proteom die Lyse der Bakterien
und die Extraktion der **S-radioaktiven B. henselae-Proteine durchgefiihrt (siche 2.2.5). Es wurden
30 pg (10° cpm) *’S-radioaktiver B. henselae-Proteinextrakt mittels 24 cm linearen IPG-Streifen
4-7 bzw. 6 -9/ 15 % SDS-PAGE aufgetrennt (siche 2.2.7) und die resultierenden 2D-SDS-PA-
Gele mit Silbernitratlosung (siche 2.2.8.2) gefirbt. Die in verschiedene Proteinpunkte aufgetrennten
S-radioaktiven Proteine bzw. Proteinspezies von B. henselae wurden durch Exposition der
getrockneten 2D-Gele auf Imaging Plates erfasst (siehe 2.2.8) und anschlieBend qualitativ und
quantitativ mittels der Decodon Delta-2D 3.3 Software ausgewertet (siche 2.2.9) (Abb. 20).

Die Analyse der Zusammensetzung des B. henselae-Proteoms mittels 2D-SDS-PAGE radioaktiv
markierter Proteine bzw. Proteinspezies erfolgte in zwei Projekten mit der Decodon Delta-2D 3.3
Software: 2D-Gele im pH-Bereich 4 - 9/ MW 10 - 100 kDa (Delta-2D Projekt I) bzw. 2D-Gele im
pH-Bereich 6 - 9/ MW 10 - 100 kDa (Delta-2D Projekt II) in jeweils zwei Gruppen (Zustinden),
,»B. henselae ohne HUVEC-Kultur* (Gruppe I) und ,,B. henselae in HUVEC-Kultur* (Gruppe II).
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Abb. 20: Arbeitsschema fiir die *°S-radioaktiven Markierungsexperimente von B. henselae Marseille ohne Kultur und
in Kultur mit HUVECs. A) Es wurden B. henselae ohne und in HUVEC-Zellkultur in Cystein-, Methionin-freiem
Kulturmedium auf die Proteinmarkierung vorbereitet, mit Cycloheximid die eukaryotische Proteinbiosynthese inhibiert,
L-*S-Cystein/ L-*>S-Methionin-L3sung zugegeben und nach Einbau der *°S-radioaktiven Aminosduren in das
B. henselae-Proteom die Lyse der Bakterien und die Extraktion der **S-radioaktiven B. henselae-Proteine durchgefiihrt
(siehe 2.2.5). B) Die Trennung des 33S-radioaktiven B. henselae-Proteinextraktes erfolgte mittels 24 cm linearen IPG-
Streifen 4 -7 bzw. 6-9/15% SDS-PAGE (siche 2.2.6). C) Die Proteinpunkte der **S-radioaktiven B. henselae-
Proteine wurden durch Exposition der 2D-Gele auf Imaging Plates erfasst (siche 2.2.8) und mittels Decodon
Delta-2D 3.3 Software ausgewertet (siche 2.2.9) D) Alle besonders signifikant, unterschiedlich intensiv auftretenden
»S-radioaktiven B. henselae-Proteinpunkte werden als korrespondierende Proteinpunkte den entsprechenden Colloidal-
Coomassie-Blau gefarbten 2D-SDS-PA-Gelen fiir eine MALDI-TOF-MS basierte Proteinidentifizierung entnommen
(siehe 2.2.15).

Fiir jedes Projekt wurde als Referenzzustand das Punktmuster der Proteine bzw. Proteinspezies
eines 2D-SDS-PA-Gels ,,B. henselae ohne HUVEC-Kultur® definiert und letztlich jedes 2D-Gel
eines Projektes mit dem 2D-Referenzgel abgeglichen. Zur qualitativen und quantitativen Analyse
der Zusammensetzung des B. henselae-Proteoms beider Gruppen (B. henselae —/+ HUVECs) wurde
°S-radioaktiver B. henselae-Proteinextrakt dreier biologischer Replikate mit mindestens jeweils
zwei technischen Replikaten unabhingig voneinander mittels 2D-SDS-PAGE aufgetrennt. Die
insgesamt 12 Abbildungen der analytischen 2D-SDS-PA-Gele radioaktiv —markierter
B. henselae-Proteine zweier Gruppen (B. henselae —/+~ HUVECs) mit jeweils 6 Abbildungen
wurden mittels Delta-2D {ibereinandergelegt und die Proteinpunkte detektiert und quantifiziert
(siche 2.2.9.3/4). Die daraus resultierende Uberlagerungsdarstellung zeigt eindrucksvoll die
Verianderungen des B. henselae-Proteoms, wenn den Proteinpunkten der jeweils sechs 2D-Gele von
,»B. henselae ohne HUVEC-Kultur eine griine Farbgebung (Abb. 22, 25) und den Proteinpunkten
der jeweils sechs 2D-Gele von ,,B. henselae in HUVEC-Kultur eine rote Farbgebung (Abb. 23, 26)
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verliechen wird (Abb. 21, 24). Folglich entsteht bei einer qualitativen und quantitativen
Ubereinstimmung der entsprechenden, in Proteinpunkte aufgetrennten >°S-radioaktiven Proteine
bzw. Proteinspezies von B. henselae durch Farbaddition die Mischfarbe (gelb). Hingegen werden
bei qualitativen als auch quantitativen Unterschieden zwischen den zwei Vergleichszustinden
(B. henselae —/+ HUVECs) die Proteinpunkte farblich hervorgehoben (rot bzw. griin).

Das aus der Punktquantifizierung abgeleitete, errechnete, relative Volumen eines einzelnen
Punktes in [Vol.-%] bezieht sich auf das Gesamtvolumen aller detektierten Punkte des jeweiligen,
einzelnen 2D-Geles. Neben den Zahlenwerten wie Durchschnittswert in [Vol.-%], Medianwert in
[Vol.-%] und Standardabweichung in [Vol.-%] der Punktvolumina der zwei Gruppen
(B. henselae -/+HUVECs) konnten quantitative  Unterschiede der Proteinpunkte als
Sdulendiagramm direkt dem Uberlagerungsbild entnommen werden (Tab. 16, 17, 21, 22). Jeweils
eine Anzahl von 40 im Punktvolumen zwischen den zwei zu vergleichenden Zustinden
(B. henselae —/+ HUVECS) signifikant, differentiell intensiv auftretenden Proteinpunkten wurde fiir
jedes der Delta-2D Projekte durch Anwendung bestimmter Filtereinstellungen mittels der Decodon
Delta-2D 3.3 Software herausgelesen. Diese im Punktvolumen mindestens 1,5-fach unterschiedlich
stark auftretenden Proteine stellen somit B. henselae-Proteine dar, die wéihrend des
Infektionsverlaufes mit Endothelzellen moglicherweise als bakterielle Pathogenititsfaktoren
fungieren (Abb. 21, 24; Tab. 16, 17,19, 22). Alle diese signifikant, unterschiedlich intensiv
auftretenden  B. henselae-Proteinpunkte sind mit einer zugewiesenen, verwendeten
Proteinmarkierung und - falls identifiziert - mit der Proteinbezeichnung (Proteinname bzw.
GI-Nummer) entsprechend der B. henselae Houston-1 Genomdatenbank (NCBI, Zugangsnummer
NC 005956) in den Uberlagerungsdarstellungen der 2D-SDS-PA-Gele im Bereich von pl4 -7
bzw. 6-7 und MW 10-100kDa der *S-radioaktiven Markierungsexperimente bezeichnet
(Abb. 21, 24). Derart interessante, differentiell auftretende B. henselae-Proteinpunkte der
»S-radioaktiven ~Markierungsexperimente wurden als  korrespondierende  Proteinpunkte
entsprechenden, nicht-radioaktiven 2D-SDS-PA-Gelen fiir eine massenspektrometrische
Proteinidentifizierung entnommen (siche 2.2.15). Dazu wurden 400 pg bzw. 450 ug der
extrahierten B. henselae-Proteine mittels 24 cm linearen IPG-Streifen 4 - 7 bzw. 6 - 9/ 15 % SDS-
PAGE aufgetrennt (siehe 2.2.7) und die resultierenden 2D-SDS-PA-Gele mit Colloidal-Coomassie-
Blau gefirbt (siche 2.2.8.1) (Abb. 27, 28). Diese in verschiedene Proteinpunkte aufgetrennten
Proteine bzw. Proteinspezies von B. henselae wurden aus den 2D-SDS-PA-Gelen ausgeschnitten,

einer tryptischen Proteolyse unterzogen und mittels MALDI-TOF-MS-Analyse identifiziert.
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Abb. 21: Uberlagerungsdarstellung von 2D-SDS-PA-Gelen im Bereich von p/4-7 und MW 10 - 100 kDa der
»S-radioaktiven Markierungsexperimente von B. henselae Marseille ohne Kultur - griine Farbgebung - und in Kultur
mit HUVECs - rote Farbgebung. Die Uberlagerungsdarstellung besteht aus 12 iiberlagerten Abbildungen von 2D-SDS-
PA-Gelen mit jeweils sechs 2D-Gelen von B. henselae ohne Kultur (griine Farbgebung der Proteinpunkte) und in Kultur
mit HUVECsS (rote Farbgebung der Proteinpunkte) (Abb. 22, 23). Dabei représentieren die sechs 2D-Gele einer Gruppe
drei unabhingig voneinander hergestellte biologische Replikate mit jeweils zwei technischen Replikaten der mittels
2D-SDS-PAGE aufgetrennten **S-radioaktiven B. henselae-Proteine. Die Trennung der extrahierten *°S-radioaktiv
markierten B. henselae-Proteine erfolgte mittels 24 cm linearen IPG-Streifen 4 - 7/ 15 % SDS-PAGE, die Proteinpunkte
wurden durch Exposition der Gele auf Imaging Plates erfasst und mittels Decodon Delta-2D 3.3 Software ausgewertet.
Alle besonders signifikant und unterschiedlich intensiv auftretenden B. henselae-Proteinpunkte sind mit einer
zugewiesenen, verwendeten Proteinmarkierung und - falls identifiziert - mit der Proteinbezeichnung (Proteinname bzw.
GI-Nummer) entsprechend der B. henselae Houston-1 Genomdatenbank (NCBI, Zugangsnummer NC_005956)
bezeichnet.

Abb. 22, 23: Nichste Seiten - Uberlagerungsdarstellung von sechs in Abb. 21 mit griiner Farbgebung (Abb. 22) bzw.
roter Farbgebung (Abb. 23) der Proteinpunkte wiedergegebenen 2D-SDS-PA-Gelen im Bereich von p/4-7 und
MW 10 - 100 kDa der **S-radioaktiven Markierungsexperimente von B. henselae Marseille ohne Kultur (Abb. 22) bzw.
in Kultur mit HUVECs (Abb. 23). Dabei reprisentieren die sechs 2D-Gele drei unabhéngig voneinander hergestellte
biologische Replikate mit jeweils zwei technischen Replikaten der mittels 2D-SDS-PAGE aufgetrennten
33S-radioaktiven B. henselae-Proteine. Die Trennung der extrahierten *°S-radioaktiv markierten B. henselae-Proteine
erfolgte mittels 24 cm linearen IPG-Streifen 4 - 7/ 15 % SDS-PAGE (Abb. 22, 23) und die Proteinpunkte wurden durch
Exposition der Gele auf Imaging Plates erfasst. Alle besonders signifikant und unterschiedlich intensiv auftretenden
B. henselae-Proteinpunkte sind mit einer zugewiesenen, verwendeten Proteinmarkierung bezeichnet und wurden den
priparativen, Colloidal-Coomassie-Blau gefarbten 2D-SDS-PA-Gelen (Abb. 27) fiir eine MALDI-TOF-MS-basierte
Proteinidentifizierung entnommen.
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Abb. 22: Uberlagerungsdarstellung von sechs in Abb. 21 mit griiner Farbgebung der Proteinpunkte wiedergegebenen
2D-SDS-PA-Gelen im Bereich von pl4 -7 und MW 10 - 100 kDa der **S-radioaktiven Markierungsexperimente von
B. henselae Marseille ohne Kultur mit HUVECs.
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Abb. 23: Uberlagerungsdarstellung von sechs in Abb. 21 mit roter Farbgebung der Proteinpunkte wiedergegebenen
2D-SDS-PA-Gelen im Bereich von p/ 4 - 7 und MW 10 - 100 kDa der **S-radioaktiven Markierungsexperimente von
B. henselae Marseille in Kultur mit HUVECs.
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Tab. 16: Quantitative Informationen zu den identifizierten, besonders signifikant und unterschiedlich stark auf den
2D-SDS-PA-Gelen im Bereich von p/4-7 und MW 10-100 kDa (Abb. 21, 22, 23) auftretenden B. henselae-
Proteinpunkten der *°S-radioaktiven Markierungsexperimente von B. henselae Marseille ohne Kultur - griine
Farbgebung - und in Kultur mit HUVECs. Dabei repréisentieren die sechs 2D-Gele einer Gruppe drei unabhéngig
voneinander hergestellte biologische Replikate mit jeweils zwei technischen Replikaten der mittels 2D-SDS-PAGE
aufgetrennten *S-radioaktiven B. henselae-Proteine. Die quantitative Erfassung der Punktvolumina aller Proteinpunkte
auf den 2D-Gelen erfolgte mittels der Decodon Delta-2D 3.3 Software und die ermittelten Punktvolumina bezichen sich
auf das Gesamtvolumen der Punkte des jeweiligen 2D-SDS-PA-Geles.
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Volumenverhéltnis B.h. - HUVECs/ B.h. + HUVECs:  2.04604 T-Test:  0.001

Durschnitt [Vol.-% ]: 0.18751 0.09164

Medianwert [Vol.-% ]: 0.18526 0.09756

Standardabweichung [Vol.-% ]: 4.24220 0.48870

P15: PpA B. henselae - HUVECs (Gruppe 1) B. henselae + HUVECs (Gruppe 2)
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Volumenverhéltnis B.h. - HUVECs/ B.h. + HUVECs:  0.41306 T-Test:  0.001

Durschnitt [Vol.-% ]: 0.04779 0.11570

Medianwert [Vol.-% ]: 0.04839 0.11326

Standardabweichung [Vol.-% ]: 8.81680 12.1444
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Volumenverhaltnis B.h. - HUVECs/ B.h. + HUVECs:  0.54294 T-Test:  0.001

Durschnitt [Vol.-% ]: 0.03729 0.06867
Medianwert [Vol.-% ]: 0.03927 0.06772
Standardabweichung [Vol.-% ]: 16.82572 7.85768
P21:  GI 49476239 B. henselae - HUVECs (Gruppe 1) B. henselae + HUVECs (Gruppe 2)
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Volumenverhaltnis B.h. - HUVECs/ B.h. + HUVECs:  1.68677 T-Test:  0.003

Durschnitt [Vol.-% ]:
Medianwert [Vol.-% ]:

Standardabweichung [Vol.-% ]:

0.16355 0.09696
0.15736 0.09474
11.35799 9.24325
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Volumenverhéltnis B.h. - HUVECs/ B.h. + HUVECs:  1.54648 T-Test:  0.007

Durschnitt [Vol.-% ]:
Medianwert [Vol.-% ]:
Standardabweichung [Vol.-% ]:

0.10621 0.06868
0.10402 0.07113
8.22302 13.81169
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Volumenverhéltnis B.h. - HUVECs/ B.h. + HUVECs:  4.86429 0.001

Durschnitt [Vol.-% ]:
Medianwert [Vol.-% ]:
Standardabweichung [Vol.-% ]:

0.41029 0.08435
0.41840 0.08082
5.96134 14.85752
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Volumenverhéltnis B.h. - HUVECs/ B.h. + HUVECs:  1.44394 T-Test:  0.001

Durschnitt [Vol.-% ]:
Medianwert [Vol.-% ]:
Standardabweichung [Vol.-% ]:

0.42215 0.29236
0.42628 0.28825
4.98411 8.92511
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Volumenverhéltnis B.h. - HUVECs/ B.h. + HUVECs:  0.31423 T-Test:  0.001

Durschnitt [Vol.-% ]:
Medianwert [Vol.-% ]:
Standardabweichung [Vol.-% ]:

0.02219 0.07061
0.02177 0.07303
20.95947 12.85931
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Volumenverhéltnis B.h. - HUVECs/ B.h. + HUVECs:  0.29588 T-Test:  0.005

Durschnitt [Vol.-% ]:
Medianwert [Vol.-% ]:
Standardabweichung [Vol.-% ]:

0.00789 0.02666
0.00760 0.03043
22.02514 29.02518
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P37: PanB/ Gl 49475409  B. henselae - HUVECs (Gruppe 1) B. henselae + HUVECs (Gruppe 2)

0260
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o AERENE " I Volumenverhaltnis B.h. - HUVECs/ B.h. + HUVECs: 053434  T-Test:  0.001

Durschnitt [Vol.-% ]: 0.04675 0.08749

Medianwert [Vol.-% ]: 0.04784 0.08576

Standardabweichung [Vol.-% ]: 7.74053 9.41399

P39:  SecB B. henselae - HUVECs (Gruppe 1) B. henselae + HUVECs (Gruppe 2)
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o NERNENE Volumenverhaltnis B.h. - HUVECs/ B.h. + HUVECs: 052401  T-Test:  0.004
Durschnitt [Vol.-% ]: 0.06712 0.12809

Medianwert [Vol.-% ]: 0.06830 0.12186

Standardabweichung [Vol.-% ]:  13.41239 13.36335

Alle bei der Untersuchung des *°S-radioaktiv markierten B. henselae-Proteoms zusitzlich zu der
2D-Proteomkarte von B. henselae, also nicht in Tab. 11 erfassten identifizierten Proteine sind in
Tab. 18 mit der verwendeten Bezeichnung wie dem Proteinnamen bzw. ihrer GI-Nummer, der
Proteinbeschreibung, der Zugangsnummer des Proteins (Accession Number), der Lokusnummer des
Gens auf dem B. henselae-Genom (Locus Tag) sowie der Anzahl der nachgewiesenen
Proteinpunkte (Isoformen) aufgefiihrt. Ebenso sind das theoretische und empirische
Molekulargewicht, der theoretische und empirische isoelektrische Punkt, der berechnete CAI- und
GRAVY-Wert, der COG-Buchstabencode zur Zuordnung zur funktionellen Kategorie, die
PSORTb-basierte Lokalisationsvorhersage und die SignalP-basierte Detektion eines N-terminalen
Signalpeptides angegeben.

Nur wenn eine massenspektrometrische Identifizierung zweier identischer Proteinpunkte von
zwel unabhéngig voneinander erstellten 2D-Gelen iibereinstimmende Ergebnisse erbrachte, galt das
Protein als identifiziert (Tab. 19, 20). Aufgrund dieser stringenten Kriterien konnte eine eindeutige
Proteinbezeichnung, also der abgekiirzte Proteinname oder alternativ die GI-Nummer des
kodierenden ORF nur zu einer Anzahl von 15 im Punktvolumen unterschiedlich intensiv

auftretenden Proteinen zugewiesen werden (Abb. 21, 24, Tab. 18, 19, 20).
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Abb. 24: Uberlagerungsdarstellung von 2D-SDS-PA-Gelen im Bereich von p/6-9 und MW 10 - 100 kDa der
»S-radioaktiven Markierungsexperimente von B. henselae Marseille ohne Kultur - griine Farbgebung - und in Kultur
mit HUVECs - rote Farbgebung. Die Uberlagerungsdarstellung besteht aus 12 iiberlagerten Abbildungen von 2D-SDS-
PA-Gelen mit jeweils sechs 2D-Gelen von B. henselae ohne Kultur (griine Farbgebung der Proteinpunkte) und in Kultur
mit HUVECsS (rote Farbgebung der Proteinpunkte) (Abb. 25, 26). Dabei représentieren die sechs 2D-Gele einer Gruppe
drei unabhingig voneinander hergestellte biologische Replikate mit jeweils zwei technischen Replikaten der mittels
2D-SDS-PAGE aufgetrennten **S-radioaktiven B. henselae-Proteine. Die Trennung der extrahierten *°S-radioaktiv
markierten B. henselae-Proteine erfolgte mittels 24 cm linearen IPG-Streifen 6 - 9/ 15 % SDS-PAGE, die Proteinpunkte
wurden durch Exposition der Gele auf Imaging Plates erfasst und mittels Decodon Delta-2D 3.3 Software ausgewertet.
Alle besonders signifikant und unterschiedlich intensiv auftretenden B. henselae-Proteinpunkte sind mit einer
zugewiesenen, verwendeten Proteinmarkierung und - falls identifiziert - mit der Proteinbezeichnung (Proteinname bzw.
GI-Nummer) entsprechend der B. henselae Houston-1 Genomdatenbank (NCBI, Zugangsnummer NC_005956)
bezeichnet.

Abb. 25, 26: Nichste Seiten - Uberlagerungsdarstellung von sechs in Abb. 24 mit griiner Farbgebung (Abb. 25) bzw.
roter Farbgebung (Abb. 26) der Proteinpunkte wiedergegebenen 2D-SDS-PA-Gelen im Bereich von p/6-9 und
MW 10 - 100 kDa der **S-radioaktiven Markierungsexperimente von B. henselae Marseille ohne Kultur (Abb. 25) bzw.
in Kultur mit HUVECs (Abb. 26). Dabei représentieren die sechs 2D-Gele drei unabhéngig voneinander hergestellte
biologische Replikate mit jeweils zwei technischen Replikaten der mittels 2D-SDS-PAGE aufgetrennten
3S-radioaktiven B. henselae-Proteine. Die Trennung des *°S-radioaktiven B. henselae-Proteinextraktes erfolgte mittels
24 cm linearen IPG-Streifen 6 - 9/ 15 % SDS-PAGE (Abb. 25, 26) und die Proteinpunkte wurden durch Exposition der
Gele auf Imaging Plates erfasst. Alle besonders signifikant und unterschiedlich intensiv auftretenden
B. henselae-Proteinpunkte sind mit einer zugewiesenen, verwendeten Proteinmarkierung bezeichnet und wurden den
priparativen, Colloidal-Coomassie-Blau gefarbten 2D-SDS-PA-Gelen (Abb. 28) fiir eine MALDI-TOF-MS-basierte
Proteinidentifizierung entnommen.
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Abb. 25: Uberlagerungsdarstellung von sechs in Abb. 24 mit griiner Farbgebung der Proteinpunkte wiedergegebenen
2D-SDS-PA-Gelen im Bereich von pl 6 -9 und MW 10 - 100 kDa der **S-radioaktiven Markierungsexperimente von
B. henselae Marseille ohne Kultur mit HUVECs.
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Abb. 26: Uberlagerungsdarstellung von sechs in Abb. 24 mit roter Farbgebung der Proteinpunkte wiedergegebenen
2D-SDS-PA-Gelen im Bereich von p/ 6 - 9 und MW 10 - 100 kDa der *°S-radioaktiven Markierungsexperimente von
B. henselae Marseille in Kultur mit HUVECs.
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Tab. 17: Quantitative Informationen zu den identifizierten, besonders signifikant und unterschiedlich stark auf den
2D-SDS-PA-Gelen im Bereich von p/6-9 und MW 10-100 kDa (Abb. 25,26, 27) auftretenden B. henselae-
Proteinpunkten der *°S-radioaktiven Markierungsexperimente von B. henselae Marseille ohne Kultur - griine
Farbgebung - und in Kultur mit HUVECs. Dabei repréisentieren die sechs 2D-Gele einer Gruppe drei unabhéngig
voneinander hergestellte biologische Replikate mit jeweils zwei technischen Replikaten der mittels 2D-SDS-PAGE
aufgetrennten *S-radioaktiven B. henselae-Proteine. Die quantitative Erfassung der Punktvolumina aller Proteinpunkte
auf den 2D-Gelen erfolgte mittels der Decodon Delta-2D 3.3 Software und die ermittelten Punktvolumina beziehen sich
auf das Gesamtvolumen der Punkte des jeweiligen 2D-SDS-PA-Geles.

P10:  GI 49475388 B. henselae - HUVECSs (Gruppe 1) B. henselae + HUVECs (Gruppe 2)

- . ‘ ; : : ‘ E i ‘ ‘

. ol S B b B Be B
v t - 3 5 -

o
ons
o HENEEE

Volumenverhéltnis B.h. - HUVECs/ B.h. + HUVECs:  2.06041 T-Test:  0.001

Durschnitt [Vol.-% ]: 0.23459 0.11386
Medianwert [Vol.-% ]: 0.24012 0.11302
Standardabweichung [Vol.-% ]: 4.27892 432155
P18: PdhC B. henselae - HUVECSs (Gruppe 1) B. henselae + HUVECs (Gruppe 2)

R T

Volumenverhaltnis B.h. - HUVECs/ B.h. + HUVECs:  0.62450 T-Test: 0.003

Durschnitt [Vol.-% ]: 0.26799 0.42912

Medianwert [Vol.-% ]: 0.26245 0.43269

Standardabweichung [Vol.-% ]:  12.85817 8.36780

P27:  PepA B. henselae - HUVECSs (Gruppe 1) B. henselae + HUVECs (Gruppe 2)

ol . . s
. = - =

ooe | . ‘ - - . JEN . .
a .

Volumenverhéltnis B.h. - HUVECs/ B.h. + HUVECs:  0.51550 T-Test:  0.001

Durschnitt [Vol.-% ]: 0.03865 0.07497
Medianwert [Vol.-% ]: 0.03793 0.07541
Standardabweichung [Vol.-% ]:  22.10562 7.51363
P37: RpsF B. henselae - HUVECSs (Gruppe 1) B. henselae + HUVECs (Gruppe 2)

Volumenverhaltnis B.h. - HUVECs/ B.h. + HUVECs:  0.66504 T-Test:  0.001

Durschnitt [Vol.-% ]:
Medianwert [Vol.-% ]:

Standardabweichung [Vol.-% ]:

0.13390 0.20134
0.13336 0.19490
8.28995 5.78534
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Dabei enthielten auf den 2D-SDS-PA-Gelen im Bereich von p/ 4 -7 und MW 10 - 100 kDa
nachweislich zwei dieser Proteinpunkte jeweils zwei verschiedene Proteine, z.B. Proteinpunkt
P19 (GI 49475469/ Map), Proteinpunkt P37 (PanB/ GI 49475409). Insgesamt konnten 16
verschiedene, im Infektionsverlauf von B. henselae potentiell regulierte Proteine identifiziert
werden (Tab. 16, 17). Diese Proteine stehen somit im Zusammenhang mit der physiologischen und
pathogenetischen Adaptation von B. henselae wéhrend des Infektionsverlaufs mit Endothelzellen
(HUVECsS) und stellen moglicherweise B. henselae-Pathogenitétsfaktoren dar. Zusammenfassend
weisen folgende Proteine ein verstirktes Punktvolumen auf den 2D-SDS-PA-Gelen des

33S-radioaktiv markierten B. henselae-Proteoms im Infektionsverlauf mit HUVECs auf:

PpA (YP_033023) Anorganische Pyrophosphatase (P15; Abb. 21)

- SerC (YP_033219) Phosphoserin-Aminotransferase (P31; Abb. 21)

- PanB (YP_033349) 3-Methyl-2-Oxobutanoat-Hydroxymethyltransferase (P35,P37; Abb. 21)

- Gl 49475409 (YP_033450) Hypothetisches Protein BH06210 (P37; Abb. 21)

- SecB (YP_032963) Proteinexport-Protein SecB (P39; Abb. 21)

- PdhC (YP_033411) Dihydrolipoamid-Acyltransferase/ 2-Oxoséure-Dehydrogenase -
E2-Komponente (P18; Abb. 24)

- PepA (YP_033057) Leucyl-Aminopeptidase (P27; Abb. 24)

- RpsF (YP_033367) 30S ribosomales Protein S6 (P37; Abb. 24)

Folgende Proteine weisen ein vermindertes Punktvolumen auf den 2D-SDS-PA-Gelen des

33S-radioaktiv markierten B. henselae-Proteoms im Infektionsverlauf mit HUVECs auf:

- FtsZ (YP_033890) Zellteilungsprotein ftsZ (P12; Abb. 21)

- GI49475469 (YP_033510) Phagen-verwandtes Protein (P19; Abb. 21)

- Map (YP_033641) Methionin-Aminopeptidase (P19; Abb. 21)

- GI49476239 (YP_034280) SapC-verwandtes Protein (P21; Abb. 21)

- DnaK (YP_032930) Hitzeschockprotein-70 DnaK (P22; Abb. 21)

- HslV (YP_033060) ATP-abhingige Protease-Untereinheit HslV (P27; Abb. 21)
- GI149475430 (YP_033471) Hypothetisches Protein BH06420 (P30; Abb. 21)

- Gl 49475388 (YP_033429) Hypothetisches Protein BH05970 (P10; Abb. 24)
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Abb. 27: Représentatives, priparatives, Colloidal-Coomassie-Blau gefirbtes 2D-SDS-PA-Gel der extrahierten
Proteine von B. henselae Marseille. Die Trennung der Proteine erfolgte mittels 24 cm linearen IPG-Streifen 4 - 7/ 15 %
SDS-PAGE.
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Abb. 28: Reprisentatives, priparatives, Colloidal-Coomassie-Blau gefirbtes 2D-SDS-PA-Gel der extrahierten
Proteine von B. henselae Marseille. Die Trennung der Proteine erfolgte mittels 24 cm linearen IPG-Streifen 6 - 9/ 15 %
SDS-PAGE.



Tab. 18: Zu den Proteinen der 2D-Proteomkarte zusétzlich identifizierte B. henselae-Proteine mit der zugewiesenen, verwendeten Proteinbezeichnung (Proteinname bzw.
GI-Nummer) auf den Uberlagerungsdarstellungen der 2D-SDS-PA-Gele der **S-radioaktiven Markierungsexperimente im Bereich von p/4 - 7 bzw. 6 - 9 und MW 10 - 100 kDa
(siche Abb. 21, 24). Die annotierten, nicht in Tab. 11 erfassten Proteine sind mit der Zugangsnummer des Proteins (Accession Number), der Lokusnummer des Gens auf dem
B. henselae-Genom (Locus Tag), der Proteinbeschreibung und der Anzahl der nachgewiesenen Proteinpunkte (Isoformen) aufgefiihrt. Ebenso sind das theoretische und empirische
Molekulargewicht, der theoretische und empirische isoelektrische Punkt, die SignalP-basierte Detektion eines N-terminalen Signalpeptides, der berechnete CAI- und GRAVY-Wert,
der COG-Buchstabencode zur Zuordnung zur funktionellen Kategorie und die PSORTb-basierte Lokalisationsvorhersage angegeben.

Protein- Zugangs- Lokus- Proteinbeschreibung Anzahl Empir. Best. Theoret. Best.  SignalP  SignalP- PSORTb- PSORTb- COGs" CAI?Y GRAVYY
bezeichnung® nummer ® nummer © der MW [kDa]/pl ® MW [kDa]/pl  Signal ~ Wahrschein- Lokalisation® Wahrschein-
Punkte Peptid ® lichkeit " lichkeit "
49475388 YP _033429.1 BHO05970  Hypothetisches Protein BH05970 1 13.2/6.6 15.84 7.66 ] 0.664 UNK 2.00 S 0.6 0.046
49475430 YP 033471.1 BHO06420  Hypothetisches Protein BH06420 1 17.2/5.3 20.62 6.43 J 0.940 UNK 2.00 S 0.6 -0.166
49475469 YP 033510.1 BHO06860  Phagen-verwandtes Protein 1 30.0/6.3 29.12 580 N 0.000 UNK 2.00 D 0.4 -0.557
Map YP_033641.1 BHO08350  Methionin-Aminopeptidase 1 30.0/6.3 30.79 599 N 0.000 UNK 2.00 J 0.5 -0.202
PanB YP 033349.1 BHO05130  3-Methyl-2-Oxobutanoat- 2 30.1/5.7 29.96 589 N 0.000 UNK 2.00 H 0.6 -0.015
Hydroxymethyltransferase

PepA YP_033057.1 BHO02040 Leucyl-Aminopeptidase 1 21.2/6.3 50.22 631 N 0.001 UNK 2.00 E 0.5 -0.106
SecB YP 032963.1 BHO01020  Proteinexport-Protein SecB 1 16.8/4.5 17.70 459 N 0.000 UNK 2.00 U 0.5 -0.224

a) Identifizierte Proteine auf der 2D-Proteomkarte und auf den 2D-Immunoblots sind entweder mit dem Proteinnamen oder alternativ mit der GI-Nummer entsprechend der B. henselae Houston-1 Genomsequenz bezeichnet.
b) Die Zugangsnummern der Proteine sind entsprechend der NCBI B. henselae Houston-1 Genomsequenz (NC_005956) angegeben. Fiir Details siehe NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/key.html#accessions.
¢) Die Lokusnummern des Gens sind entspechend der B. henselae Houston-1 Genomsequenz (NC_005956) angegeben.
d)  Empirische MW- und p/-Werte wurden mittels der Decodon Delta-2D 3.3 Software bestimmt.
e) Die Zuweisung eines Signalpeptides zu den Proteinen erfolgte mittels SignalP-HMM (Hidden Markov Model); N - kein Signalpeptid / J - Signalpeptid.
f)  Die Wahrscheinlichkeit der Signalpeptidvorhersage von SignalP (0 bis 1).
g) Die Zuweisung der zelluldren Lokalisation zu den Proteinen erfolgte mittels PSORTb. Die Abkiirzungen geben die Lokalisation wieder:
(CYT: Zytosol, CM: zytosolische Membran, PP: periplasmatischer Raum, OM: Auflenmembran, UNK: unbekannte Lokalisation, UNK-ML: unbekannte Lokalisation mit potentiell multiplen Lokalisationsmdglichkeiten.
h)  Die Wahrscheinlichkeit der Lokalisationsvorhersage von PSORTb (0 bis 10).
i)  COG-Kategorie der Proteine (Cluster of orthologous groups). Weitere Details sowie alle B. henselae-Proteine nach COG-Kategorie katalogisiert.
Siehe NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/coxik.cgi?gi=409.
j)  Bewertung der Expressionshéufigkeit der Proteine anhand des CAI-Wertes (Codon adaptation index).
k) Bewertung der Hydropathie der Proteine anhand des GRAVY-Wertes (Grand average of hydropathy).
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Tab. 19: Zu den Proteinen der 2D-Proteomkarte zusitzlich identifizierte B. henselae-Proteine mit der zugewiesenen, verwendeten Proteinmarkierung und Proteinbezeichnung
(Proteinname bzw. GI-Nummer) auf den Uberlagerungsdarstellungen der 2D-SDS-PA-Gele der **S-radioaktiven Markierungsexperimente im Bereich von p/ 4 - 7 und MW 10 - 100
kDa (Abb. 17). Die annotierten Proteine sind mit der Zugangsnummer des Proteins (Accession Number), der Lokusnummer des Gens auf dem B. henselae-Genom (Locus Tag), der
Proteinbeschreibung, dem theoretischen Molekulargewicht und dem theoretischen isoelektrischen Punkt aufgefiihrt. Dariiber hinaus sind detaillierte Informationen der als
Zweifachbestimmung durchgefiihrten MALDI-TOF-MS basierten Proteinidentifizierung wie Rangstelle der Proteinbestimmung (Identification Rank), Bewertungsnote der
Proteinbestimmung (Mascot Score), Sequenzabdeckung der Proteinbestimmung sowie Anzahl der gemessenen und identifizierten Peptide angegeben.

Protein- Protein- Rang® Zugangs- Lokus- Proteinbeschreibung Theoret. best. Mascot- Sequenz- Anzahl der  Mascot- Sequenz- Anzahl der
markierung ® bezeichnung ¥ nummer®  nummer 9 MW [kDa]/pl  Score ® abdeckung ?  Peptide ¢ Score © abdeckung ?  Peptide "
P12 FtsZ 1 YP 033890.1 BHI11180  Zellteilungsprotein ftsZ 62314 525 604 34 % 18 606 32% 17
P15 Ppa 1 YP_033023.1 BHO01690  Anorganische Pyrophosphatase 20.015 513 161 35% 8 129 35% 7
P19 49475469 1 YP 033510.1 BHO06860  Phagen-verwandtes Protein 29.123 580 314 49 % 11 322 54 % 11
Map 2 YP_033641.1 BHO08350  Methionin-Aminopeptidase 30.787 599 139 26 % 7 132 27 % 7
P21 49476239 YP _034280.1 BH15840  SapC-verwandtes Protein 31.189 651 48 25% 8 49 25% 8
P22 DnaK 1 YP_032930.1 BHO00650  Hitzeschockprotein-70 DnaK 68.219 493 407 22 % 11 291 24 % 12
P27 HslV 1 YP 033060.1 BH02070  ATP-abh. Protease-Untereinheit HsIV ~ 20.894  6.17 253 38 % 8 291 53 % 7
P30 49475430 1 YP_033471.1 BHO06420  Hypothetisches Protein BH06420 20.617 643 276 35 % 6 410 33% 6
P31 SerC 1 YP _033219.1 BHO03780  Phosphoserin-Aminotransferase 43.170 497 202 9% 6 239 13 % 7
P35 PanB 1 YP_033349.1 BHO05130  3-Methyl-2-Oxobutanoat- 29956 589 206 46 % 10 229 46 % 10
Hydroxymethyltransferase
P37 PanB 1 YP_033349.1 BHO05130  3-Methyl-2-Oxobutanoat- 29.956 5.89 275 47 % 13 251 47 % 13
Hydroxymethyltransferase
49475409 2 YP_033450.1 BH06210  Hypothetisches Protein BH06210 31253 582 130 30 % 6 87 15 %
P39 SecB 1 YP_032963.1 BHO01020  Proteinexport-Protein SecB 17700  4.59 120 45 % 4 269 45 % 4

a) Identifizierte Proteine auf der 2D-Proteomkarte und auf den 2D-Immunoblots sind entweder mit dem Proteinnamen oder alternativ mit der GI-Nummer entsprechend der B. henselae Houston-1 Genomsequenz bezeichnet.

b)  Der Rang kennzeichnet die Rangstelle der Proteinbestimmung (Identification Rank). Fiir Details sieche Matrix Science: http://www.matrixscience.com.

¢) Die Zugangsnummern der Proteine sind entsprechend der NCBI B. henselae Houston-1 Genomsequenz (NC_005956) angegeben. Fiir Details siche NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeqg/key.html#accessions.
d) Die Lokusnummern des Gens sind entspechend der B. henselae Houston-1 Genomsequenz (NC_005956) angegeben.

e) Der Mascot-Score verweist auf die Qualitét der Proteinidentifizierung (Mascot Score > 44 / p<0,05). Fiir Details siche Matrix Science: http://www.matrixscience.com.

f)  Die Sequenzabdeckung und die Anzahl der identifizierten Peptide spiegeln ebenfalls die Qualitét der Proteinidentifizierung wider. Fiir Details sieche Matrix Science: http://www.matrixscience.com.
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Tab. 20: Zu den Proteinen der 2D-Proteomkarte zusitzlich identifizierte B. henselae-Proteine mit der zugewiesenen, verwendeten Proteinmarkierung und Proteinbezeichnung
(Proteinname bzw. GI-Nummer) auf den Uberlagerungsdarstellungen der 2D-SDS-PA-Gele der **S-radioaktiven Markierungsexperimente im Bereich von p/ 6 - 9 und MW 10 - 100
kDa (Abb. 18). Die annotierten Proteine sind mit der Zugangsnummer des Proteins (Accession Number), der Lokusnummer des Gens auf dem B. henselae-Genom (Locus Tag), der
Proteinbeschreibung, dem theoretischen Molekulargewicht und dem theoretischen isoelektrischen Punkt aufgefiihrt. Dariiber hinaus sind detaillierte Informationen der als
Zweifachbestimmung durchgefiihrten MALDI-TOF-MS basierten Proteinidentifizierung wie Rangstelle der Proteinbestimmung (Identification Rank), Bewertungsnote der
Proteinbestimmung (Mascot Score), Sequenzabdeckung der Proteinbestimmung sowie Anzahl der gemessenen und identifizierten Peptide angegeben.

Protein- Protein- Rang® Zugangs- Lokus- Proteinbeschreibung Theoret. best. Mascot- Sequenz- Anzahl der  Mascot- Sequenz- Anzahl der
markierung ® bezeichnung ¥ nummer®  nummer 9 MW [kDa]/pl  Score ® abdeckung ?  Peptide ¢ Score © abdeckung ?  Peptide "
P10 49475388 1 YP 033429.1 BHO05970  Hypothetisches Protein BH05970 15836 7.66 101 15% 2 199 26 % 3

P18 PdhC 1 YP 033411.1 BHO05770  Dihydrolipoamid-Acetyltransferase 47755 7.16 120 25 % 10 127 27 % 11

P27 PepA 1 YP _033057.1 BH02040  Leucyl-Aminopeptidase 50.216  6.31 161 18 % 8 184 11 % 4

P37 RpsF 1 YP _033367.1 BHO05320  30S ribosomales Protein s6 15.838 8.86 223 68 % 10 253 69 % 12

a) Identifizierte Proteine auf der 2D-Proteomkarte und auf den 2D-Immunoblots sind entweder mit dem Proteinnamen oder alternativ mit der GI-Nummer entsprechend der B. henselae Houston-1 Genomsequenz bezeichnet.

b)  Der Rang kennzeichnet die Rangstelle der Proteinbestimmung (Identification Rank). Fiir Details siehe Matrix Science: http://www.matrixscience.com.
c¢) Die Zugangsnummern der Proteine sind entsprechend der NCBI B. henselae Houston-1 Genomsequenz (NC_005956) angegeben. Fiir Details sieche NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/key.html#accessions.
d) Die Lokusnummern des Gens sind entspechend der B. henselae Houston-1 Genomsequenz (NC_005956) angegeben.

e) Der Mascot-Score verweist auf die Qualitéit der Proteinidentifizierung (Mascot Score > 44 / p<0,05). Fiir Details sieche Matrix Science: http://www.matrixscience.com.

f)  Die Sequenzabdeckung und die Anzahl der identifizierten Peptide spiegeln ebenfalls die Qualitét der Proteinidentifizierung wider. Fiir Details siche Matrix Science: http://www.matrixscience.com.
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Tab. 21: Quantitative Informationen zu besonders signifikant und unterschiedlich stark auf den 2D-SDS-PA-Gelen im Bereich von p/ 4 - 7 und MW 10 - 100 kDa (Abb. 21, 22, 23)
auftretenden B. henselae-Proteinpunkten der *°S-radioaktiven Markierungsexperimente von B. henselae Marseille ohne Kultur und in Kultur mit HUVECs. Die quantitative
Erfassung und statistische Auswertung der Punktvolumina aller Proteinpunkte auf den 2D-Gelen der drei biologischen Replikate mit jeweils zwei technischen Replikaten erfolgte
mittels der Decodon Delta-2D 3.3 Software und die ermittelten Punktvolumina beziehen sich auf das Gesamtvolumen der Punkte des jeweiligen 2D-SDS-PA-Geles. Der
Regulationsfaktor der Medianwerte der Punktvolumina der aufgefiihrten, differentiellen Proteinpunkte betrdgt mindestens 1,5 bzw. 0,66 zwischen den zwei Vergleichsgruppen.

Proteinbezeichnung Durchschnitt Median Standardabw. % Durchschnitt  Median Standardabw.% Median % Volumen Gruppe 1/ T-Test Median % Volumen Gruppe 1/
Gel pH 4-7 % Volumen % Volumen Volumen Gruppel % Volumen % Volumen Volumen Gruppe2 Median % Volumen Gruppe 2 Median % Volumen Gruppe 2
Gruppe 1 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 2

PO1 - 0.09971 0.10212 5.77501 0.02553 0.02487 17.47126 3.90640 0.001
P02 - 0.89540 0.90053 5.66082 0.35622 0.35568 9.45162 2.51357 0.001
P03 - 1.18164 1.18108 6.75821 0.45790 0.47071 7.74433 2.58051 0.001
P04 --- 0.24234 0.24379 5.68033 0.12910 0.13165 8.18778 1.87709 0.001
P05 - 0.36750 0.36961 6.26679 0.12944 0.13486 13.31464 2.83913 0.001
P06 --- 0.03075 0.03166 8.63122 0.06439 0.06278 5.63463 0.47750 0.001
P07 - 0.14660 0.14839 6.04090 0.06625 0.07009 10.29009 2.21303 0.001
P08 --- 0.07010 0.06956 7.00049 0.02306 0.02239 22.0477 3.03961 0.001
P09 - 0.10065 0.09946 7.27718 0.04421 0.04397 14.86219 2.27645 0.001
P10 --- 0.07920 0.08037 7.59060 0.03117 0.02872 19.71785 2.54091 0.001
P11 - 0.12383 0.11886 8.10198 0.04616 0.04778 21.23964 2.68255 0.001
P12 FtsZ 0.18751 0.18526 4.24220 0.09164 0.09756 14.14205 2.04604 0.001
P13 - 0.20756 0.20865 5.02141 0.10295 0.10302 16.42749 2.01609 0.001
P14 --- 1.16839 1.16009 3.08522 0.70117 0.69430 12.51531 1.66633 0.001
P15 PpA 0.04779 0.04839 8.81680 0.11570 0.11326 12.1444 0.41306 0.001
P16 --- 0.04746 0.04595 8.57119 0.07953 0.07827 7.99209 0.59679 0.001
P17 - 0.17781 0.18101 9.89792 0.29574 0.29346 8.40464 0.60125 0.001
P18 --- 0.17725 0.17634 8.96757 0.28826 0.29224 8.35218 0.61488 0.001
P19 49475469/ 0.03729 0.03927 16.82572 0.06867 0.06772 7.85768 0.54294 0.001
P20 {\jl_ap 0.07760 0.07813 8.24403 0.14826 0.14859 14.06608 0.52340 0.003
P21 49476239 0.16355 0.15736 11.35799 0.09696 0.09474 9.24325 1.68677 0.003
P22 DnaK 0.10621 0.10402 8.22302 0.06868 0.07113 13.81169 1.54648 0.007
P23 - 0.05655 0.05706 6.72925 0.08375 0.08435 9.53722 0.67525 0.004
P24 --- 0.20820 0.20687 10.92576 0.39356 0.38615 9.68793 0.52901 0.001
P25 - 0.18701 0.18784 13.48655 0.28581 0.28963 8.87014 0.65431 0.010
P26 --- 0.04080 0.04164 13.08650 0.09047 0.08899 6.60354 0.45094 0.001

P27  HslV 0.41029 0.41840 5.96134 0.08435 0.08082 14.85752 4.86429 0.001
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P28
P29
P30
P31
P32
P33
P34
P35
P36
P37

P38
P39
P40

49475430
SerC

PanB/
49475409

SecB

0.10686
0.18226
0.42215
0.02219
0.03114
0.02860
0.00910
0.00789
0.02442
0.04675

0.07431
0.06712
0.01566

0.10241
0.18373
0.42628
0.02177
0.02929
0.02982
0.00995
0.00760
0.02538
0.04784

0.07285
0.06830
0.01339

12.73218
6.36947
4.98411

20.95947

15.21067

33.31110

32.33531

22.02514

24.12149
7.74053

9.06059
13.41239
30.23672

0.04172
0.07876
0.29236
0.07061
0.06456
0.07244
0.04467
0.02666
0.08276
0.08749

0.12804
0.12809
0.04482

0.03996
0.07781
0.28825
0.07303
0.06717
0.07386
0.04852
0.03043
0.08441
0.08576

0.12554
0.12186
0.04526

20.0459
14.5908
8.92511
12.85931
14.66425
11.66406
20.23302
29.02518
6.36863
9.41399

9.08626
13.36335
26.06584

2.56148
2.31433
1.44394
0.31423
0.48238
0.39482
0.20368
0.29588
0.29511
0.53434

0.58041
0.52401
0.34926

0.001
0.001
0.001
0.001
0.003
0.002
0.001
0.005
0.001
0.001

0.001
0.004
0.042
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Tab. 22: Quantitative Informationen zu besonders signifikant und unterschiedlich stark auf den 2D-SDS-PA-Gelen im Bereich von p/ 6 - 9 und MW 10 - 100 kDa (Abb. 24, 25, 26)
auftretenden B. henselae-Proteinpunkten der *’S-radioaktiven Markierungsexperimente von B. henselae Marseille ohne Kultur und in Kultur mit HUVECs. Die quantitative
Erfassung und statistische Auswertung der Punktvolumina aller Proteinpunkte auf den 2D-Gelen der drei biologischen Replikate mit jeweils zwei technischen Replikaten erfolgte
mittels der Decodon Delta-2D 3.3 Software. Die ermittelten Punktvolumina beziehen sich auf das Gesamtvolumen der Punkte des jeweiligen 2D-SDS-PA-Geles. Der
Regulationsfaktor der Medianwerte der Punktvolumina der aufgefiihrten, differentiellen Proteinpunkte betrdgt mindestens 1,5 bzw. 0,66 zwischen den zwei Vergleichsgruppen.

Proteinbezeichnung Durchschnitt Median Standardabw. % Durchschnitt  Median Standardabw.% Median % Volumen Gruppe 1/ T-Test Median % Volumen Gruppe 1/
Gel pH 6-9 % Volumen % Volumen Volumen Gruppel % Volumen % Volumen Volumen Gruppe2 Median % Volumen Gruppe 2 Median % Volumen Gruppe 2
Gruppe 1 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 2

PO1 - 0.21395 0.21311 4.06222 0.04171 0.03892 11.39547 5.12926 0.001
P02 - 0.58735 0.58116 5.66569 0.14014 0.14774 19.67753 4.19111 0.001
P03 - 0.25135 0.24629 9.13289 0.07118 0.07070 11.16077 3.53095 0.001
P04 - 0.08691 0.08818 5.62400 0.02621 0.02573 13.12358 3.31587 0.001
P05 - 0.32780 0.34034 10.17384 0.10528 0.10123 13.59788 3.11342 0.001
P06 --- 0.14616 0.14429 6.31903 0.04957 0.04912 18.01130 2.94872 0.001
P07 - 0.08863 0.08895 13.30396 0.03260 0.03367 15.69969 2.71894 0.001
P08 --- 0.19142 0.19949 10.42291 0.07286 0.07188 12.42327 2.62736 0.001
P09 - 0.51402 0.55313 22.89258 0.23656 0.24493 8.97020 2.17287 0.041
P10 49475388 0.23459 0.24012 4.27892 0.11386 0.11302 4.32155 2.06041 0.001
P11 - 0.14330 0.14031 6.13763 0.07011 0.06861 9.96866 2.04386 0.001
P12 --- 0.16670 0.16459 9.84534 0.08269 0.08065 9.27975 2.01601 0.001
P13 - 0.27891 0.28149 3.34088 0.14419 0.14763 11.77062 1.93431 0.001
P14 --- 0.16991 0.17595 8.07759 0.08837 0.08888 9.91506 1.92278 0.001
P15 - 0.21001 0.20544 7.68800 0.11684 0.11770 8.60586 1.79737 0.001
P16 --- 0.12557 0.12822 6.94157 0.07718 0.07436 14.09779 1.62697 0.002
P17 - 0.31120 0.30837 4.44305 0.19164 0.18512 9.56694 1.62385 0.001
P18 PdhC 0.26799 0.26245 12.85817 0.42912 0.43269 8.36780 0.62450 0.003
P19 - 0.20093 0.19640 8.99745 0.32625 0.32643 5.02171 0.61588 0.001
P20 --- 0.21301 0.20752 13.58189 0.34935 0.34785 7.33619 0.60973 0.001
P21 - 0.10522 0.10449 17.76200 0.17369 0.17490 9.03406 0.60576 0.009
P22 --- 0.02257 0.02310 11.14670 0.03729 0.03796 7.36671 0.60543 0.001
P23 - 0.04071 0.03939 14.63310 0.06897 0.06755 11.27727 0.59024 0.007
P24 - 0.11197 0.11031 10.51421 0.19028 0.18413 6.61180 0.58845 0.001
P25 - 0.05487 0.05691 16.76117 0.10165 0.10253 7.17182 0.53980 0.001
P26 - 0.03011 0.02731 21.43408 0.05725 0.05674 3.10559 0.52594 0.001

P27  PepA 0.03865 0.03793 22.10562 0.07497 0.07541 7.51363 0.51550 0.001

[48!
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P28
P29
P30
P31
P32
P33
P34
P35
P36
P37
P38
P39
P40

0.07948
0.12687
0.08319
0.05121
0.02860
0.05701
0.03863
0.04484
0.07938
0.13390
0.10319
0.17864
0.51218

0.07794
0.12369
0.08117
0.04376
0.02904
0.05505
0.03855
0.04481
0.07688
0.13336
0.10119
0.18628
0.51332

13.19125
22.85600
19.80555
29.94704
11.89240
12.47697
5.72299
6.23285
11.65510
8.28995
9.24299
14.70346
5.49012

0.15794
0.25430
0.16687
0.10590
0.06257
0.12535
0.09923
0.01574
0.12390
0.20134
0.06585
0.28165
0.34486

0.15754
0.25338
0.17583
0.10153
0.06223
0.12683
0.09814
0.01699
0.12502
0.19490
0.06598
0.28440
0.33638

8.96898
12.48211
9.54577
13.97504
13.4764
5.52974
5.00362
25.06650
6.73842
5.78534
10.73161
7.93959
7.64801

0.50327
0.49890
0.49853
0.48356
0.45699
0.45483
0.38929
2.84787
0.64066
0.66504
1.56708
0.63427
1.48516

0.001
0.006
0.001
0.019
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.004
0.006
0.001

oss1uqasig
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4 Diskussion
4.1 Etablierung der Methode der zweidimensionalen SDS-PA-Gelelektrophorese

Die zweidimensionale SDS-PA-Gelelektrophorese (2D-SDS-PAGE) erlaubt (i) die Auftrennung
einzelner, intakter Proteine entsprechend des isoelektrischen Punktes (p/), des Molekulargewichtes
(MW) und der relativen Haufigkeit eines Proteins in komplexen, biologischen Proben auf einem
2D-SDS-PA-Gel, liefert (ii) Informationen iiber die qualitative und quantitative Zusammensetzung
der untersuchten Proteinmischung (z.B. Anderungen des Expressionsniveaus, Vorkommen von
bestimmten Proteinisoformen) und ermoglicht somit (iii) Einblicke in zelluldre Verdnderungen auf
Proteinebene. Um eine exakte Proteinauftrennung mit hoher Reproduzierbarkeit des
Proteinpunktmusters auf dem 2D-SDS-PA-Gel zu gewéhrleisten, miissen die Proteine wéhrend der
Probenaufbereitung komplett denaturiert, reduziert und gleichzeitig unter Erhaltung der
individuellen Ladungseigenschaften solubilisiert werden. Die Verschiedenartigkeit des zu
analysierenden, biologischen Probenmaterials und die Zielstellung der Untersuchung bedingen
jedoch zwangslaufig eine individuelle, empirische Optimierung der Probenaufbereitung und der
anschlieBenden Proteinauftrennung [108].

Dabei haben sowohl das verwendete Zellaufschlussverfahren als auch die Zusammensetzung der
2D-Probenpuffer (2D-Lyse-bzw. 2D-Rehydratisierungspuffer) einen entscheidenden Einfluss auf
die komplette Solubilisierung, Disaggegation und Denaturierung der Proteine [108]. Im Rahmen
dieses experimentellen Ansatzes, insbesondere bei der Auftrennung *>S-radioaktiv markierter
B. henselae-Proteine, war die zu untersuchende Probenmenge duBlerst begrenzt. Diese limitierte
Verfligbarkeit des biologischen Probenmaterials gestaltete die Analyse des B. henselae-Proteoms
problematisch. Beispielsweise konnten wegen der geringen Menge an verfiigbarem Probenmaterial
oder wegen der Gefahr radioaktiver Kontaminationen von Gerédten bestimmte Techniken der
Probenaufbereitung gleich zu Anbeginn der Arbeiten ausgeschlossen werden [z.B. Zellaufschluss
mit French Pressure Cell bzw. Ultraschall; Anreicherung des Probenmaterials bzw. Reinigung von
storenden Begleitsubstanzen (Lipide, Murein, Nukleinsduren, Salzen) durch Proteinprézipitation].
In zahlreichen, hier nicht gezeigten Vorversuchen hat sich schlieflich ein Zellaufschluss durch
Detergenz-Lyse der B. henselae-Zellen mittels des genannten 2D-Lysepuffers und eine weitere
Probenaufbereitung der  B. henselae-Proteine  unter Verwendung des  beschriebenen
2D-Rehydratisierungspuffer als geeignet erwiesen (siehe 2.1.5.3).

Der Zusatz eines geeigneten Reduktionsmittels zum Spalten der intra- und intermolekularen
Disulfidbriicken ist neben den im Probenpuffer befindlichen chaotropen Agenzien (Harnstoff,
Thioharnstoff) und Detergenzien (CHAPS) unabdingbar, um eine vollstindige Denaturierung und

Solubilisierung der Proteine herbeizufiihren. Derzeit werden fiir die 2D-SDS-PAGE verschiedene



Diskussion 115

Reduktionsmittel eingesetzt, um die Disulfidbriicken der Proteine zu spalten und die Sulthydrylreste
in einem reduzierten Zustand zu halten. Grundsétzlich kann dabei die Reduktion dieser
Cystinbriicken entweder in der Gegenwart eines hohen Uberschusses von Alkanthiolen
(Mercaptanen), z.B. 2-ME, DTE, DTT in einer reversiblen Reaktion (Gleichgewichtsreaktion) oder
in der Gegenwart von Trialkylphosphinen, z.B. TBP, TCEP in einer irreversiblen Reaktion erfolgen
[247, 271, 322].

Bei der 2D-SDS-PAGE findet das thiolbasierte Proteinreduktionsmittel 2-ME aufgrund der
geringen Effizienz des Reaktionsablaufes kaum noch Verwendung. Die {iblicherweise eingesetzten
thiolbasierten Proteinreduktionsmittel sind DTT und DTE [247]. Da diese mit einem
intramolekularen, zyklischen Disulfid (1,4-Dithian) als oxidiertes Reaktionsprodukt eine
thermodynamisch stabile Ringverbindung ausbilden, begiinstigen sie den Reaktionablauf und
verschieben deshalb das Gleichgewicht der reversiblen Reaktion zugunsten der Produkte (Abb. 29)
[99, 172, 271]. Obwohl DTT und DTE wesentlich effizienter Disulfidbriicken reduzieren, miissen
auch diese Reagenzien in einem 20-fachen molaren Uberschuss eingesetzt werden, um eine nahezu
100%ige Reduktion eines Proteins zu erreichen [271]. Daher werden DTT und DTE bei der
2D-SDS-PAGE iiblicherweise in hohen Konzentrationen von 65 - 100 mM verwendet [108].

Alternativ. zu den thiolbasierten Reduktionsmitteln werden auch phosphinbasierte
Reduktionsmittel, also Trialkylphosphinderivate, z.B. TBP, TCEP zur Reduktion der
Proteindisulfidbriicken verwendet. Diese reduzieren quantitativ und spezifisch die Disulfidbriicken
der Proteine in einem stochiometrischen, schnellen und irreversiblen Reaktionsablauf [35, 115, 271]
und konnen demnach erfolgreich thiolbasierte Reduktionsmittel ersetzen (Abb. 29). Schon bei
niedrigen Konzentrationen (TBP: 5-20%iger molarer Uberschuss) erwiesen sich diese als
ausgesprochen wirksame Reduktionsmittel [123, 247, 271]. Das ungeladene TBP hat den
zusitzlichen Vorteil, dass es wihrend der IEF keiner Wanderung unterliegt [123]. Jedoch besitzt
auch dieses Reduktionsmittel einige nachteilige Eigenschaften. Insbesondere stérend bei der
Handhabung von TBP sind die schlechte Loslichkeit im wiéssrigen Milieu, die hohe Fliichtigkeit,
die hohe Instabilitdt bei Sauerstoffprasenz (Autoxidation) und der reizende, stechende Geruch
dieses sehr toxischen Reduktionsmittels [35, 116, 123, 271].

Daher findet das nichtfliichtige, wasserlosliche und geruchlose TCEP als weiteres, alternatives
Reduktionsmittel zunehmend Verwendung [35, 58, 99, 116]. Im Einzelfall wurde es bereits bei der
2D-SDS-PAGE eingesetzt [323], ist jedoch aufgrund seiner Ladungseigenschaften fiir die 2D-SDS-
PAGE nur bedingt geeignet [49, 322].
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H,O
Protein—S—S——Protein + (NCCH,CH,);P —= 2 Protein—SH + (NCCH,CH,),P=0
TCP Tris-(2-cyanoethyl)-phosphinoxid
H,O

Protein—S—S——Protein + (CH,CH,CH,CH,);P —==s 2 Protein—SH + (CHyCH,CH,CH,);P=0

TBP Tributylphosphinoxid

HO OH

Protein—S—S—Protein + —=— Protein—SH +
HS SH

DTT HO OH

HO OH 14 >

ﬂ —=<—= 2 Proteih—SH + g_—g

Protein—S—S SH 4,5-Dihydroxy-1,2-dithian

Abb. 29: Reaktionsschema der thiolbasierten und phoshinbasierten Proteinreduktionsmittel. Es ist zu beachten, dass
die thiolbasierten Reduktionsmittel [z.B. DTT (Cleland's Reagenz, Dithiothreitol bzw. 1,4-Dimercapto-2,3-butandiol),
DTE (Dithioerythritol)] einen reversiblen Reaktionsablauf besitzen und demzufolge ein hoher Uberschuss des
Reduktants eingesetzt werden muss. Es ist in diesem Zusammenhang auch offensichtlich, dass ein Mangel eines solchen
Uberschusses auch moglicherweise zu einer Quervernetzung der Proteine fithren kann. Im Gegensatz dazu fiihren die
phosphinbasierten Reduktionsmittel [z.B. TCP [Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin], TBP (Tributylphosphin)] zu einem
irreversiblen Reaktionablauf der Cystinreduktion.

Einige der tiblicherweise bei der 2D-SDS-PAGE verwendeten Proteinreduktionsmittel wurden
auf ihre Verwendbarkeit in diesem experimentellen Ansatz gepriift. Dazu wurde das gebriuchliche
thiolbasierte Reduktionsmittel DTT als Vertreter der Alkanthiol-Reduktionsmittel, das haufig
verwendete phosphinbasierte Reduktionsmittel TBP als Vertreter der Trialkylphosphin-
Reduktionsmittel sowie das in diesem Zusammenhang nicht etablierte, jedoch aufgrund seiner
physikochemischen Merkmale als geeignet erscheinende phoshinbasierte Reduktionsmittel TCP
[Tris-(2-cyanoethyl)-phosphin] den 2D-Probenpuffern (2D-Lyse-bzw. 2D-Rehydratisierungspuffer)
zugesetzt. AnschlieBend wurden die B. henselae-Proteinextrakte unter identischen Bedingungen
mittels 2D-SDS-PAGE aufgetrennt (siehe 2.2.7.1-3, 2.2.8.2). Dabei zeigten die unter Verwendung
von DTT angefertigten, silbergefirbten 2D-Gele deutlich weniger, schlecht aufgeloste
Proteinpunkte mit geringer Reproduzierbarkeit als vergleichsweise die unter Verwendung von TBP
bzw. TCP hergestellten 2D-Gele der autbereiteten B. henselae-Proteinextrakte (Abb. 3).

Bei beiden dieser thiolbasierten Reduktionsmittel DTT und DTE handelt es sich um schwache
Sauren, was sich als nachteilige Eigenschaft bei der Verwendung in der 2D-SDS-PAGE erwiesen
hat [108] (DTT Thiolgruppen-pK-Werte = 8,3; 9,5/ DTE Thiolgruppen-pK-Werte = 9,0; 9,9 [143]).
Im alkalischen pH-Bereich liegen DTT und DTE in der reaktiven, deprotonierten und nukleophilen
Thiolat-Form vor und entfalten dann vorrangig die reduzierende Wirkung auf organische Disulfide,
hingegen besitzen die thiolbasierten Reduktionsmittel eine niedrige Reaktivitdt mit organischen

Disulfiden im sauren Milieu [58, 99, 116, 143]. Jedoch genau in diesem ionisierten Zustand, also
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als anionisches Thiolat, wandern DTT bzw. DTE aus dem alkalischen pH-Bereich des
IPG-Streifens im Verlauf der IEF ab [129]. Deshalb konnte nach Beendigung der IEF kein
verbliebenes DTT in dem basischen, kathodischen Bereich des IPG-Streifen mit DTT-haltigem
Rehydratisierungspuffer nachgewiesen werden (Abb. 5). Dieses Abwandern des DTT fiihrt zu einer
Verknappung des Reduktionsmittels im basischen pH-Bereich des IPG-Streifens, was eine beliebige
Reoxidation der Disulfidbriicken nach sich zieht [49, 129]. Eine derart zuféllige Reoxidation der
intra- und intermolekularen Cystinbriicken resultiert in einer unkontrollierten Proteinaggregation,
teilweiser Proteinprazipitation, und duflert sich dann letztlich bei der 2D-SDS-PAGE durch die
beobachtete, nicht reproduzierbare elektrophoretische Mobilitdit der Proteine (z.B. schlechte
Auflosung der Proteinpunkte, verwischte Proteinstreifen im alkalischen Bereich des 2D-SDS-PA-
Gels) [105, 123, 129, 240]. Zudem lassen sich mit diesen thiolbasierten Reduktionsmitteln einige
Proteine (z.B. Wollkeratin mit hohem Cysteingehalt) nicht reduzieren [123, 247].

Die unter Verwendung von TCP angefertigten, silbergefarbten 2D-Gele zeigten eine nochmals
verbesserte Auftrennung und Auflosung der Proteine mit einer deutlich hoheren Reproduzierbarkeit
des Punktmusters als die unter Verwendung von TBP hergestellten 2D-Gele der aufbereiteten
B. henselae-Proteinextrakte (Abb. 3, 4). Uber die ganze Linge des verwendeten IPG-Streifens mit
TBP-haltigem Rehydratisierungspuffer konnte nach Beendigung der IEF kaum noch verbliebenes
TBP nachgewiesen werden (Abb.5). Im Gegensatz zu den IPG-Streifen mit DTT- bzw.
TBP-haltigem Rehydratisierungspuffer war eine starke, kontinuierliche Reaktion des
Reduktionsmittels mit DTNB ausschlieBlich in dem IPG-Streifen mit TCP-haltigem
Rehydratisierungspuffer zu verzeichnen (Abb. 5). Das erklirt auch die verminderte Auftrennung
und Auflosung der Proteinpunkte auf den 2D-SDS-PA-Gelen, die unter Verwendung sowohl des
thiolbasierten Reduktionsmittels DTT als auch des phosphinbasierten Reduktionsmittels TBP
erstellt wurden (Abb. 3, 4). Diese Ergebnisse bestitigen eindrucksvoll das beobachtete Abwandern
des thiolbasierten Reduktionsmittels DTT aus dem alkalischen pH-Bereich des IPG-Streifens im
Verlauf der IEF [49, 129] und die beobachtete Instabilitdt des phosphinbasierten Reduktionsmittels
TBP [49, 270, 322].

In verschiedenen Untersuchungen steigerte TBP erfolgreich die Solubilisierung der Proteine
wihrend der IEF und hatte einen positiven Einfluss auf die Proteinauflosung in den hergestellten
2D-SDS-PA-Gelen verschiedener Proben [123, 221-223]. Im Gegensatz dazu wirkte sich die
Verwendung von TBP als Reduktionsmittel, wie hier in dieser Untersuchung gezeigt werden
konnte, auch in weiteren Untersuchungen negativ auf die Qualitdt der 2D-SDS-PA-Gele aus [49,
270, 322]. TBP erwies sich bei Zugabe von 20 - 50 % (v/v) n-Propanol als 16slich in wissriger
Losung [271], folglich liegt es ansonsten in wéssrigen Losungen lediglich als Suspension vor und

erscheint vollkommen ungeeignet fiir biochemische Anwendungen [35, 116, 172]. Zudem besitzt
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dieses Reduktionsmittel eine geringe Halbwertszeit im 2D-Probenpuffer (<2 h) und schiitzt
demnach keineswegs vor einer Reoxidation der Disulfidbriicken [49].

Die physikochemischen Eigenschaften des TCEP (Carboxylgruppen-pK-Werte = 4.7, 5.9, 6.6/
Phosphingruppen-pK-Werte = 7.6 [58]) lassen dieses ansonsten niitzliche biochemische, phosphin-
basierte Reduktionsmittel fiir die 2D-SDS-PAGE ungeeignet erscheinen. Es liegt im alkalischen
Bereich des IPG-Streifens als anionisches Reduktionsmittel, also als dreiwertiges Carboxylat, vor
[49] und unterliegt folglich einer entsprechend schnellen anodischen Abwanderung wihrend der
IEF, was sich ebenso negativ wie die Abwanderung des DTT auf die Qualitdt der 2D-Gele auswirkt
[49, 322]. Insofern {iberrascht es nicht, wenn beim alleinigen Einsatz von TCEP eine
unbefriedigende Qualitdt der 2D-Gele erzielt wurde [322].

Da diese phosphinbasierten Reduktionsmittel die Proteindisulfidbriicken quantitativ und
spezifisch in einem stdchiometrischen, schnellen und irreversiblen Reaktionsablauf reduzieren
konnen [35, 115, 271], wurde in dieser Untersuchung erstmalig mit dem TCP ein Trialkylphosphin-
Derivat des TCEP auf die Verwendbarkeit iiber den gesamten pH-Bereich der 2D-SDS-PAGE
untersucht. Das TCEP x HCI ist eine wasserlosliche, nicht fliichtige, geruchlose, kristalline, in
sauerstofthaltiger Atmosphére stabile Substanz. [35, 99, 115]. Gleiche Eigenschaften teilt das TCP,
besitzt aber als chemische Vorldufersubstanz der TCEP-Synthese die Nitrilgruppen anstatt der im
basischen Milieu geladenen Carboxylgruppen des TCEP (Carboxylgruppen-pK = 4.7, 5.9, 6.6).
Damit hat es zwar einen Ladungsschwerpunkt, aber genau dieser Umstand ermdglichte eine gute
Loslichkeit im wissrigen Milieu (10 mM TCP). Im Gegensatz zum TCEP wird dieses Molekiil
weitaus schwieriger ionisiert, es ist anzumerken, dass die Hybridisierung und Struktur der
Nitrilgruppe mit denen der Alkine zu vergleichen ist (sp-Hybridorbitale). Das freie Elektronenpaar
am Stickstoff macht die Nitrilfunktion leicht basisch und der Stickstoff kann ein Proton addieren -
jedoch wird ein Nitril im Vergleich zu einem Immin oder Amin weitaus weniger leicht protoniert.
Die eclektronenziehende Kraft eines Atoms nimmt von der sp’-Hybridisierung iiber die
sp’-Hybridisierung bis zur sp-Hybridisierung zu und demzufolge reagiert eine protonierte
Nitrilgruppe viel saurer als beispielsweise ein Ammonium-Ilon [243].

Zusammenfassend ist hervorzuheben, dass die bisher in der 2D-SDS-PAGE verwendeten
Proteinreduktionsmittel ~ verschiedene  nachteilige  Eigenschaften  besitzen.  Bestimmte
Proteinreduktionsmittel sind schwache Séuren (z.B. DTT, DTE, TCEP), die im alkalischen Bereich
des IPG-Streifens als anionische Proteinreduktionsmittel vorliegen und folglich wéhrend der IEF
zur Anode abwandern [129]. Andere Proteinreduktionsmittel hingegen (z.B. TBP) besitzen eine
geringe Stabilitdt und eine geringe Loslichkeit im wissrigen Milieu [35, 49, 270]. Diese beiden
negativen Effekte verursachen eine unvermeidliche Reoxidation der Disulfidbriicken und

resultieren schlieflich in einer schlechten, wenig reproduzierbaren Proteinauftrennung auf dem
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2D-SDS-PA-Gel. Das in dieser Arbeit erstmalig auf die Verwendbarkeit bei der 2D-SDS-PAGE
untersuchte Proteinreduktionsmittel TCP vereint eine Reihe vorteilhafter Eigenschaften, ohne die
nachteiligen FEigenschaften anderer Proteinreduktionsmittel zu teilen. Es zeigt es eine gute
Loslichkeit im wissrigen Milieu ohne geladene funktionelle Gruppen zu besitzen, erlaubt zudem
einen vollstidndigen, irreversiblen und stochiometrischen Reaktionsablauf mit den Disulfidbriicken
und kann demnach in sehr niedrigen Konzentrationen eingesetzt werden (5 - 10 mM). Es ist folglich
eher als TBP, TCP und auch cher als als DTT, DTE fiir den Einsatz bei der 2D-SDS-PAGE
geeignet.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass die negativen Effekte der bislang in der 2D-SDS-
PAGE verwendeten Proteinreduktionsmittel wie (i) starke Migration im IPG-Streifen wihrend der
IEF, (ii) unvollstindige Reduktion der Disulfidbriicken wéhrend der Probenaufarbeitung, (iii)
schlechte Loslichkeit im wdssrigen Milieu durch die Einfithrung dieses phosphinbasierten
Proteinreduktionsmittels TCP iiberwunden wurden. In den hier gezeigten Experimenten ermdglichte
die Reduktion der B. henselae-Proteinprobe mit TCP eine sehr gute qualitative und quantitative
Reproduzierbarkeit des Punktmusters auf allen 2D-SDS-PA-Gelen. Zudem ist TCP als gut
wasserlosliches Pulver wesentlich besser zu handhaben als das leicht fliichtige, an der Luft bereits

stark reaktive TBP, welches stets unter Stickstoffatmosphére zu pipettieren ist.

4.2  Untersuchung des B. henselae-Proteoms mittels 2D-SDS-PAGE

Bislang ist nur sehr wenig iiber das Proteom des humanpathogenen Bakteriums B. henselae
bekannt. Seitdem die Genomsequenz von B. henselae im Jahre 2004 verdffentlicht wurde [5], sind
die Rahmenbedingungen fiir die massenspektrometrische Identifizierung der B. henselae-Proteine,
und folglich auch fiir weiterfiihrende Untersuchungen des B. henselae-Proteoms, bereitgestellt. In
dieser Arbeit wurde erstmalig eine umfassende 2D-Proteomkarte vom gesamten B. henselae-
Proteom erstellt, welche darauf aufbauend die gezielte Untersuchung der humoralen Immunantwort
von Patienten mit diagnostisch evidenter B. henselae-Infektion erlaubt.

Derzeit sind lediglich zwei Studien bekannt, die sich mit dem Proteom von B henselae
auseinandersetzen. Eine Publikation berichtet iiber einige beobachtete Unterschiede in dem
Verteilungsmuster der Proteinpunkte auf den 2D-SDS-PA-Gelen bei einem direkten Vergleich des
Proteoms zweier B. henselae-Stimme (Marseille, Houston-1), jedoch blieb eine Identifizierung und
somit Charakterisierung der unterschiedlich auftretenden Proteinpunkte aus [358]. Die andere
Untersuchung wurde mit der Zielsetzung durchgefiihrt, ausschlieBlich Proteine der &duBeren
Membran von B. henselae zu identifizieren, um mdgliche Pathogenititsfaktoren fiir die

Wechselwirkung des Bakteriums mit der Wirtszelle zu finden [257]. Im Gegensatz dazu zielt die in



120 Diskussion

dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchung darauf ab, mdglichst das gesamte immunogene Proteom
von B. henselae zu analysieren.

Biologische Replikate des B. henselae-Proteinextraktes ganzer Bakterienzellen wurden
unabhingig voneinander als technische Replikate auf 2D-SDS-PA-Gelen aufgetrennt. Auf jedem
der resultierenden 2D-SDS-PA-Gele lieBen sich mehr als 900 Proteinpunkte detektieren und
ausschneiden. Diese Proteinpunkte wurden mittels MALDI-TOF-MS analysiert. Insgesamt wurden
431 Proteinpunkte identifiziert und nachfolgend annotiert, die 191 verschiedene Proteine
repriasentieren. Diese Menge an Proteinen stellt ungefdhr 12,8 % des gesamten B. henselae-
Proteoms dar (Abb. 9-12, Tab. 11).

Alle Proteine der In-silico-Proteomkarte von B. henselae befinden sich in zwel
Verteilungszentren - einem Zentrum im neutralen Bereich (p/ 4,0 - 7,5) und einem im alkalischen
Bereich (p/ 8,5 - 11,0). Tatsdchlich stimmt das detektierte Verteilungsmuster der Proteinpunkte auf
der 2D-Proteomkarte von B. henselae (Abb. 9-12) mit dem der in silico erstellten 2D-Proteomkarte
iiberein (Abb. 6), und die Mehrheit der Proteine auf der 2D-Proteomkarte von B. henselae befindet
sich im neutralen Bereich (pH 4,0 - 7,5) sowie im alkalischen Bereich des 2D-Gels (pH > 9,0).
Diese charakteristische, bimodale Verteilung der p/-Werte der aufgetrennten B. henselae-Proteine
erlaubt interessante Einblicke in den physiologischen Zustand von B. henselae, z.B. ein Abschitzen
des intrazelluldren, physiologischen pH-Wertes von B. henselae. Dieser korreliert mit dem p/-Wert
der geringsten Verteilungsdichte der in Proteinpunkte aufgetrennten Proteine der 2D-Proteomkarte
und betrdgt demnach fiir B. henselae pH-Wert 8,2+0,2 [325].

Entsprechend der In-silico-Daten kann angenommen werden, dass ungefihr 7,2 % des
B. henselae-Proteoms, genauer 107 Proteine, den hier gegebenen Trennbereich von pH 3 - 10 des
verwendeten 2D-SDS-PAGE-Systems iiberschreiten und demnach nicht aufgetrennt werden
konnen. Entsprechend der B. henselae-Genomsequenz (NC_005956) représentieren diese Proteine
weitestgehend  ribosomale Proteine, Transkriptionsfaktoren, DNA-Bindeproteine sowie
hypothetische Proteine. Letztlich diirfte jedoch in Wirklichkeit die Menge der im alkalischen
Bereich zu erwartenden, auftrennbaren Proteine aufgrund bekannter technischer Einschriankungen
der 2D-SDS-PAGE, z.B. Auflosung der Proteine mit geringem zelluliren Vorkommen oder
Proteine mit hydrophoben Charakter wesentlich geringer ausfallen [346]. Um auch die {ibrigen
alkalischen Proteine in die Proteomuntersuchung mit einzuschlieBen, kann diese zukiinftig um
zusitzliche  2D-Gele mit  alkalischem  Trennbereich  erweitert werden.  Derartige
Proteomuntersuchungen wurden mit IPG-Streifen fiir den alkalischen Trennbereich im pH 9 - 12
bereits fiir Lactococcus lactis durchgefiihrt und es konnten hauptsdchlich ribosomale Proteine,

hypothetische Proteine und Proteine mit unbekannter Funktion nachgewiesen werden [81].
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Entsprechend der Genomsequenz von B. henselae kodieren alle offenen Leserahmen (ORFs)
insgesamt eine Anzahl von 1488 exprimierten Proteinen [5]. Ungefdhr 76 % des
B. henselae-Proteoms, genauer eine Anzahl von 1125 Proteinen, konnen theoretisch mit dem hier
verwendeten 2D-SDS-PAGE-System im gegebenen Trennbereich p/3-10, MW 10 - 100 kDa
dargestellt werden, wenn die Proteine mit einem GRAVY-Wert < 0,4 einbezogen werden.

Sehr grofle Proteine entgehen oftmals der isoelektrischen Fokussierung (IEF) beim Beladen der
IPG-Streifen mit der im 2D-Rehydratisierungspuffer aufgenommenen Proteinprobe aufgrund der
auftretenden GroBenausschlusseffekte der Gelmatrix [108]. Daher sind beispielsweise das trimere
Autotransporter-Adhésin Bartonella-Adhdsin A (Monomer 329 kDa) [262], das einen bedeutenden
Pathogenititsfaktor von B. henselae darstellt, sowie das bislang uncharakterisierte filamentdse
Hamagglutinin FhaB1 (280 kDa) aufgrund ihrer enormen GroBe nicht mittels 2D-SDS-PAGE
aufzutrennen.

In diesem Zusammenhang muss auch betont werden, dass lediglich ein Anteil eines bakteriellen
Genoms unter einem bestimmten physiologischen Zustand exprimiert wird [37, 258]. Es wurde
gezeigt, dass die Expression verschiedener B. henselae-Proteine, z.B. VirB-Proteine des
VirB/VirD4-Typ IV-Sekretionssystems und die  Proteine  Trwl-F des  Trw-Typ IV-
Sekretionssystems von der Wechselwirkung mit Endothelzellen abhéngt [283, 299]. Die Proteine
des VirB/VirD4-TIVSS von B. henselae bilden einen nadelartigen Pilus und einen kanalartigen
Porenkomplex und ermdéglichen B. henselae, nach Kontakt mit der Wirtszelle bestimmte bakterielle,
zytoplasmatische Effektorproteine BepA-G (Bartonella-translocated effector proteins) in die
Wirtszellen zu translozieren, um so schlielich deren Zellfunktionen im Infektionsverlauf gezielt zu
beeinflussen [57, 69, 73, 289]. Die beobachtete Induktion des virB-Operons wihrend der Infektion
der Endothelzellen deutet darauf hin, dass moglicherweise auch noch weitere an der B. henselae-
Pathogenese beteiligte Proteine, z.B. BepA-G d&hnlich wie die VirB-Proteine lediglich im
Infektionsverlauf exprimiert werden. Dieser Sachverhalt verdeutlicht, dass die Anzahl der auf
2D-Gelen nachweisbaren B. henselae-Proteine der auf Columbia-Blutagarplatten kultivierten
Bakterien eingeschriankt ist und demnach die tatsdchliche Anzahl der dargestellten Proteine
erwartungsgemél viel geringer ausfillt als theoretische Erwdgungen zunichst nahelegen.

Zudem sind technische Einschrinkungen der 2D-SDS-PAGE fiir eine niedrigere Anzahl an
dargestellten B. henselae-Proteinen verantwortlich. Ein Mal3, um das zelluldre Vorkommmen eines
bestimmten Proteins abzuschitzen, ist der CAI-Wert, der die Korrelation des Gehaltes einer
bestimmten zelluldren tRNA, die organismustypische tendenzielle Kodonverwendung synonymer
Kodone innerhalb eines Gens und somit folglich das daraus abgeleitete Expressionsniveau des
jeweiligen Proteins widerspiegelt [132, 173, 301]. Insofern ist es nicht verwunderlich, dass von

allen identifizierten Proteinen vorrangig die Proteine mit einem CAI>0,5 die Protein-
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zusammensetzung der 2D-Proteomkarte dominieren (siche Abb. 7). Diese Beobachtung stimmt mit
bisherigen Untersuchungen iiberein, die die Zugénglichkeit von Proteinen mit geringer zellulédrer
Haufigkeit mittels 2D-SDS-PAGE iiberpriiften [239, 346]. Neben der Verwendung von IPG-
Streifen mit steilem pH-Gradienten, folglich vergroBerter relativer Trenndistanz der IEF, machen
Proteine mit solch einem geringen Vorkommen eine Anreicherung mit Prefraktionierungstechniken
erforderlich, z.B. priparative IEF, sequentielle Extraktion oder subzelluldre Fraktionierung, um
ausreichend deutlich auf einem 2D-Gel dargestellt zu werden [108, 239].

Zusétzlich ist die Auftrennung von hydrophoben Proteinen mittels 2D-SDS-PAGE
problematisch und folglich sind auch diese Proteine auf dem 2D-Gel unterreprésentiert [275, 346].
Das wird auch offenbar, wenn die Hydropatie aller identifizierter Proteine anhand der GRAVY-
Werte betrachtet wird [175]. Auch in dieser Untersuchung sind die hydrophilen, bzw. nur schwach
hydrophoben Proteine mit einem GRAVY-Wert <0,4 vorrangig auf dem 2D-Gel aufgetrennt
(Abb. 8). Wie einige Untersuchungen nahelegen, besteht auch hier die Notwendigkeit, flir die
physikochemischen Eigenschaften der hydrophoben Proteine besonders zugeschnittene
Aufarbeitungsmethoden anzuwenden, z.B. sequentielle Extraktion oder subzelluldre Fraktionierung
[220, 222, 224, 239]. Deshalb sind auf der hier erstellten 2D-Proteomkarte vorrangig die zelluldr
héufigen und hydrophileren Proteine nachgewiesen worden. Doch da das Subproteom der dufleren
Membran von B. henselae bereits intensiv untersucht wurde [257] und das Subproteom der
bakteriellen zytoplasmatischen Membran mit den auBerordentlich hydrophoben, a-helikalen,
integralen Membranproteinen den géngigen 2D-SDS-PAGE Techniken nahezu unzuginglich ist
[224, 275], erwies sich der hier angewandte experimentelle Ansatz mit den immanenten technischen
Restriktionen fiir diese umfangreiche Untersuchung des B. henselae-Proteoms als ein verniinftiger
Kompromiss.

Die Zusammensetzung und die Grofle der Fragmente eines Proteins nach der tryptischen
Hydrolyse sind sehr charakteristisch flir ein bestimmtes Protein, so dass diese Informationen
oftmals eine  Proteinidentifizierung  mittels =~ Massenspektrometrie  ermoglichen.  Die
massenspektrometrische Identifizierung der Proteine anhand dieses sogenannten Fingerabdruckes
der Peptidmassen des jeweiligen Proteins (peptide mass fingerprint, PMF) basiert auf der
Verfiigbarkeit aller Proteinsequenzen von B. henselae. Deshalb vereinfacht die Verfligbarkeit der
B. henselae-Genomsequenz [5] die Identifizierung der Proteine mittels Massenspektrometrie und
schafft optimale Voraussetzungen fiir umfassende Proteomstudien. Von bestimmten ORFs kann
jedoch bei der alleinigen Genomanalyse weder die tatsdchliche Expression eines kodierten Proteins
vorausgesagt noch eine mogliche Funktion zugeordnet werden. Innerhalb der Genomsequenz wird
dann auf diese ORFs als hypothetische Proteine verwiesen. Im Gegenzug ermoglicht die

Proteomanalyse die Bestédtigung dieser hypothetischen Proteine als exprimierte ORFs. Auf der
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2D-Proteomkarte von B. henselae Marseille wurden 16 Proteine identifiziert, deren ORFs in der
B. henselae-Genomsequenz als hypothetisches Protein vermerkt sind. Eine ausgedehnte
Datenbanksuche zeigte, dass einige dieser Proteine mdgliche Hydrolasen, ABC-Transporter oder
Dehydrogenasen darstellen. Anderen Proteinen wurde keine bestimmte Funktion zugewiesen und
deren Charakterisierung sollte Gegenstand weiterer wissenschaftlicher Untersuchungen sein.

Eine Anzahl von 106 Proteinen wurde als mehrere Proteinpunkte auf der 2D-Proteomkarte
aufgelost, vorwiegend als zwei oder drei Punkte, aber auch bis zu elf Proteinpunkte eines Proteins
(GI1 49476039/ YP_034080) waren nachweisbar. Diese Abweichungen in p/ und MW eines
bestimmten Proteins konnten chemische Anderungen oder ko- bzw. posttranslationale
Modifizierungen widerspiegeln, wie beispielsweise Glykosylierung und Phosphorylierung mit
potentiellen biologischen Auswirkungen in Analogie zum Ag43-Autotransporter-Protein von
E. coli, das im glykosylierten Zustand ein verstirktes Bindevermdgen an humane Zelllinien zeigt
[302]. Der genaue Grund fiir die p/- bzw. MW-Varianz muss jedoch individuell fiir jeden
Proteinpunkt aufgekldart werden. Alle auf der Proteomkarte von B. henselae identifizieren
Proteinpunkte mit den empirisch bestimmten p/- und MW-Werten sind in Tab. 11 aufgefiihrt.
Dariiber hinaus sind auch die Punktvolumina jedes bezeichneten Proteinpunktes als Prozentanteil
des Gesamtvolumens aller Proteinpunkte mit den supplementéren Informationen online unter

http://www.bartonella.coolix.com/ angegeben.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass in dieser vorliegenden Arbeit erstmalig eine
2D-Proteomkarte vom gesamten B. henselae-Proteom erstellt wurde. Diese umfasst eine Anzahl
von 431 verschiedenen, identifizierten Proteinpunkten, die insgesamt 191 Proteine reprédsentieren.
Es konnten auch 16 hypothetische Proteine in ihrer Existenz bestdtigt werden und die funktionelle

Analyse sollte Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein.

4.3 Untersuchung der Immunreaktivitat des B. henselae-Proteoms mit Patientenseren

Das Vorhandensein einer 2D-Proteomkarte ist eine Voraussetzung, um die gegen B. henselae
gerichtete humorale Immunantwort zu untersuchen. Das derzeit am meisten verbreitete,
angewendete serologische Testverfahren fiir die Labordiagnose von B. henselae-Infektionen ist der
Immunfluoreszenztest (IFT). Die Seren werden als “positiv’ bewertet, wenn diese in einer
Verdiinnung von grofer als 1:200 reagieren, Seren mit keiner nachweisbaren Reaktion in einer
Verdiinnung von 1:50 werden als “negativ” eingestuft und Seren mit einem Antikorper-Titer von
1:50 - 100 befinden sich im serologischen Grenzbereichs entsprechend der verwendeten Richtlinien
[48]. Bedauerlicherweise leidet der B. henselae-IFT unter einer sehr starken Kreuzreaktivitit mit

einer Vielzahl anderer intrazelluldrer, pathogener Bakterien wie B. quintana, Coxiella burnetii [176]
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und Chlamydia pneumoniae [208], was dann letztlich zu einem falsch-positiven Ergebnis fiihrt.
Demzufolge kann die Charakterisierung der immundominanten B. henselae-Proteine sehr
spezifische Zielproteine fiir eine verbesserte Serodiagnostik einer B. henselae-Infektion aufzeigen.

Es ist bekannt, dass die Hitzeschockproteine bei bakteriellen Infektionen ein hauptséchliches
Ziel der humanen Immunantwort darstellen [113, 355]. Daher ist es auch nicht verwunderlich, dass
sich  zB. das Chaperonin-Protein GroEL, das Chaperonin-Protein GroES, das
Hitzeschockprotein-70  DnaK, Hitzeschockprotein-70 Kofaktor GreA und das Kleine
Hitzeschockprotein IpbA2 bei der Untersuchung der 2D-Immunoblots mit den Patientenseren als
reaktiv erwiesen (Tab. 13, 14, 15). Das Chaperonin GroEL von Bartonella spp., welches Hamin-
bindende Eigenschaften besitzt [359] und als mitogenes Effektorprotein bei HUVECs fungiert
[217], konnte in einer Untersuchung als Bestandteil der &ufleren Membran von B. henselae
nachgewiesen werden [113]. Auch in einer anderen Untersuchung, in der die humorale
Immunantwort anhand von Patientenseren mit serologisch bestitigter B. quintana-Infektion mittels
2D-Immunoproteomics analysiert wurde, erwiesen sich GroEL, DnaK und IpbA2 als
immunreaktive Proteine [26]. In beiden Féllen mussten bestimmte Proteine, z.B. GroEL, als
potentielle Seromarker-Proteine einer Bartonella spp. Infektion ausgegrenzt werden, da diese nicht
ausschlieflich mit Patientenseren reagierten. In den hier gezeigten Ergebnissen reagierten vorrangig
die Chaperonine DnaK, GreA und GroEL, wenn auch schwach, mit einem Kontrollserum. Aus der
Proteinklasse der Chaperonine erreicht hier lediglich das Chaperonin-Protein GroES den
eingefiihrten Schwellenwert von 20 % Seroreaktivitit und konnte demnach als mogliches
immundominantes Markerprotein angesehen werden. Jedoch werden die Chaperonin-Proteine
GroEL, GroES, DnaK und IpbA2 auch bei anderen bakteriellen Infektionen vorrangig vom
Wirtsimmunsystem erkannt und somit konnen sie keineswegs einen B. henselae-spezifischen
Seromarker darstellen [32, 64, 146].

Ebenso unspezifisch wie diese seroreaktiven Chaperonin-Proteine verhielt sich auch das
ribosomale Protein RplL, also die L7/L12-Untereinheit der 50S-Ribosomen. Dies erwies sich
bereits reaktiv mit drei der negativen Kontrollseren und wurde demzufolge im weiteren Verlauf der
Untersuchung nicht als potentielles immundominantes Seromarker-Protein beriicksichtigt. Auch in
Untersuchungen der H. pylori-positiv getesteten Patientenseren mittels 2D-Immunoproteomics
reagierte dieses Protein sowohl mit Patienten- als auch mit Kontrollseren, was nahelegt, dass
bestimmte hochkonservierte Proteine ein vorrangiges Zielantigen bei bakteriellen Infektionen
darstellen konnen [146].

Neben diesen vorrangig immunogenen, aber eher unspezifischen seroreaktiven Proteinen stellten
sich der Elongationsfaktor-Tu (EF-Tu) sowie der intensiv reagierende Elongationsfaktor-Ts (EF-Ts)

als immundominante Proteine heraus. Auch die Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase
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(GI 49475012/ YP_033053) sowie das intensiv und héufig reagierende, zytoplasmatische Protein
Dihydrolipoamid-Succinyltransferase (SucB) erwiesen sich als immundominant.
Bemerkenswerterweise stellen sich alle diese drei Proteine (EF-Tu, SucB, Peptidyl-Prolyl cis-trans
Isomerase) bei B. quintana infizierten Patienten ebenfalls als immunreaktive Proteine heraus [26],
was die in dieser Arbeit erbrachten Resultate bestétigt. Zudem zeigten schon friithere
Untersuchungen mit Seren von Patienten mit B. henselae-Infektion, dass es sich bei SucB um ein
immunreaktives Protein handelt [192].

Bei einem Vergleich anderer serologischer Untersuchungen von Patienten mit bakteriellen
Infektionen mittels 2D-Immunoproteomics wird offenbar, dass neben der Proteinklasse der
Chaperonine auch weitere hochkonservierte Proteine, wie beispielsweise EF-Tu, ein verbreitetes,
gebriuchliches Ziel der Wirtsimmunantwort darstellen, so dass ein Antikérperprofil gegen eben
diese Proteine nicht ausschlieBlich auf eine B. henselae-Infektion zuriickzufiihren sein muss [26, 32,
146]. Auch serologisch positiv gepriifte Patientenseren mit einem Antikorperprofil gegen andere
Bakterien (z.B. Brucella melitensis, Coxiella burnetii) zeigten Immunreaktivitit gegeniiber dem
immundominanten Antigen SucB [192]. Daher erscheint SucB letztlich doch fiir eine Bartonella-
spezifische Serodiagnostik ungeeignet.

Solche hochkonservierten bakteriellen Proteine werden vermutlich bei jeder bakteriellen
Infektion von den antigenpriasentierenden Zellen des Immunsystems - also dendritischen Zellen,
Monozyten, Makrophagen und B-Lymphozyten - angezeigt und so wird eine spezifische
Immunantwort gegeniiber diesen Proteinen dauerhaft aufrecht erhalten, was dann zu einer schnellen
Erkennung und wirkungsvollen Beseitigung von eingedrungenen bakteriellen Erregern fiihrt. Daher
stellen sich diese verbreiteten bakteriellen Proteine wie Chaperonin-Proteine, z.B. GroEL, GroES,
DnaK, GreA und IpbA2, ribosomale Proteine, z.B. RpIL und Transkriptionsfaktoren, z.B. EF-Tu,
EF-Ts sowie konservierte Stoffwechselproteine, z.B. SucB in dieser Untersuchung des
immunogenen B. henselae-Proteoms im Verlauf einer B. henselae-Infektion zwar als
immundominante, aber auch als wenig spezifische Proteine dar. In diesem Zusammenhang sind
auch solche verbreiteten, bakteriellen Proteine wie die Acetyl-CoA-Carboxylase (AccA), Lysyl-
tRNA-Synthetase (LysS), Superoxide-Dismutase (SodB), Polyribonukleotid-Nukleotidyltransferase
(Pnp) und die Succinyl-CoA-Synthetase (SucC) dementsprechend vorsichtig als potentielle
Bartonella-spezifische Seromarker-Proteine zu bewerten.

Bei der Untersuchung der Seren von Patienten mit serologisch nachgewiesener
B. quintana-Infektion zeigten sich die Hdmin-Bindungsproteine, z.B. HbpE, als immundominante
Proteine, was nahelegt, dass die Hémin-Bindungsproteine moglicherweise vielversprechende
spezifische Seromarker-Proteine fiir die Labordiagnose einer B. quintana-Infektion darstellen

konnten [26]. Obwohl sich das OMP HbpD (Hemin binding protein D) in dieser Arbeit seroreaktiv
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verhielt, erreichte keines der Hbps den etablierten Schwellenwert, um als immundominantes Protein
fiir eine Seromarker-Funktion in Frage zu kommen.

Sehr interessante und vielversprechende Proteine fiir eine bessere Serodiagnostik einer
B. henselae-Infektion sind stattdessen das Protein GI 49475876 (YP_033917.1) und die PpiC-Typ
Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase GI 49475012 (YP_033053.1), die beide eine intensive und
hdufige Seroreaktivitdt ausschlieBlich mit den untersuchten Patientenseren zeigten. Das Protein
GI 49475876 ist identisch mit dem B. henselae P26-Protein, einem hiufigen immundominanten
Antigen bei experimentell mit B. henselae infizierten Katzen [343].

Sequenzhomologe Proteine dieser beiden Proteine sind auch in anderen o-Proteobakterien,
insbesondere in nahe verwandten Bakterien wie Rhizobium spp. und Brucella spp., zu finden. Die
meisten dieser o-Proteobakterien sind, mit Ausnahme der Brucellen, lediglich apathogene,
bodenbewohnende Bakterien [343], was die Bedeutung dieser beiden genannten Proteine als
Seromarker fiir eine B. henselae-Serodiagnostik unterstreicht, da dann letztlich nur falsch-positive
Resultate bei einer vorliegenden Brucellose denkbar wiren. Dieses zu B. henselae-Protein
GI 49475876 sequenzhomologe, periplasmatische Brucella spp.-Protein, auch als CP28, Bp26 oder
Omp28 bezeichnet, wurde auch als immundominantes Antigen in verschiedenen Sdugetier-Wirten
charakterisiert [59, 189, 269, 294]. Bei einer weiteren Untersuchung, die die humorale
Immunantwort anhand der Patientenseren mit bestitigter B. abortus-Infektion mittels
2D-Immunoproteomics analysierte, scheint keine der Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerasen von
Brucella abortus 2308 (NC_007624) immunogene Eigeschaften zu besitzen [63]. Demnach kdnnten
die zwei B. henselae-Proteine, die PpiC-Typ Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase und
moglicherweise das Protein GI 49475876 eine Immunantwort auslosen, die vorrangig auf eine
Bartonella spp.-Infektion zurlickzufiihren ist. Es ist aber in folgenden Untersuchungen abzukléren,
ob die Seren der Patienten mit Brucella spp.-Infektionen bzw. mit Bartonella spp.-Infektionen
kreuzreaktiv. mit dem  B. henselae-Protein Gl 49475876  (P26-Protein) und dem
Brucella spp.-Protein (CP28, Bp26, Omp28) reagieren.

Es ist an dieser Stelle hervorzuheben, dass auch die iiblichen und verbreiteten bakteriellen
Proteine wie AccA, Pnp, SodB, trotz der relativ geringen Intensitit der beobachteten
Seroreaktivitit, sowie die intensiver reagierenden Proteine LysS, Pnp und SucC, eine
vielversprechende Zusammenstellung an moglichen Seromarker-Proteinen einer
B. henselae-Infektion darstellen konnten, wenn es zukiinftig gelingt, die denkbare Seroreaktivitét zu
sequenzhomologen Proteinen anderer verwandter, pathogener Bakterien auszuschlieBen. Dieser
Fragestellung sollte in weiteren Untersuchungen iiber die gegen Bartonella spp. gerichtete
Immunantwort nachgegangen werden. In diesem Zusammenhang ist anzumerken, dass die nicht-

identifizierten Proteine a, b, ¢ und f eine sehr starke Seroreaktivitdt ausschlieBlich gegeniiber der
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Patientenseren zeigen, was nahelegt, dass diese Proteine nach erfolgter Identifizierung sehr
interessante, zusdtzliche Seromarker-Proteine fiir eine Verbesserung der Serodiagnostik einer
B. henselae-Infektion darstellen.

Dariiber hinaus stellt BadA mit seinem hohen Molekulargewicht von ca. 340 kDa ein
hochspezifisches, immundominates Zielprotein der humoralen Immunantwort gegen B. henselae
dar [332], das in dieser Untersuchung mittels 2D-Immunoproteomics aufgrund der erwéhnten
technischen Einschridnkungen der 2D-SDS-PAGE nicht erfasst werden konnte.

Es ist offenbar bei einer B. henselae-Infektion kein ausgeprigtes, deutlich abgrenzbares
Antikorperprofil gegeniiber eines einzelnen bestimmten B. henselae-Antigens festzustellen, welches
bei Seroreaktivitit untersuchter Patientenseren dann zwangsldufig eine vorliegende
B. henselae-Infektion anzeigen wiirde. Diese Beobachtung steht im Einklang mit fritheren
Untersuchungen, die zeigten, dass sich die spezifischen Antikdrperprofile gegeniiber
Bartonella spp. von Patient zu Patient unterscheiden [26, 193, 213]. Als mdogliche Erklarung fiir
dieses Phdnomen konnte sich die Hypothese bewahrheiten, dass der variable Genpool einer
B. henselae-Population eine antigene Variation dieses Bakteriums verursacht und folglich zu einer
hochgradig variablen spezifischen Immunantwort eines Wirtes beitrdgt [190]. Diese sogenannte
Phasenvariation, die zu der antigenen Variation fiihrt, wurde fiir B. henselae anhand des Typ I'V-
Pilus bereits in vitro demonstriert [19, 174]. Dieser Typ IV-Pilus konnte spiter als der trimire
Autotransporter Bartonella-Adhdsin A (BadA) identifiziert werden [262]. Zudem ist bei einer
humanen und felinen B. henselae-Infektion das Entstehen genetischer Varianten innerhalb
nachfolgender Generationen eines B. henselae-Inokulums in vivo sehr wahrscheinlich, da sich die
primdren B. henselae-Isolate aus dem eigentlichen Fehlwirt Mensch und dem natiirlichen
Reservoirwirt Katze trotz nachweislich einheitlichen genetischen Ursprunges aus verschiedenen
genetischen Varianten zusammensetzen. Dieses Entstehen der genetischen Varianten von
B. henselae war in vitro nicht zu beobachten [23].

Dies deutet darauf hin, dass auch aufgrund dieses pathogenetischen Verhaltens eine
persistierende Infektion mit B. henselae ermdglicht wird, die anhaltende Bakteridmien im
natlirlichen Reservoirwirt hervorruft [72]. Zudem konnte es dariiber hinaus die beobachtete
Verschiebung der felinen, humoralen, spezifischen Immunantwort wihrend des Infektionsverlaufs
mit B. henselae erkldren [93]. Demzufolge konnen sowohl der Zeitpunkt nach der Infektion als auch
die genetische Variante von B. henselae gemeinsam die spezifische Immunantwort bestimmen. Da
sich das Antikorperprofil humaner anti-B. henselae-Seren im Verlauf einer B. henselae-Infektion
derart verdnderlich zeigen kann, ldsst sich eine vorliegende B. henselae-Infektion anhand der
Seroreaktivitdt gegeniiber nur eines typischen B. henselae-Antigens nicht zuverldssig diagnostisch

erfassen. Erst eine sinnvolle Kombination ausgewdéhlter immundominanter B. henselae-Antigene
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diirfte eine zuverldssige Serodiagnostik einer B. henselae-Infektion gewéhrleisten. Anhand dieser
hier erbrachten Ergebnisse scheint eine Kombination des Proteins GI 49475876, der PpiC-Typ
Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase GI 49475012, des stark antigenen BadA sowie der bislang noch
nicht identifizierten Proteine a, b, ¢ und f einen sinnvollen Ansatz zur Entwicklung eines
spezifischen, sensitiven serodiagnostischen Testverfahrens fiir eine B. henselae-Infektion
darzustellen, um anhand dieser immunogenen und stark seroreaktiven Zielproteine humane
anti-B. henselae-Seren auch eindeutig als solche zu identifizieren.

Abschlieffend kann festgehalten werden, dass die 2D-Immunoblot-Analyse der IFT-positiven
Seren von Patienten mit B. henselae-Infektion insgesamt 11 identifizierte und 4 bislang noch nicht
identifizierte, immundominante Proteine aufzeigte, die alle eine Seroreaktivitit mit mindestens
20 % der untersuchten Patientenseren aufwiesen. Davon sollten die zwei spezifischen,
immundominanten und stark seroreaktiven Proteine GI 49475876 und die Peptidyl-Prolyl cis-trans
Isomerase GI 49475012 neben BadA in der B. henselae-Serodiagnostik zukiinftig Anwendung

finden.

4.4 Untersuchung des im Infektionsverlauf mit Endothelzellen **S-radioaktiv markierten

B. henselae-Proteoms mittels 2D-SDS-PAGE

Die Besiedlung der vaskuldren Endothelzellen mit B. henselae stellt vermutlich den ersten
Schritt bei der Ausbildung der vaskuloproliferativen Lédsionen wie BA und PH dar [10, 226, 286]
und histologische Untersuchungen belegen die adhédrierten oder bereits invadierten B. henselae in
der Gegenwart der proliferierenden, kapilllarbildenden Endothelzellen [70, 201]. Daher sind diese
Wechselwirkungen zwischen dem pathogenen Bakterium B. henselae und den vaskuldren
Endothelzellen von besonderem wissenschaftlichen Interesse.

Der aktuelle Zustand einer Zelle (z.B. Phase im Zellzyklus, Reaktion auf Stress) zu einem
definierten Zeitpunkt ist sehr genau durch die qualitative und quantitative Zusammensetzung der
Proteine gekennzeichnet, da Proteine direkt und unmittelbar an den meisten Funktionen der Zelle
beteiligt sind [324, 325]. Die Gesamtheit aller aus einem Genom resultierenden RNA-Transkripte
wird als Transkriptom [326], und die Gesamtheit aller aus einem Genom resultierenden Proteine als
Proteom [340] bezeichnet. Im Gegensatz zum relativ statischen Genom verhalten sich sowohl
Transkriptom als auch Proteom mit Anderungen des zelluliren Zustandes infolge eines externen
oder internen Stimulus sehr dynamisch. Folglich ermdglicht die qualitative und quantitative
Erfassung sowohl des Transkriptoms als auch des Proteoms detaillierte Einblicke in die zelluldren

Prozesse.
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Beide Versuchsansitze besitzen verschiedene methodisch bedingte Vor- und Nachteile. Ein
besonderer, zwangsldufig systemimmanenter Nachteil bei der Charakterisierung der zelluldren
Prozesse anhand der Zusammensetzung der mRNA-Transkripte mittels Microarray-Experimenten
liegt darin begriindet, dass die Regulation des Transkriptoms lediglich einen Aspekt der
biologischen Regulation beleuchtet [292]. Auch bei sehr gut annotierten bakteriellen
Genomsequenzen ist nicht bekannt, welche Auswirkungen Iletztlich die Organisation der
polycistronischen mRNA, die 5’-und 3’-UTRs (nicht-translatierte mRNA-Region, untranslated
regions) und das Vorhandensein der SRNA (kleine-nicht-kodierende RNA, small, non-coding RNA
- auch ncRNA) auf die eigentliche Translation des mRNA-Transkriptes, also auf die
Proteinbiosynthese, hat [256]. Auch kann die Stabilitit der mRNA-Transkripte und somit der
Einfluss auf die Proteinbiosynthese nicht abgeschédtzt werden [24]. Es gilt derzeit als erwiesen, dass
der Abbau der mRNA-Transkripte [21], die Struktur der 5’-UTRs [27, 66] und das Vorkommen der
sRNAs [109, 205, 229, 334] entscheidend die Genexpression beeinflussen und somit die Proteinbio-
synthese regulieren. Zudem mehren sich die Hinweise, dass vor allem pathogene Bakterien durch
die schnelle, posttranskriptionale Regulation der mRNA-Transkripte die Expression der virulenten
Gene steuern [144, 268, 320]. Dennoch stellen Microarray-Experimente unbestritten eine
aussagekriftige Methode zur Untersuchung der bakteriellen Genexpression dar. Trotz grofer
Schwierigkeiten bei der mRNA-Isolation intrazelluldrer, pathogener Bakterien konnten kiirzlich
interessante Ergebnisse, z.B. Uberlebensstrategien intrazellulirer Mycobacterium tuberculosis-
Bakterien aus Makrophagen erbracht werden [126, 141, 285].

Letztlich wird die bakterielle Genexpression nicht nur durch die Regulation der transkriptionalen
Mechanismen, sondern auch iiber die mRNA-Transkripte durch diese posttranskriptionalen
Prozesse kontrolliert. Da die Proteine wiederum auch einer Regulation durch ko-und
posttranslationale Modifikationen sowie durch gezielte Proteindegradation unterliegen, ist fiir das
Verstidndnis zelluldrer Prozesse eine direkte Untersuchung der Gesamtheit aller Proteine
unabdingbar. Ein besonderer Vorteil bei der Charakterisierung der zelluldren Prozesse anhand der
qualitativen und quantitativen Zusammensetzung der Proteine mittels 2D-SDS-PAGE liegt in der
Féhigkeit, tausende verschiedene intakte Proteine bzw. Proteinspezies einer komplexen
Proteinmischung nach isoelektrischem Punkt (p/), Molekulargewicht (MW), Ldslichkeit und
relativer Haufigkeit gleichzeitig aufzutrennen. Somit spiegeln sich z.B. Anderungen der Expression
eines Proteins (Verdnderung der Syntheserate oder Abbaurate) und die Einfiihrungen von
Proteinmodifikationen (Proteinisoformen) anhand der Intensitit der Proteinpunkte auf dem
hergestellten 2D-SDS-PA-Gel wider. Diese Erkenntnisse erlauben schlieflich eine genaue

Charakterisierung des momentanen zelluldren Zustandes [108, 225].
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Daher wurden die Wechselwirkungen von B. henselae mit den vaskuldren Endothelzellen, den
eigentlichen Zielzellen einer Bartonella spp.-Infektion, in dieser Arbeit mittels 2D-SDS-PAGE
anhand des B. henselae-Proteoms im Infektionsverlauf mit Endothelzellen untersucht. Dazu wurden
B. henselae in Gegenwart von Endothelzellen (HUVECS) kultiviert, die im Infektionsverlauf neu
synthetisierten bakteriellen Proteine *°S-radioaktiv markiert und anschliefend mittels 2D-SDS-
PAGE aufgetrennt. Die zwischen den zwei Vergleichszustinden (B. henselae —/+~ HUVECS)
unterschiedlich stark auftretenden B. henselae-Proteine stellen dabei offenbar fiir die Infektion der
HUVECs wichtige Proteine dar, die moglicherweise als B. henselae-Pathogenititsfaktoren
fungieren. Insgesamt konnten 16 dieser Proteine anschlieBend mittels MALDI-TOF-MS
identifiziert werden.

Es gestaltet sich jedoch schwierig, ohne zusitzliche Untersuchungen fiir einige der
B. henselae-Proteine das verstirkte oder verminderte Vorkommen im Infektionsverlauf zu erklidren
und zu bewerten. Deshalb wurde versucht, durch Datenbankabfragen zusatzliche Informationen
iiber die identifizierten Proteine zu gewinnen [z.B. Bestimmung konservierter Doménen durch
Suche in der CDD (Conserved-Domain-Database) bzw. der Pfam-Datenbank, Bestimmung eines
moglichen N-terminalen Signalpeptides durch das Programm SignalP]. Um bestimmte Proteine im
physiologischen Zusammenhang zu beurteilen, wurde fiir diese Proteine die KEGG-Datenbank
[150-152] und die STRING-Datenbank [142, 329-331] abgefragt. Die mogliche Bedeutung dieser
Proteine als potentielle Pathogenitédtsfaktoren kann zukiinftig jedoch nur durch gezielte Experimente
endgiiltig aufgeklart werden.

Das in Prokaryoten fiir die Zellteilung essentielle, tubulindhnliche Zellteilungsprotein FtsZ
(P12; Abb. 21) erscheint im B. henselae-Infektionsverlauf deutlich weniger synthetisiert zu werden.
Dieses Protein gehort zur COG-Kategorie ,,Zellzykluskontrolle und Zellteilung® und polymerisiert
in einem GTP-getriebenen Prozess zu einer tubulindhnlichen, ringférmigen Struktur an der Stelle
der bakteriellen Zellteilung, ermdglicht dort die Bildung der neuen Zellhiille, um schlielich zwei
Tochterzellen auszubilden. Die Gene ftsZ, ddIB, ftsQ, and ftsA sind in einem Operon organisiert
(5'ddIB-ftsQ-ftsA-ftsZ 3') und kodieren fiir homologe Proteine der an der Zellwandsynthese
beteiligten D-Alanin-D-Alanin-Ligase (DdIB) sowie fiir zwei weitere, an der Zellteilung beteiligte
Proteine FtsQ und FtsA [89].

Die homooligomere, anorganische Pyrophosphatase PpA (P15; Abb. 21) scheint im
B. henselae-Infektionsverlauf mit HUVECs verstirkt vorhanden zu sein, was auf einen
zunehmenden Energiestoffwechsel hindeutet, da dieses Protein zur funktionellen COG-Kategorie
,Energieproduktion und Energieumwandlung® gehért und das bei vielen ATP-abhingigen,
biosynthetischen Reaktionen freigesetzte anorganische Pyrophosphat (PPi) zu ortho-Phosphat (Pi)
hydrolysiert (CDD/ KEGG-Datenbank).



Diskussion 131

Das Phagen-verwandte Protein GI 49475469 (YP_033510) und die Methionin-Aminopeptidase
Map kolokalisieren leider in einem einzigen Proteinpunkt, daher ist es nicht moglich zu
schlussfolgern, welches der beiden Proteine im B. henselae-Infektionsverlauf mit HUVECs weniger
stark  synthetisiert wurde (P19; Abb.21). Die Methionin-Aminopeptidase (Methionyl-
Aminopeptidase) gehort zur COG-Kategorie ,,Translation und katalysiert die Freisetzung
N-terminaler Aminosduren, vorrangig Methionin, von Proteinen und Peptiden. Das Phagen-
verwandte Protein GI 49475469 (YP_033510) gehort keiner funktionellen COG-Kategorie an.
Entsprechend der CDD kann es wie andere SSAPs (DNA-single-strand annealing proteins, SSAPs)
(RecT, Red-B, ERF, Rad52) in RecA-abhingigen und RecA-unabhingigen DNA-
Rekombinationsereignissen mitwirken. Auf dem B. henselae-Chromosom kommt es in der
Nachbarschaft von einer Exonuklease (BH06850) und einer Integrase/ Rekombinase (BH06830)
vor (STRING-Datenbank).

Das keiner funktionellen COG-Kategorie zugehorige Protein GI 49476239 (P21; Abb. 21) ist im
B. henselae-Infektionsverlauf weniger vorhanden. Entsprechend der CDD handelt es sich dabei um
ein SapC-verwandtes Protein, welches z.B. bei Campylobacter fetus als an Lipopolysaccharid
gebundenes Oberflachenprotein (surface layer protein, SLP) Serumresistenz vermittelt [319]. In
dieser Funktion wére auch ein vermindertes Vorkommen dieses Proteins im intrazelluldren Bereich
verstandlich, da B. henselae in Gegenwart der HUVECs als fakultativ, intrazelluldres Bakterium
keinem humoralen Immunsystem (Komplementsystem) ausgesetzt ist.

Das Hitzeschockprotein-70 DnaK ist im B. henselae-Infektionsverlauf mit HUVECs offenbar
weniger stark vorhanden (P22; Abb.21). Es gehort der funktionellen COG-Kategorie
,Posttranslationale Modifikation, Proteinumsatz, Chaperonine an. DnaK unterstiitzt in Interaktion
mit den Ko-chaperonin-Proteinen DnalJ and GrpE die ATP-abhidngige Faltung entstehender
Polypeptidketten sowie die Riickfaltung fehlgefalteter Polypeptidketten [36, 95, 145]. Zudem
spielen diese Proteine, DnaK, GrpE und Dnal eine wichtige Rolle in der Regulation der
Hitzeschockantwort [287]. Die bakterielle, stark konservierte Hitzeschockantwort hilft pathogenen
Bakterien, sich an den vielfaltigen Umweltstress in der Wirtsumgebung anzupassen [113] - jedoch
als fakultativ, intrazelluldres Bakterium sollte dieser im Infektionsverlauf mit Endothelzellen
reduziert auftreten. Dies konnte auch die verminderte Expression dieser Hitzeschockproteine
erkldren.

Die Protease HslV ist im B. henselae-Infektionsverlauf kaum noch vorhanden (P27; Abb. 21).
Sie gehort der funktionellen COG-Kategorie ,,Posttranslationale Modifikation, Proteinumsatz,
Chaperonine* an. In E. coli bildet die Protease HslV zusammen mit der ATPase HsIU einen aus
zwei Komponenten bestehenden, dem eukaryotischen Proteasom #hnelnden, proteolytischen,

ATP-abhingigen HsIVU-Enzymkomplex. Dieser HsIVU-Komplex stellt eine proteolytisch aktive
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Kammer (HslV-Dodecamer) dar, die aus zwei ringformigen HslV-Hexameren und zwei
flankierenden, ringformigen HslU-Hexameren/ HslU-Heptameren besteht (CDD) [265, 266].

Das hypothetische Protein GI 49475430 (YP_033471) ist im B. henselae-Infektionsverlauf
offenbar weniger stark vorhanden (P30; Abb.21). Es wird der funktionellen COG-Kategorie
,Unbekannte Funktion“ zugeordnet und besitzt eine soweit uncharakterisierte, konservierte
Proteindomadne DUF-2059 (Domain of unknown function) (Pfam-Datenbank). Fiir dieses Protein
wurde ein N-terminales Signalpeptid (SignalP) postuliert, dennoch konnte die endiiltige
Lokalisation des Proteins nicht abschlieBend vorhergesagt werden (PSORTDb). Fiir dieses Protein
existieren sequenzhomologe Proteine in anderen o-Proteobakterien (z.B. Bartonella spp.,
Brucella spp., Sinorhizobium spp., Rhizobium spp., Agrobacterium tumefaciens).

Das Protein Phosphoserin-Aminotransferase SerC ist im B. henselae-Infektionsverlauf offenbar
deutlich verstirkt vorhanden (P31; Abb. 21). Es wird sowohl der funktionellen COG-Kategorie
,2Aminosduretransport und Metabolismus®™ als auch der COG-Kategorie ,,Koenzymtransport und
Metabolismus* zugeordnet. Dieses Pyridoxalphosphat-abhingige Enzym katalysiert dabei (i) beim
Metabolismus  von  Serin  die  reversible = Reaktion von  3-Phosphonooxypyruvat
(3-Phosphohydroxypyruvat) und L-Glutamat zu 3-Phospho-L-serin und 2-Oxoglutarat sowie (ii)
beim Metabolismus von Pyridoxin (Vitamin B6) die reversible Reaktion von 2-Oxo0-3-hydroxy-4-
phosphonooxybutanoat  (2-Oxo-3-hydroxy-4-phosphohydroxybutyrat) und L-Glutamat zu
4-Phosphonooxy-L-threonin  [4-(Phosphohydroxy)-L-threonin] und 2-Oxoglutarat (KEGG-
Datenbank).

Jedoch fehlt offenbar B. henselae (i) fiir den kompletten, weiteren Stoffwechselweg von Serin-
Derivaten die 3-Phospho-D-glycerat-Dehydrogenase zur Bildung von 3-Phospho-D-glycerat und
die Phosphoserin-Phosphatase zur Bildung von L-Serin, zudem katalysiert die L-Serin-Dehydratase
SdaA die reversible Reaktion von L-Serin zu Pyruvat. B. henselae besitzt (ii) fiir den kompletten,
weiteren  Stoffwechselweg zum Pyridoxin die notwendige 4-Phosphonooxy-L-threonin-
Dehydrogenase PdxA [4-(Phosphohydroxy)-L-threonin-Dehydrogenase]. Diese katalysiert die
irreversible NAD -abhingige Reaktion von 4-Phosphonooxy-L-threonin [4-(Phosphohydroxy)-L-
threonin] zu 2-Amino-3-oxo0-4-phosphonooxybutanoat, welches spontan unter Bildung von 2-Oxo-
3-aminopropylphosphat  (3-Amino-2-oxopropylphosphate) decarboxyliert. Weiterhin besitzt
B. henselae die Pyridoxin-5-phosphat-Synthase PdxJ, die die Reaktion von 1-Deoxy-D-xylulose-5-
phosphat und 2-Oxo-3-aminopropylphosphat (3-Amino-2-oxopropylphosphat) unter Entstehung
von Pyridoxin-5'-phosphat und Freisetzung von ortho-Phosphat katalysiert.

Es ist derzeit noch nicht bekannt, welcher Stoffwechselweg bei B. henselae zur Bildung von
4-Phosphonooxy-L-threonin fiihrt. Jedenfalls scheint 4-Phosphonooxy-L-threonin bei B. henselae
nicht von der im Pentosephosphatstoffwechsel vorliegenden D-Erythrose-4-phosphat iiber die
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synthetischen Intermediate D-Erythronat-4-phosphat (4-Phospho-D-erythronat) und 2-Oxo-3-
hydroxy-4-phosphonooxybutanoat synthetisiert zu werden, da die notwendigen konvertierenden
Enzyme D-Erythrose-4-phosphat-Dehydrogenase sowie D-Erythronat-4-phosphat-Dehydrogenase
im B. henselae-Genom nicht genetisch determiniert sind. Allerdings besitzt B. henselae die
1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase, die die Kondensationsreaktion von Pyruvat und
D-Glyceraldehyd-3-phosphat unter Bildung von 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat, einem weiteren
wichtigen Baustein auf dem Sytheseweg zum Pyridoxin-5'-phosphat, katalysiert. Das ldsst darauf
schlieBen, dass mit dem Vorhandensein nahezu aller an der Pyridoxin-5'-phosphat-Synthese
beteiligten Enzyme auf dem B. henselae-Genom auch die Phosphoserin-Aminotransferase SerC
vorrangig an der Transaminierungsreaktion unter Bildung von 4-Phosphonooxy-L-threonin
[4-(Phospho-hydroxy)-L-threonin], einen wichtigen Reaktionsschritt bei dem Stoffwechselweg zum
Pyridoxin, beteiligt ist. Diese Bedeutung dieses Stoffwechselweges zum Pyridoxin-5'-phosphat fiir
B. henselae erscheint nachvollziehbar, da das B. henselae-Genom nur sehr wenige Komponenten
des Phosphotransferasesystems (PTS) aufweist, z.B. FruB, ManX, PtxN, PtsH, PTS IIA. Jedoch
fehlen die fiir einen PTS-Glucosetransport notwendigen Bestandteile PtsG und Crr als auch
bestimmte Schliisselenzyme des glykolytischen Stoffwechsels (Hexokinase, Phosphofructokinase)
[5]. Vielmehr kodiert das B. henselae-Genom fiir diverse ABC-Transporter [z.B. ABC-Transporter
fiir Glutamat/ Aspartat (GItI, GltJ, GItK, GltL), ABC-Transporter fiir Aminosduren mit verzweigten
Ketten (LivK, LivH, LivM, LivG, LivF)] und diverse MFS-Transporter (MFS, Major Facilitator
Superfamily) [z.B. 2-Oxoglutarat-Permease (a-Ketoglutarat-Permease KgtP1, KgtP1, KgtP1)].

Bisherige Untersuchungen zeigten, dass B. henselae bestimmte Aminosduren, vorrangig
Glutamat - aber auch Histidin, Asparagin, Glycin, Serin - keineswegs aber Glucose als Kohlenstoft-
und Energiequelle katabolisiert [52]. Das ist besonders fiir ein pathogenes Bakterium
bemerkenswert, da Glucose eine verbreitete, katabolisierbare Energie- und Kohlenstoffquelle
insbesondere im Gewebe und Blut eines Wirtes darstellt [52]. Dabei werden diese Aminosduren zu
Intermediaten des Zitratzyklus deaminiert, katabolisiert und entstehende Redoxaquivalente (NADH,
FADH) mittels der Elektronentransportkette unter ATP-Bildung und Sauerstoffverbrauch oxidiert
[52]. So resultiert eine B. henselae-Infektion in einem gesteigerten zelluldren Sauerstoffverbrauch
[157].

Zudem legen bisherige Untersuchungen nahe, dass der Infektionsverlauf der Endothelzellen mit
B. henselae mit einer gesteigerten metabolischen Aktivitéit bei B. henselae einhergeht [158]. Da mit
zunehmender metabolischer Aktivitat, insbesondere mit einem zunehmenden
Aminosédurekatabolismus als Kohlenstoff- und Energiequelle, diese Transaminierungsreaktionen
der Aminosiduren unter Beteiligung der Pyridoxin-5'-phosphat-abhingige Aminotransferasen

verstiarkt ablaufen, stellt B. henselae moglicherweise durch ein verstirktes Vorkommen der
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Phosphoserin-Aminotransferase SerC und einer gesteigerten Syntheserate des Pyridoxin-5'-
phosphat eine ausreichende Menge dieses Kofaktors fiir alle Pyridoxin-5'-phosphat-abhdngigen
Enzymreaktionen, z.B. Transaminierung, Racemisierung, Decarboxylierung bereit.

Damit B. henselae tatsichlich Aminosduren iiber den Zitratzyklus katabolisieren kann, miissen
diese pathogenen Bakterien (i) die Enzyme fiir einen kompletten Zitratzyklus besitzen, (ii) die
Enzyme fiir die Umwandlung der Aminosduren in Intermediate des Zitratzyklus enthalten sowie
(ii1) tiber eine Bezugsquelle fiir Acetyl-CoA und eines C4- bzw. Cs-Intermdiates des Zitratzyklus
zur Maximierung des Reduktionspotentials und der ATP-Produktion verfiigen [52]. Es sind bei
B. henselae alle Enzyme- bzw. Enzymkomplexe des Zitratzyklus genetisch determiniert [5] und es
konnten bereits alle notwendigen enzymatischen Aktivititen des Zitratzyklus nachgewiesen werden
[52]. Zudem produziert B. henselae CO,, konsumiert O, und scheint die ndtigen Enzyme zu
besitzen, um Histidin und L-Glutamat zu 2-Oxoglutarat, einem Cs-Intermdiat des Zitratzyklus,
umzusetzen [52]. An dieser Transaminierungsreaktion vom L-Glutamat zu 2-Oxoglutarat konnte
z.B. die im B. henselae-Genom kodierte L-Aspartat-2-Oxoglutarat-Aminotransferas AatA beteiligt
sein. Beim Wachstum von B. henselae werden zudem Glycin und Serin verbraucht [52]. Diese
werden wahrscheinlich mittels der genetisch determinierten Serinhydroxymethyltransferase GlyA
und der L-Serindehydratase SdaA zu Pyruvat umgewandelt und stellen eine mogliche Bezugsquelle
fiir Acetyl-CoA dar.

Das  Protein  3-Methyl-2-oxobutanoat-Hydroxymethyltransferase =~ PanB  [Ketopantoat-
hydroxymethyltransferase (KPHMT)] ist im B. henselae-Infektionsverlauf offenbar deutlich
verstirkt exprimiert (P35; Abb. 21) und wird der funktionellen COG-Kategorie ,,Koenzymtransport
und  Metabolismus®  zugeordnet. Dieses Enzym  katalysiert die  Reaktion von
5, 10-Methylentetrahydrofolat und  3-Methyl-2-oxobutanoat zu  Tetrahydrofolat  und
2-Dehydropantoat und leitet die Biosynthese des Pantothenat (Vitamin BS5), einer Vorstufe des
Coenzym A, ein (CDD). Das B. henselae-Genom kodiert zudem auch fiir die Pantothenatsynthetase
PanC (Pantoat-B-alanin-Ligase, Pantoat-aktivierendes Enzym) und weitere im Pantothenat-bzw.
Coenzym A-Stoffwechsel beteiligte Enzyme wie Pantothenat-Kinase CoaA, bifunktionale
Phosphopantothenoylcystein-Decarboxylase/ Phosphopantothenat-Synthase, =~ Phosphopantethein-
Adenylyltransferase CoaD, Dephospho-CoA-Kinase CoaE und 4'-Phosphopantetheinyl-Transferase
AcpS (STRING-Datenbank).

Da eine B. henselae-Infektion der Endothelzellen in einer gesteigerten metabolischen Aktivitét
bei B. henselae resultiert [158], werden insbesondere die Reaktionen des Zitratzyklus als
Energiequelle verstdrkt ablaufen. Daher stellt B. henselae moglicherweise durch ein verstarktes
Vorkommen der 3-Methyl-2-oxobutanoat-Hydroxymethyltransferase PanB und einer gesteigerten

Syntheserate des 2-Dehydropantoat eine ausreichende Menge dieses Kofaktors Coenzym A fiir alle
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beteiligten Enzyme der CoA-abhéngigen, oxidativen Decarboxylierungsreaktionen bereit [z.B. die
Reaktion des Pyruvat zu Acetyl-CoA und CO,; durch den Pyruvat-Dehydrogenase-
Multienzymkomplex  (Pyruvat-Dehydrogenase = E1-Komponente a-/ B-Untereinheit ~ Pyruvat-
Decarboxylase = PdhA/PdhB, Pyruvat-Dehydrogenase E2-Komponente Dihydrolipoamid-
Acetyltransferase PdhC, Pyruvat-Dehydrogenase E3-Komponente Dihydrolipoamid-
Dehydrogenase PdhD1/ PdhD2) sowie die Reaktion des 2-Oxoglutarat zu Succinyl-CoA und CO,
durch den 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-Multienzymkomplex (2-Oxoglutarat-Dehydrogenase E1-
Komponente 2-Oxoglutarat-Decarboxylase Kgd, 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase E2-Komponente
Dihydrolipoamid-Succinyltransferase ~ SucB, 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase  E3-Komponente
Dihydrolipoamid-Dehydrogenase PdhD1/ PdhD2)].

Die 3-Methyl-2-oxobutanoat-Hydroxymethyltransferase PanB und das hypothetische Protein
GI 49475409 (YP_033450) befinden sich leider zusammen in einem Proteinpunkt (P37; Abb. 21).
Da aber die 3-Methyl-2-oxobutanoat-Hydroxymethyltransferase im B. henselae-Metabolismus
wihrend des Infektionsverlaufes mit HUVECs eine wichtige Funktion im Energiestoffwechsel
besitzt, ist die verstirkte Intensitdt des Proteinpunktes wahrscheinlich auf die bereits beschriebene
Zunahme dieses Enzyms 3-Methyl-2-oxobutanoat-Hydroxymethyltransferase PanB
zuriickzufiihren. Uber das hypothetische Protein GI 49475409 ist wenig bekannt und es wurde von
PSORTb als zytoplasmatisches Protein vorhergesagt, obwohl ein Signalpeptid vom SignalP-
Algorithmus erkannt wird. Die Pfam-Datenbank zeigt eine konservierte, uncharakterisierte Doméne
DUF-1849.

Auch das Proteinexport-Protein SecB ist im B. henselae-Infektionsverlauf offenbar deutlich
verstarkt vorhanden (P39; Abb. 21). Es wird der funktionellen COG-Kategorie ,,Intrazelluldrer
Transport und Sekretion* zugeordnet und stellt ein fiir den Export-spezifisches Chaperonin-Protein
dar. Das homotetramere Protein SecB ist eine zytoplasmatische Komponente des
membrangebundenen Mehrkomponenten-Enzymsystems Sec-Protein-Translokase, die an der
Translokation entstehender Polypeptide iiber die zytoplasmatische Membran beteiligt ist (CDD).
Dabei bindet das Chaperonin-Protein SecB selektiv Priproteine und liefert diese in einem
Translokations-kompetenten Zustand der membrangebundenen ATPase SecA zu, die dann die
eigentliche Translokationsreaktion antreibt [36, 119, 160]. Das B. henselae-Genom kodiert fiir alle
notwendigen Komponenten des Sec-abhingigen Protein-Exportsystems (SecA, SecB, SecD -
SecG, SecY, YajC, YidC, Signalpeptidase I/II), so dass von einem voll funktionsfdhigen
Translokationssystem ausgegangen werden kann. Moglicherweise erfordert eine B. henselae-
Infektion der Endothelzellen eine vermehrte Sekretion diverser B. henselae-Proteine, um ein
erfolgreiches Interagieren von B. henselae mit dem intrazelluldren Milieu zu ermdglichen. Denkbar

wire eine vermehrte Sekretion, z.B. periplasmatischer Bindeproteine (periplasmic binding proteins,



136 Diskussion

PBPs) der bakteriellen, periplasmatischen Transportsysteme [z.B. periplasmatische Aminosiure-
Bindeproteine eines ABC-Transporters fiir ~Aminosduren mit verzweigten Ketten
(G1 49475594/ YP_033635)]. Solche PBPs existieren fiir verschiedenste Substrate wie
Aminoséduren, Peptide, Zucker, Vitamine, anorganische Ionen. Durch eine vermehrte Sekretion
dieser bakteriellen, periplasmatischen Transportsysteme wiirde B. henslae auch seinen hohen
Stoffwechsel im intrazelluldren Milieu abdecken konnen, was dann wiederum auch eine verstiarkte
Expression des Proteinexport-Proteins SecB erkldren wiirde.

Das hypothetische Protein GI 49475388 (YP_033429) ist im B. henselae-Infektionsverlauf
offenbar deutlich weniger exprimiert (P10; Abb. 24). Es wird der funktionellen COG-Kategorie
,uUnbekannte Funktion zugeordnet und besitzt eine soweit uncharakterisierte, konservierte
Proteindomidne DUF-2155 (Pfam-Datenbank), die auch fiir andere hypothetische, prokaryotische
Proteine nachgewiesen wurde. Fiir dieses Protein wurde ein N-terminales Signalpeptid postuliert
(SignalP), dennoch konnte die endiiltige Lokalisation des Proteins nicht abschlieBend vorhergesagt
werden (PSORTD). Es existieren sequenzhomologe Proteine in anderen a-Proteobakterien (z.B.
Bartonella spp., Brucella spp., Sinorhizobium spp., Rhizobium spp., Agrobacterium tumefaciens).

Das Protein Dihydrolipoamid-Acyltransferase PdhC ist im B. henselae-Infektionsverlauf
offenbar verstarkt exprimiert (P18; Abb.24). Es wird der funktionellen COG-Kategorie
»Energieproduktion und Energieumwandlung® zugeordnet und ist allgemein als Dihydrolipoamid-
Acyltransferase PdhC im B. henselae-Genom als E2-Komponente eines Dehydrogenase-
Multienzymkomplexes fiir 2-Oxosduren mit verzweigten Ketten annotiert [5], der 2-Oxosduren zu
Acyl-CoA und CO, umsetzt [336]. Alle soweit untersuchten 2-Oxosdure-Dehydrogenase-
Multienzymkomplexe bestehen aus den EI-, E2- und E3-Komponenten (z.B. Pyruvat-
Dehydrogenase-Multienzymkomplex, 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-Multienzymkomplex), wobei
die El1-Komponente a-/ B-Untereinheit und die E2-Komponente eine gewisse Substratspezifitit
besitzen, hingegen ist die E3-Komponente zwischen den verschiedenen Enzymkomplexen
austauschbar [336]. Als Dihydrolipoamid-Acetyltransferase stellt PdhC zugleich die E2-
Komponente des Pyruvat-Dehydrogenase-Multienzymkomplexes dar, der die oxidative
Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-CoA und CO, katalysiert. Der Pyruvat-Dehydrogenase-
Multienzymkomplex besteht aus der El-Komponente a-/ B-Untereinheit Pyruvat-Decarboxylase
PdhA/PdhB, der E2-Komponente Dihydrolipoamid-Acetyltransferase PdhC sowie der E3-
Komponente Dihydrolipoamid-Dehydrogenase PdhD1/ PdhD2. Da eine B. henselae-Infektion der
Endothelzellen offenbar mit einer gesteigerten metabolischen Aktivitit bei B. henselae einhergeht
[158], werden bestimmte Schliisselreaktionen des Stoffwechsels (z.B. die oxidative
Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-CoA) verstérkt ablaufen. Insofern ist auch ein vermehrtes

Vorhandensein der E2-Komponente PdhC als Dihydrolipoamid-Acetyltransferase bzw. als
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Dihydrolipoamid-Acyltransferase  nachvollziehbar. Zudem  wurde gezeigt, dass die
Dihydrolipoamid-Acyltransferase essentiell fiir eine Mycobacterium tuberculosis-Infektion ist
[303].

Das Protein Leucyl-Aminopeptidase PepA ist im B. henselae-Infektionsverlauf deutlich verstarkt
vorhanden (P27; Abb. 24). Es gehort zu der funktionellen COG-Kategorie ,,Aminosduretransport
und Metabolismus“. Das Zn*"-abhingige homohexamere Enzym PepA katalysiert die Abspaltung
vorrangig von Leucin, aber auch weiterer Aminosduren vom N-terminalen Ende eines Proteins
(CDD). Bei der bakteriellen Replikation konnen unerwiinschte Rekombinationsereignisse auch zu
Chromosomen-Dimeren fithren, die mittels bakterieller XerD/C-Rekombinasen aufgelost werden
missen [185], und auch das B. henselae-Genom kodiert fiir die Integrase/ Rekombinase XerD und
fiir die Tyrosin-Rekombinase XerC. Neben zwei verwandten Rekombinasen ist auch PepA bei der
Xer-vermittelten Rekombination an der Xer-spezifischen Rekombinationsstelle (dif) an der
Trennung der bakteriellen Chromosomen-Dimere in die jeweiligen Monomere beteiligt, ohne dass
die eigentliche Aminopeptidase-Aktivitit fiir die Xer-vermittelte Rekombination notwendig ist
[212].

Das 30S-ribosomale Protein S6 (RpsF) ist im B. henselae-Infektionsverlauf mit HUVECs
offenbar deutlich verstirkt exprimiert (P37; Abb. 24). Als ribosomales Protein gehort es der
funktionellen COG-Kategorie ,, Translation” an. Es bindet laut CDD zusammen mit dem 30S-
ribosomalen Protein S18 (RpsR) an den Komplex aus 30S-ribosomale Protein S15 (RpsO) und der
16S-rRNA. Bei heterotrophen Bakterien verhilt sich die zelluldre Konzentration der Ribosomen zur
Geschwindigkeit der Proteinbiosynthese und zur Aktivitdt des Stoffwechsels proportional [75, 230].
Die Synthesegeschwindigkeit der Ribosomen hingt von der rRNA-Synthese ab [179, 230] und
somit korreliert der zellulire rRNA-Gehalt direkt mit der metabolischen Aktivitit [75]. In
Gegenwart der Endothelzellen synthetisiert B. henselae vermehrt rRNA und zeigt demnach eine
gesteigerte Stoffwechselaktivitéit [158]. In diesem Zusammenhang ist auch ein verstdrktes Auftreten
der ribosomalen Proteine wie des 30S-ribosomalen Proteins S6 (RpsF) zu erwarten, um die am
Stoffwechsel  beteiligten Enzyme bereitzustellen und belegt damit die gesteigerte
Stoffwechselleistung von B. henselae in Gegenwart der Endothelzellen auch auf Proteinebene.

Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass neben dem 30S-ribosomalen Protein S6 auch andere
Proteine wie die Anorganische Pyrophosphatase PpA (P15; Abb.21), die Phosphoserin-
Aminotransferase SerC (P31; Abb. 21), die 3-Methyl-2-oxobutanoat-Hydroxymethyltransferase
PanB (P35,P37; Abb. 21), das Proteinexport-Protein SecB (P39; Abb. 21), die Dihydrolipoamid-
Acyltransferase/ 2-Oxosdure-Dehydrogenase - E2-Komponente PdhC (P18; Abb. 24), Leucyl-
Aminopeptidase PepA (P27; Abb. 24) durch verstarkte Expression in der Gegenwart von HUVECs

auf eine gesteigerte Stoffwechselaktivitit von B. henselae schlieBen lassen. Auch bei einigen der im
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Infektionsverlauf mit HUVECs vermindert exprimierten Proteine wie der ATP-abhidngigen
Protease-Untereinheit HsIV (P27; Abb. 21), dem Hitzeschockprotein-70 DnaK (P22; Abb. 21) und
dem SapC-verwandten Protein GI 49476239 (P21; Abb.21) ist das geringere Vorkommen
nachvollziehbar. Da im intrazelluliren Milieu von optimalen Bedingungen fiir B. henselae
ausgegangen werden kann, scheint eine Stressantwort des Bakteriums unwahrscheinlich zu sein.
Somit ist eine Chaperonin-abhingige Riickfaltung fehlgefalteter Proteine durch das
Hitzeschockprotein-70 DnaK eine weniger bendtigte zelluldre Funktion von B. henselae. Die
gesteigerte rRNA-Synthese von B. henselae in Gegenwart der Endothelzellen [158] reflektiert eine
verstirkte bakterielle Proteinbiosynthese, und ein proteasomaler Proteinabbau durch die ATP-
abhédngige Protease-Untereinheit HslV ist eine zugleich reduzierbare, zelluldre Funktion. Auch ist
das potentielle Vermitteln von Serumresistenz durch ein SapC-verwandtes Protein entbehrlich im
intrazelluldren Mileu. In zukiinftigen experimentellen Ansidtzen sollte die Funktion der im
Infektionsverlauf mit HUVECs regulierten hypothetischen Proteine aufgekldart werden. Den im
Infektionsverlauf mit HUVECs stirker auftretenden hypothetischen Proteinen GI 49475430
(P30; Abb. 21) und GI 49475388 (P10; Abb. 24) konnte eine Funktion bei der Pathogenese von
B. henselae zukommnen - ebenso interessant erscheint das verminderte Vorkommen des
hypothetischen Proteins GI 49475409 (P37; Abb. 21).

Durch diese Untersuchung des im Infektionsverlauf mit Endothelzellen **S-radioaktiv markierten
B. henselae-Proteoms mittels 2D-SDS-PAGE konnten neue Einblicke in das Verhalten von
B. henselae in Gegenwart der HUVECs gewonnen werden. Insbesondere sind die metabolischen
Besonderheiten dieses Bakteriums im Zusammenhang mit fritheren Beobachtungen bemerkenswert,
da die Ergebnisse nahelegen, dass B. henselae auch wihrend einer Infektion der Endothelzellen
vorrangig bestimmte Aminosduren wie Glutamat - aber auch Histidin, Asparagin, Glycin und Serin
als Kohlenstoff- und Energiequelle katabolisiert [52]. Dabei werden diese Aminosduren zu
Intermediaten des Zitratzyklus deaminiert, katabolisiert und entstehende Redoxaquivalente (NADH,
FADH) mittels der Elektronentransportkette unter ATP-Bildung und Sauerstoffverbrauch oxidiert,
was in einem gesteigerten zelluldren Sauerstoffverbrauch resultiert [52].

Neben dem indirekten serologischen Erregernachweis, z.B. IFT, welcher auf dem Nachweis von
gegen Bartonella spp. gerichteten Antikorpern im Patientenserum basiert [48], kann der Nachweis
des Erregers auch direkt entweder durch die Anzucht [308] oder durch den DNA-Nachweis mittels
PCR (z.B. iiber die Amplifikation der 16S rRNA-Gene) erfolgen [8, 80, 210]. Bislang machte die
technisch aufwéndige kulturelle Anzucht von Bartonella spp. Wachstumsbedingungen mit ldngeren
Inkubationsphasen (21 d-45d) erforderlich [177, 308], so dass die Erregeranzucht fiir
Bartonella spp.-Infektionen bislang nicht als effektive und reproduzierbare diagnostische Methode

galt [177, 211]. Kiirzlich konnte jedoch diese Inkubationsphase fiir eine Bartonella spp.-Kultur
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durch eine verdnderte Zusammensetzung des Kulturmediums deutlich verkiirzt werden (7 - 10 d)
[198, 263]. Sollte das Wachstum von Bartonella spp. in Kultur z.B. durch Zugabe diverser
Aminosduren z.B. L-Glutamat weiterhin verbessert werden, dann ist bei einer entsprechend kurzen
Anzuchtphase ein direkter Erregernachweises anhand der Kultivierung von Bartonella spp. aus dem
Patientenisolat neben dem indirekten serologischen Nachweis ein wertvolles, zusitzliches,

diagnostisches Instrument.
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5 Zusammenfassung

Das humanpathogene Bakterium B. henselae verursacht bei immunkompetenten Patienten in der
Regel die sogenannte ,Katzenkratzkrankheit“ und kann bei immunsupprimierten Patienten
vaskuloproliferative Krankheitsbilder (Bazillire Angiomatose, Peliosis hepatis) hervorrufen. Da
iiber die grundlegenden pathogenetischen Mechanismen zur Ausbildung der vaskuloproliferativen
Liasionen noch immer wenig bekannt ist und die Erfassung des B. henselae-Proteoms detaillierte
Einblicke in die Infektionsbiologie des Erregers ermoglicht, sollte in dieser Arbeit das B. henselae-
Proteom im Infektionsverlauf mit Endothelzellen, den eigentlichen Zielzellen einer B. henselae-

Infektion, charakterisiert werden.

Zunidchst wurde ein 2D-SDS-PAGE-System etabliert, das die reproduzierbare Auftrennung
extrahierter B. henselae-Proteine ermoglicht. Dabei stellte sich heraus, dass die bislang verwendeten
thiolbasierten (z.B. DTT) und phoshinbasierten Proteinreduktionsmittel (z.B. TBP) den technischen
Anspriichen der 2D-SDS-PAGE aufgrund verschiedener nachteiliger Eigenschaften (z.B. geringe
Loslichkeit, schlechte Ladungseigenschaften) nicht gerecht werden. Stattdessen erwies sich das
erstmals auf die Verwendbarkeit im gesamten pH-Bereich der 2D-SDS-PAGE untersuchte
phoshinbasierte Reduktionsmittel TCP [Tris-(2-cyanoethyl)-phosphin] als ein ausgesprochen
geeignetes Proteinreduktionsmittel, durch dessen Einsatz eine qualitativ und quantitativ
reproduzierbare Auftrennung komplexer analytischer und priparativer Mengen der B. henselae-

Proteine auf allen erstellten 2D-SDS-PA-Gelen erzielt wurde.

Mit diesem 2D-SDS-PAGE-System wurde erstmalig eine umfassende 2D-Proteomkarte vom
gesamten B. henselae-Proteom erstellt. Mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie wurde eine
Anzahl von 431 Proteinpunkten identifiziert, die insgesamt 191 verschiedene Proteine
reprasentieren - darunter befinden sich auch 16 hypothetische Proteine. Neben Einblicken in die
Zusammensetzung des B. henselae-Proteoms erlaubte diese hergestellte B. henselae-Proteomkarte
dariiber hinaus mit 2D-Immunoblot-Verfahren unter Verwendung von 33 anti-B. henselae-
Antikorper enthaltenden Patientenseren und 5 negativen Kontrollseren den Nachweis zahlreicher,
in vivo exprimierter, seroreaktiver B. henselae-Antigene.

Vom gesamten immunogenen B. henselae-Proteom zeigten 11 identifizierte und 4 bislang noch
nicht identifizierte Proteine eine Seroreaktivitit mit mindestens 20 % der untersuchten
Patientenseren. Von diesen immundominanten B. henselae-Proteinen erwiesen sich zwei Proteine
(Protein GI 49475876, Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase GI49475012) als B. henselae-
spezifische Antigene und somit als vielversprechende, serodiagnostische Markerproteine einer

B. henselae-Infektion.



Zusammenfassung 141

Offensichtlich wird bei einer B. henselae-Infektion kein charakteristisches, abgrenzbares
Antikorperprofil gegeniiber eines einzelnen bestimmten B. henselae-Antigens entwickelt. Daher
diirfte erst eine Zusammenstellung typischer B. henselae-Seromarker ein zuverldssiges
diagnostisches Erfassen einer B. henselae-Infektion erlauben. Da derzeit verwendete
Immunfluoreszenztests (IFTs) zur serologischen Diagnostik einer B. henselae-Infektion unter
Kreuzreaktivititen gegeniiber weiteren humanpathogenen Bakterien leiden, wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine Kombination von drei immundominanten B. henselae-Proteinen (Protein
GI 49475876, Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase GI 49475012, Bartonella-Adhésin A)

vorgeschlagen, um zukiinftig eine verbesserte B. henselae-Serodiagnostik zu gewéhrleisten.

Weiterhin wurden in vitro die Wechselwirkungen zwischen B. henselae und den vaskulédren
Endothelzellen (HUVECs) mittels *°S-radioaktiver Markierung bakterieller Proteine und 2D-SDS-
PAGE untersucht. Die wihrend der Infektion mit HUVECs regulierten B. henselae-Proteine
erschienen als unterschiedlich stark auftretende **S-radioaktive Proteinpunkte auf den 2D-SDS-PA-
Gelen zwischen den zwei Vergleichszustinden (B. henselae —/+ HUVECs). Insgesamt konnten
16 dieser regulierten B. henselae-Proteine mittels MALDI-TOF-MS identifiziert werden - darunter
befinden sich auch drei weitere hypothetische, bislang nicht charakterisierte Proteine. Die im
Infektionsverlauf mit HUVECs verstirkt synthetisierte Phosphoserin-Aminotransferase SerC weist
beispielsweise darauf hin, dass B. henselae intrazelluldr verstirkt u.a. Aminosduren als

Energiequelle katabolisiert.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit (i) durch die Verwendung des Reduktionsmittel TCP
ein gut wasserldsliches und ungeladenes, potentes Proteinreduktionsmittel fiir die 2D-SDS-PAGE
erschlosssen, das die Herstellung &uflerst reproduzierbarer 2D-SDS-PA-Gele ermdoglicht. Darauf
aufbauend wurde (ii) erstmalig eine umfassende 2D-Proteomkarte des gesamten Proteoms von
B. henselae mit 431 annotierten Proteinpunkten, die 191 Proteine reprédsentieren, erstellt. Durch
2D-Immunoblot-Verfahren wurde eine Kombination von drei immundominanten, B. henselae-
spezifischen Antigenen als Seromarker-Proteine fiir eine zuverldssigere B. henselae-Serodiagnostik
gefunden. Zudem wurden (iii) 16 im Infektionsverlauf mit HUVECs als reguliert nachgewiesene
B. henselae-Proteine identifiziert, die zukiinftig neue detaillierte Einsichten in die

Infektionsbiologie von B. henselae erdftnen sollten.
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