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Abkürzungsverzeichnis

A. salmonicida Aeromonas salmonicida

BKD Bakterielle Nierenkrankheit (bacterial kidney disease)

dMV Membranvesikel aus der Sterbephase

DNS Desoxyribonukleinsäure

IL Interleukin

INF Interferon

kDa kilo Dalton

LFQ Markierungsfreie Quanti�zierung

LPS Lipopolysaccharide

MV Membranvesikel

P57/Msa Extrazelluläre lösliche Hauptantigen von 57 kDa

N. meningitidis Neisseria meningitidis

NlpC/P60 Neues Lipoprotein C/Protein von 60 kDa

OD 600 Optische Dichte bei 600 nm

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PPIase Peptidylprolyl Isomerase
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P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa

R. salmoninarum Renibacterium salmoninarum

RNS Ribonukleinsäure

RPMI Roswell Park Memorial Institute

S. aureus Staphylococcus aureus

S. pneumoniae Streptococcus pneumoniae

SDS Natriumdodecylsulfat

SHK-1 Lachs Kopfniere-1 (Salmon Head Kidney-1)

sMV Membranvesikel aus der stationären Wachstumsphase

T3SS Typ-III-Sekretionssystem

TNF Tumor-Nekrose-Faktor



Zusammenfassung

Bakterielle Pathogene können in ihren Wirten Infektionen auslösen, die gesundheits-

gefährdend sind oder sogar zum Tod führen können. Zu diesen Pathogenen zäh-

len auch das Gram-negative BakteriumAeromonas salmonicida(A. salmonicida)

und die Gram-positiven BakterienRenibacterium salmoninarum(R. salmoninarum)

und Streptococcus pneumoniae(S. pneumoniae). Während R. salmoninarum und

A. salmonicida Fischpathogene sind, die in Salmoniden die bakterielle Nierenkrank-

heit (bacterial kidney disease) (BKD) ( R. salmoninarum) bzw. die Fischfurunkulose

(A. salmonicida) auslösen können, istS. pneumoniaeein humaner Pathogen, der den

oberen Atemwegstrakt und andere Gewebe kolonisieren und Krankheiten wie Sepsis,

Meningitidis und Pneumonie auslösen kann. Gegen alle diese Pathogene existieren

Vakzin-Strategien bestehend aus Kapselpolysacchariden oder inaktivierten Bakteri-

en, um einer Infektion und deren Folgen vorzubeugen. Allerdings wirken diese Vakzine

oft nur gegen bestimmte Serotypen (S. pneumoniae) oder sind mit hohem Stress und

Nebenwirkungen für den Wirt verbunden (A. salmonicida, R. salmoninarum). Aus

diesem Grund wird aktiv an alternativen Strategien zur Vakzinierung geforscht. Eine

mögliche Route sind bakterielle Membranvesikel (MV), die sich von der bakteriellen

Ober�äche Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien abschnüren und viele po-

tenziell immunogene Proteine auf ihrer Ober�äche tragen.

In dieser Arbeit wurde das Proteinrepertoire der bakteriellen MV vonR. salmoni-

narum, A. salmonicida und S. pneumoniaemittels Massenspektrometrie untersucht.

In der aufgereinigten MV Fraktion von R. salmoninarum wurden die immunsuppri-

mierenden Proteine P57/Msa und P22, die wichtige Virulenzfaktoren vonR. salmo-

ninarum sind, in hoher Abundanz detektiert. Weiterhin wurden neues Lipoprotein
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C/Protein von 60 kDa (NlpC/P60) Hydrolasen und weitere Zellwand-modi�zierende

Proteine in der MV Fraktion gefunden, was einen Hinweis darauf darstellen könn-

te, dass diese Proteinklasse eine Relevanz bei der Entstehung von MV in Gram-

positiven Bakterien hat. Bei der Untersuchung der MV vonA. salmonicida wurde

analysiert, inwieweit sich das MV Proteinrepertoire durch Kultivierungsbedingungen

beein�ussen lässt. Die MV, die unter Bedingungen mit geringer Eisenverfügbarkeit

aufgereinigt wurden, hatten eine ähnliche Gröÿe und Konzentration im Vergleich zu

der Kontrollbedingung. Allerdings wurden zahlreiche Proteine in der MV Fraktion

detektiert, die bei geringer Eisenverfügbarkeit signi�kant in ihrer Abundanz erhöht

waren. Hierzu zählten vor allem TonB-abhängige Eisen- und Siderophoretransporter,

aber auch Hemolysin und Lipasen. Eine erhöhte Kultivierungstemperatur resultierte

in einer geringeren Vesikelkonzentration verglichen mit der Kontrollbedingung. Al-

lerdings führte die erhöhte Kultivierungstemperatur zu einer signi�kant gesteigerten

Hemolysin Abundanz. Bei der Kultivierung vonA. salmonicida mit dem Antibiotika

Florfenicol waren die MV in ihrer Gröÿe deutlich verringert. Weiterhin wurden viele

ribosomale Proteine in der MV Fraktion gefunden, was auf bakterielle Lyse hinwei-

sen könnte. Der Vergleich zwischen dem Erntezeitpunkt der MV in der stationären

Wachstumsphase und der Sterbephase vonS. pneumoniaezeigte, dass Vesikel aus

der Sterbephase im Durchschnitt leicht vergröÿert und in der Konzentration 10-fach

erhöht waren. Zusätzlich war Autolysin in den MV, die in der Sterbephase geerntet

wurden, signi�kant in der Abundanz erhöht.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sich das Proteinrepertoire der MV

durch Faktoren wie die Wachstumsphase oder Kultivierungsbedingungen drastisch

beein�ussen lässt. Es wurden putativ immunogene Proteine (Eisentransporter, Li-

poproteine) in den MV aller untersuchten Pathogenen gefunden, was das Potenzial

der MV als Vakzin-Plattform zeigt. Besonders eine Kultivierung bei Bedingungen

mit geringer Eisenverfügbarkeit könnte durch die hohe Anzahl an Eisen-regulierten

Membranproteinen bei einer Vakzinentwicklung von Vorteil sein.



Summary

Bacterial pathogens can trigger infections in their hosts that can be harmful to he-

alth or even lead to death. These pathogens include the Gram-negative bacterium

A. salmonicida and the Gram-positive bacteriaR. salmoninarum and S. pneumo-

niae. While R. salmoninarum and A. salmonicida are �sh pathogens that cause the

bacterial kidney disease (R. salmoninarum) or furunculosis (A. salmonicida) in sal-

monids,S. pneumoniaecan cause infections in the upper respiratory tract and other

tissues of humans which can lead to sepsis, meningitidis and pneumonia. There are

vaccination strategies based on polysaccharide of the capsule or inactivated bacteria

to prevent an infections and its consequences. However, these vaccines are often only

e�ective against certain serotypes (S. pneumoniae) or are associated with high stress

and side e�ects for the host (A. salmonicida, R. salmoninarum). Because of these li-

mitations, there are ongoing e�orts to �nd alternative vaccination routes. One possible

approach are bacterial MV which detach from the bacterial surface of Gram-positive

and Gram-negative bacteria and carry many potentially immunogenic proteins on

their surface.

In this work, the protein repertoire of the bacterial MVs ofR. salmoninarum, A. sal-

monicida and S. pneumoniaewere analyzed by mass spectrometry. In the enriched

MV fraction of R. salmoninarum the immunosuppressive proteins P57/Msa and P22,

which are important virulence factors of the bacterium, were detected with high abun-

dace. Further, NlpC/P60 hydrolases and other cell-wall modifying proteins were found

in the MV fraction, indicating that this protein class may be of importance during the

biogenesis of MV in Gram-positive bacteria. The analysis of the MV ofA. salmonicida

harvested during di�erent cultivation conditions revealed that cultivation in an envi-
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ronment with low iron availability resulted in MV that have a comparable size and

concentration to the control condition. However, quantitative analysis of the proteins

identi�ed in the MV of A. salmonicida showed that several proteins where signi�cant-

ly increased in their abundance. These proteins were mainly TonB-dependent iron-

and siderophore transporters, but also hemolysin and lipases were upregulated. An

increased cultivation temperature lead to a lower MV concentration compared to the

control condition. Hemolysin was also sign�cantly upregulated when the bacterium

was cultivated with an increased temperature. WhenA. salmonicida was cultivated

with the antibiotic �orfenicol, the MV size was reduced drastically. Further, many

ribosomal proteins were identi�ed in the MV fraction indicating bacterial lysis. The

comparison between the stationary growth phase and the death phase ofS. pneumo-

niae revealed that vesicles harvested during the death-phase were slightly increased

in size and their concentration was increased 10-fold. Additionally, autolysin was si-

gni�cantly increased in its abundance in MV harvest during the death phase.

Taken together, this work emphasized how the MV protein repertoire is changing

with external conditions like the growth phase and other cultivation conditions like

iron availability, temperature and presence of an antibiotic. Several putative immuno-

genic proteins (iron transporters, lipoproteins) were found in the MV of all examined

pathogens, showing the potential of bacterial MV as a vaccine platform. Especial-

ly the cultivation in iron-limiting conditions may be bene�cial for further vaccine

development e�orts due to the high number of iron regulated membrane proteins.



Einleitung

1.1 Bakterielle Membranvesikel

Bakterielle Membranvesikel (MV) sind sphärische Membranbläschen mit einem Durch-

messer von 20 - 400 nm, die sich von der Bakterienober�äche abgeschnürt haben. Die

ersten Studien, in denen bakterielle MV beschrieben wurden, wurden in den 60er

Jahren an Escherichia coli [1] und Vibrio cholerae [2] durchgeführt. Auch wenn es

bisher noch nicht für jedes Bakterium gezeigt wurde, gilt es als gesichert, dass alle

Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien MV produzieren können und in ihre

Umgebung abscheiden [3].

1.1.1 Zusammensetzung und Entstehung von bakteriellen

Membranvesikeln

Gram-negative Bakterien

Die Sto�klassen, die in den MV zu �nden sind, sind vielseitig. Auf der Ober�äche

von Gram-negativen MV be�nden sich Lipopolysaccharide (LPS), äuÿere Membran-

proteine und Porine. In dem Inneren der MV sind Ribonukleinsäure (RNS), Des-

oxyribonukleinsäure (DNS), Peptidoglykan, Enzyme, Toxine, sowie periplasmatische

und zytoplasmatische Proteine zu �nden [3, 4, 5, 6] (Abbildung 1-1). Für Gram-

negative Bakterien sind verschiedene Gruppen von MV beschrieben. Es gibt MV,

welche sowohl die innere als auch die äuÿere Membran beinhalten [7, 3], Vesikel,

die lediglich von der zytoplasmatischen Membran umhüllt sind [8], und auch Vesi-

kel, die aus schlauchförmigen Membranstrukturen zusammengesetzt sind [9]. Es wird
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momentan angenommen, dass die MV sich aufgrund von unterschiedlichen Biogene-

semechanismen und den damit verbundenen strukturellen Unterschieden im Aufbau

und Proteinzusammensetzung in unterschiedliche Gruppen einteilen lassen [3]. Es ist

dabei wahrscheinlich, dass es sich um komplementäre Mechanismen handelt, welche

gleichzeitig in den Organismen auftreten können. Es wurde gezeigt, dass Lipide, Lipo-

proteine und LPS, welche die bakterielle Membran�uidität, Membrankrümmung und

Membranintegrität bestimmen, von zentraler Bedeutung sind [4]. Eine Dysregulati-

on dieser Bausteine, wie sie beispielsweise durch Deletionsmutanten induziert werden

kann, oder auch eine Dysregulation von membranspannenden Proteinen, welche die

innere und äuÿere Bakterienmembran verbinden, kann zu einem Hypervesikulations-

Phänotyp führen, der eine bis zu 200-fach gesteigerte Vesikelproduktion aufweist [10].

Dies führt zu der Annahme, dass Bakterien durch die Steuerung der Verlinkungen

der äuÿeren Membran mit dem Peptidoglykan einen Ein�uss auf die Vesikelproduk-

tion nehmen können [11]. Stress an der bakteriellen Hülle, der beispielsweise durch

falsch gefaltete Proteine hervorgerufen werden kann, gilt als einer der Trigger für die

Freisetzung von Membranvesikeln [11]. Dabei geht man davon aus, dass der erhöhte

Tugordruck und die damit verbundene Wölbung der äuÿeren Membran zur Entste-

hung der Membranvesikel führen kann [12]. FürPseudomonas aeruginosa(P. aerugi-

nosa) wurde eine weitere Art der Entstehung von Membranvesikeln gezeigt [13]. Dort

wurde durch exogene Stresse die Endolysin Produktion einer Prophage angeregt, was

zu einer explosiven Zelllyse der Bakterien führte. Durch Reorganisation der gebildeten

Membranbruchstücke entstanden MV. Zusätzlich wurden bei der explosiven Zellly-

se zelluläre Inhalte wie DNS und zytosolische Proteine in den extrazellulären Raum

freigesetzt, wo sie bei der Entstehung von Bio�lmen beteiligt sind [13]. Endolysin De-

letionsmutanten, welche nicht in der Lage sind eine explosive Zelllyse durchzuführen,

können schlechter Bio�lme bilden, was die Bedeutsamkeit der Freisetzung von DNS,

zytoplasmatischen Proteinen und der MV für die Bio�lmentstehung verdeutlicht [13].
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Abbildung 1-1: Aufbau und Zusammensetzung von Membranvesikeln (A ) Gram-negativer und (B )
Gram-positiver Bakterien. Abbildung angepasst von [14].

Gram-positive Bakterien

Auf der Ober�äche von MV aus Gram-positiven Bakterien be�nden sich Lipoprote-

ine und im Inneren RNS, DNS, Enzyme, Toxine und zytoplasmatische Proteine [14]

(Abbildung 1-1). Bei Gram-positiven Bakterien ist der Entstehungsmechanismus der

MV bis heute nicht vollständig aufgeklärt, da dort die dicke Peptidoglykanschicht

eine physikalische Barriere darstellt. Aktuell geht man davon aus, dass auch hier

Endolysine [3] oder andere lytische Enzyme [15], welche die Membran aufbrechen,

involviert sind. Zusätzlich kann die Entstehung von MV in Gram-positiven Bakterien

durch Peptide, welche die Membran�uidität des Bakteriums beein�ussen, verändert

werden [16, 15]. Dies geschieht vermutlich dadurch, dass bei einem hohen Zelltugor

eine veränderte Membran�uidität einen Ein�uss auf die Membrankrümmung hat. In-

folgedessen kann eine Abschnürung der MV von der Membran erfolgen [15].

1.1.2 Biologische Funktionen bakterieller Membranvesikel

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Proteinzusammensetzung der Membranvesikel

durch Stressfaktoren, wie beispielsweise der Anwesenheit von Antibiotika (Artikel

III ([17]), [18, 19, 20]), der Temperatur (Artikel III ([17]), [21, 22, 23]), der Biover-

fügbarkeit von Eisen (Artikel III ([17]), [24, 25, 26]), sowie der bakteriellen Wachs-
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tumsphase (Artikel IV ([27]), [28, 29]) ändern kann.

Die beschriebene Variabilität im Proteom der Membranvesikel führt dazu, dass ihnen

verschiedenste biologische Funktionen zugeordnet werden. Es konnte beispielsweise

gezeigt werden, dass Mycobactin-haltige [26] MV und MV mit Häm-bindenden Pro-

teinen [30] bei geringer Eisenverfügbarkeit vermehrt gebildet werden und diese bei der

Eisenaufnahme des Bakteriums involviert sind. Dieser Prozess ist während Infektions-

prozessen von Pathogenen im Wirt besonders wichtig, da dort eine Umgebung mit

geringer Eisenverfügbarkeit vorliegt [31, 32]. Zu weiteren Funktionen bakterieller MV

gehört interzelluläre Kommunikation [33, 34], Verteidigung gegen andere Bakterien

und Phagen [35, 36, 37], Transfer von genetischem Material [38, 39], Bio�lmentste-

hung [40, 41], sowie Funktionen in der Virulenz [42, 43]. Ebenso stellt das Abscheiden

von MV einen e�ektiven Mechanismus der Bakterien dar, der eine schnelle und e�ek-

tive Anpassung an eine sich ändernde Umgebung erlaubt [44].

1.1.3 Anwendbarkeit bakterieller Membranvesikel

Bakterielle Membranvesikel haben in den letzten Jahren an Forschungsinteresse ge-

wonnen. Die gröÿte biotechnologische Anwendungsmöglichkeit ist die Nutzung der

MV als Vakzinplattform. Das begründet sich auf der Idee, dass die MV Ober�äche

mit Antigenen des Bakteriums dekoriert ist und so eine Antikörper- oder zellulär-

vermittelte Immunität induzieren könnte, ohne die Pathogen-assoziierte Krankheit

auszulösen. Für eine Vakzinentwicklung ist es weiterhin von Vorteil, dass MV tem-

peraturstabil sind und sich lange lagern lassen [45]. Bei nicht-biotechnologisch verän-

derten MV muss jedoch bedacht werden, dass sie eine endotoxische Komponente von

LPS, das Lipid A, enthalten können, welches im schlimmsten Fall tödliche Entzün-

dungsreaktionen im Wirt induzieren kann [46]. Aus diesem Grund gibt es Ansätze,

welche die Anwendung von MV als Vakzin sicherer machen sollen. Ein Beispiel hierfür

ist die Entfernung von LPS von der Ober�äche der Bakterien durch die Applikation

von Detergenzien [47]. Ebenso können die Bakterien und deren MV durch biotechno-

logische Veränderungen der Synthesegene von Lipid A genetisch detoxi�ziert werden

[46]. Weiterhin können MV durch das biotechnologische Einbringen neuer Antigene



Kapitel 1. Einleitung Seite 9

verändert werden. Beispielsweise können exogene Proteine an Ober�ächenproteine,

die auf den MV zu �nden sind, gekoppelt werden [48]. Es konnte gezeigt werden, dass

eine Antigenpräsentation auÿerhalb des MV Lumens zu einer stärkeren Immunant-

wort führt [49, 50].

1.2 Massenspektrometrie-basierte Proteomik

Unter dem Begri� des Proteoms versteht man die Gesamtheit der Proteine, die zu ei-

nem de�nierten Zeitpunkt und de�nierten Bedingungen vorliegen. Die Techniken, mit

denen das Proteom von Organismen untersucht werden kann, sind vielseitig und ha-

ben sich in den letzten 20 Jahren fundamental weiterentwickelt. Zu den bedeutendsten

Techniken der Proteomik gehören die Natriumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamidgel-

elektrophorese (PAGE), mit der Proteine über eine Matrix nach ihrem Molekularge-

wicht aufgetrennt werden können, und die 2D SDS-PAGE, bei der Proteine sowohl

nach ihrem Molekulargewicht, als auch nach ihrem isoelektrischen Punkt getrennt

werden. Eine weitere Technik ist das Western Blotting, bei der einzelne Proteine mit

Hilfe von Antikörpern identi�ziert und quanti�ziert werden können.

Für globale Untersuchungen des Proteoms wird heutzutage fast ausschlieÿlich die

massenspektrometrie-basierte Proteomik angewandt. Bei dieser Methode werden bei

dem sogenannten �bottom-up� Ansatz Proteine enzymatisch zerschnitten und die dar-

aus resultierenden Peptide identi�ziert. Das meist genutzte Enzym bei dem �bottom-

up� Ansatz ist Trypsin, welches C-terminal von den Aminosäuren Lysin und Arginin

(Ausnahme: Prolin ist C-terminal von Arginin/Lysin) schneidet. Durch die positive

Ladung am Peptid N-Terminus und dem Verbleib von Arginin/Lysin an dem Carboxy-

Terminus haben die meisten tryptischen Peptide eine zweifach positive Ladung. Durch

die Häu�gkeitsverteilung der Aminosäuren Lysin und Arginin innerhalb von Protei-

nen haben die durch den Trypsinverdau entstehenden Peptide im Durchschnitt eine

Länge von 14 Aminosäuren [51] und liegen damit in einem Massenbereich, der sich

sehr gut mit Hilfe der meisten Massenanalysatoren detektieren lässt. Die komplexen

Peptidgemische werden vor der massenspektrometrischen Analyse mittels Flüssig-
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chromatographie mit Hilfe eines organischen Gradienten zunächst über eine C18-Säule

gemäÿ der unterschiedlichen Hydrophobizitäten aufgetrennt. Die eluierenden Peptide

werden anschlieÿend ionisiert, in das Massenspektrometer überführt und deren Masse-

zu-Ladungs-Verhältnis detektiert. Bei der inArtikel II [52], Artikel III [17] und

Artikel IV [27] angewandten Messmethode der datenabhängigen Akquisition werden

sogenannte �MS1-Spektren� von den ionisierten Peptiden durchgeführt. Trotz ihrer

hohen Massengenauigkeit reichen die MS1-Spektren nicht aus, um Peptide in kom-

plexen Gemischen anhand ihres Masse-zu-Ladungsverhältnisses zu identi�zieren. Aus

diesem Grund werden die Peptide im Massenspektrometer fragmentiert. Hierbei kol-

lidieren die Peptide in der Fragmentationszelle mit einem Kollisionsgas, was zu einer

Dissoziation an den C-N Peptidbindungen führt. Die fragmentierten Peptide wer-

den dann im Massenspektrometer erneut in sogenannten �MS2-Fragmentspektren�

aufgenommen. Durch die Analyse der Deltamassen, die durch C-N Peptidbindungs-

brüche in den MS2-Fragmentspektren abzulesen sind, kann in einer Proteinsequenz-

Datenbanksuche das ursprüngliche Peptid durch seine Aminosäuresequenz identi�-

ziert und dem entsprechenden Protein zugeordnet werden.

Weiterhin können die Peptide und Proteine quanti�ziert werden. Dies ist insbesonde-

re in vergleichenden Studien von Bedeutung, wie sie inArtikel III [17] undArtikel

IV [27] durchgeführt wurden, da hier durch statistische Tests biorelevante Informa-

tionen aus den Daten gewonnen werden können. Bei der Peptid- und Proteinquan-

ti�zierung unterscheidet man zwischen markierungsbasierten und markierungsfreien

Ansätzen. In den letzten Jahren hat die markierungsfreie Quanti�zierung (LFQ) eine

gesteigerte Anwendung gefunden, da es eine kostengünstige Alternative zu den mar-

kierungsbasierten Quanti�zierungsstrategien darstellt. Die Basis für eine LFQ können

entweder die Intensitäten der Peptidmassenpeaks oder die Anzahl identi�zierter Pep-

tide/Fragmentspektren sein. InArtikel II [52],Artikel III [17] undArtikel IV [27]

wurde die intensitätsbasierte LFQ als Strategie gewählt.
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1.3 Subzelluläre Fraktionierung

In Artikel II [52] und Artikel III [17] wurde eine sogenannte subzelluläre Frak-

tionierung etabliert und durchgeführt. Unter einer subzellulären Fraktionierung ver-

steht man die Anreicherung verschiedener bakterieller zellulärer Bestandteile, durch

die sich ein genaueres Bild der Proteinzusammensetzung innerhalb eines Bakterium

ergibt. Im Vergleich zu einer Analyse des Gesamtzellextraktes bei der keine Fraktio-

nierung durchgeführt wird, ergeben sich verschiedene Vor- und Nachteile. Analysen

des Gesamtzellextraktes sind mit deutlich weniger Arbeits- und Zeitaufwand verbun-

den, haben aber den Nachteil, dass sie von Proteinen mit hoher Abundanz dominiert

werden. Eine subtraktive Proteomanalyse, wie bei einer Anreicherung von Proteinen

einzelner subzellulärer Lokalisationen, hat den Vorteil, dass die Proteinzusammenset-

zung von der angereicherten subzellulären Lokalisation aufgeklärt werden kann. So

beherbergt beispielsweise die äuÿere Bakterienmembran pathogener Bakterien häu-

�g Virulenzfaktoren und ist auch für die Vakzinentwicklung von groÿem Interesse.

Weiterhin kann eine Fraktionierung einer komplexen Proteinprobe zu der Detektion

von niedrigabundanten Proteinen führen, da durch die Fraktionierung pro Zeiteinheit

weniger Peptide von der Säule eluieren und während der massenspektrometrischen

Messung weniger Konkurrenz bei der Selektion der Peptidionen für den MS2-Scan be-

steht. In der Literatur sind einige Protokolle publiziert, die die e�ziente Anreicherung

von Proteinen aus verschiedenen zellulären Kompartimenten beschreiben [53, 54, 55].

Teile dieser Protokolle wurden für das Gram-positiveR. salmoninarum in Artikel

II [52] adaptiert und in Artikel II [52] und Artikel III [17] um die Anreicherung

und Aufreinigung bakterieller Membranvesikel erweitert (Abbildung 1-2).
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Abbildung 1-2: Schematische Darstellung einer subzellulären Fraktionierung zur Anreicherung bak-
terieller Proteine unterschiedlicher Lokalisation.

1.4 Aeromonas salmonicida

Das Gram-negative BakteriumA. salmonicida ist eines der bedeutendsten Fischpa-

thogene und der Verursacher der Fischfurunkulose, welche zu hohen Mortalitäten in

der Aquakultur führt [56]. Die ökologischen Nischen, die vonA. salmonicida besetzt

werden können, sind sehr vielseitig und beschränken sich nicht auf aquatische Syste-

me, welche von psychrophilenA. salmonicida Stämmen eingenommen werden. Einige

mesophileA. salmonicida Stämme können bei über 37°C wachsen und andere Wir-

te, einschlieÿlich Menschen, befallen [57]. Die erste Isolation und Beschreibung des

Bakteriums erfolgte im Jahr 1890 durch Emmerich und Weible [58]. Die Bakterien-

stäbchen variieren in ihrer Länge zwischen 1 - 3,5µm und in der Breite zwischen 0,5

- 1 µm (Abbildung 1-3). Das Bakterium bildet keine Sporen, ist in der Regel nicht

motil und wächst als vereinzelte oder gepaarte Stäbchen. Weiterhin ist das Bakte-

rium fakultativ anaerob und kann Glukose fermentieren [59]. Wenn das Bakterium

in Flüssigmedium wächst, stellt sich in der stationären Phase eine charakteristische

Braunfärbung des Mediums durch Pigment Melanin [60] ein.
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Abbildung 1-3: Rasterelektronenmikroskopie Aufnahme vonAeromonas salmonicida. Maÿstabsbal-
ken = 1 µm.

1.4.1 Pathogenitätsfaktoren von A. salmonicida

Die Pathogenität von A. salmonicida ist auf mehrere Virulenzfaktoren zurückzufüh-

ren. Die wichtigsten Virulenzfaktoren sind der A-Layer, Exo- und Endotoxine, sowie

ein Typ-III-Sekretionssystem (T3SS). Der sogenannte A-Layer ist eine komplexe Pro-

teinstruktur bestehend aus dem VapA Protein, welches auf der Zellober�äche von

A. salmonicida mit LPS verbunden ist. Dies sorgt für eine gesteigerte Hydrophobi-

zität der bakteriellen Ober�äche und beein�usst damit Wechselwirkungen der Bak-

terien untereinander, aber auch die Wechselwirkungen mit dem Immunsystem des

Wirts [61, 62].

Für A. salmonicida sind über 60 Plasmide beschrieben, die in dem Bakterium detek-

tiert werden können [63]. Einige der Plasmide können dem Bakterium Arzneimittel-

resistenzen verleihen oder spielen wichtige Rollen in der Virulenz vonA. salmonicida.

Nicht alle der Plasmide werden in allenA. salmonicida Stämmen gefunden. In dem

Kern-Plasmidom von A. salmonicida be�nden sich fünf Plasmide: pAsa1, pAsa2,

pASA3, pAsa5 und pAsal1 [63]. Die Plasmide pAsa1, pAsa2 und pAsa3 gelten als
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sogenannte kryptische Plasmide, welche Funktionen in der genetischen Variabilität,

Replikation, sowie der Plasmidstabilität des Bakteriums haben [64]. DasA. salmo-

nicida T3SS und dessen E�ektoren sind hauptsächlich auf dem pAsa5 Plasmid und

dem pAsal1 Plasmid kodiert [63, 65, 66]. Die E�ektoren, die durch das nadelartige

Sekretionssystem an die Wirtzelle vermittelt werden, können Ein�uss auf essentielle

zelluläre Funktionen des Wirts, wie zum Beispiel Phagozytose, Signaltransduktion

oder die Zellkommunikation, nehmen [67, 68]. Neben dem T3SS sind auf dem pAsa5

Plasmid viele mobile Elemente kodiert, die temperaturabhängig Insertionen verur-

sachen können, die zu einem Verlust des T3SS führen können [66, 69]. So können

bereits Kultivierungen unterhalb einer Stunde bei über 23°C zu einem Verlust des

T3SS führen [66].

A. salmonicida hat viele weitere Proteine, die die Virulenz des Bakteriums beein-

�ussen können. Hierzu zählen Eisen- und Haemaufnahmesysteme [70, 71, 72, 73],

Aerolysin/Hemolysin [74], Lipasen [74], Proteasen [74, 75] und Proteine, die in die

Adhäsion involviert sind [76, 77]. Die Eisenaufnahme ist für alle bakteriellen Patho-

gene essentiell, da innerhalb des Wirts die Eisenverfügbarkeit stark eingeschränkt

ist [31, 32]. Häu�g ist die Virulenz bakterieller Pathogene direkt oder indirekt mit

der Eisenaufnahme verbunden [73]. Aus diesem Grund wurden bereits einige Studi-

en mit A. salmonicida zu Proteinen, die durch die Eisenverfügbarkeit reguliert wer-

den, durchgeführt [70, 71, 72, 78, 79, 80]. In diesen Studien konnte ein Siderophore-

Gencluster [70] und ein Heme-Aufnahme Gencluster [71] aufgeklärt werden. Weiterhin

wurden Proteine, die durch das Eisen-Aufnahme Regulator Protein Fur kontrolliert

sind, beschrieben [70]. Bei den anderen Publikationen handelt es sich um verglei-

chende Studien, bei denenA. salmonicida unter normalen und eisenlimitierten oder

in vivo Konditionen kultiviert wurde und die regulierten Proteine beschrieben wur-

den [78, 79, 80].

1.4.2 Bakterielle Membranvesikel von A. salmonicida

Es ist bekannt, dassA. salmonicida [81] und andere Bakterien im GenusAeromo-

nas [40, 81] MV absondern können. Von anderen Vertretern aus dem Genus wurde das
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Proteinrepertoire der MV bereits untersucht [82]. Die erste detaillierte Untersuchung

der Membranvesikel vonA. salmonicida und die Veränderung der Proteinzusammen-

setzung bei unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen wurde imArtikel III [17]

gezeigt.

1.5 Renibacterium salmoninarum

Das Gram-positive BakteriumR. salmoninarum ist ein weiterer wichtiger Vertreter

der Fischpathogene und der Verursacher der BKD in Salmoniden. Die Krankheit

wurde zum ersten Mal 1930 in Schottland unter dem Namen �Dee� Krankheit be-

schrieben [83]. Das Bakterium hat eine Länge zwischen 1 - 1,5µm und eine Breite

zwischen 0,1 - 1µm [84]. R. salmoninarum ist nicht-motil, formt keine Sporen und

wächst üblicherweise in Paaren. Selbst unter optimalen aeroben Wachstumsbedin-

gungen bei 15 - 18°C hat das Bakterium sehr lange Generationszeiten von ungefähr

24 h. R. salmoninarum hat lediglich zwei ribosomale Loci, sowie zahlreiche Pseudo-

gene innerhalb der Sto�wechselwege, was das langsame Wachstum des Bakteriums

erklären könnte [85]. Das Bakterium kann in Makrophagen und nicht-phagozytische

Zellen internalisiert werden [86, 87].R. salmoninarum bindet dabei an die C3b Kom-

ponente des Komplementsystems, was die phagozytische Aufnahme des Bakteriums

verstärkt [88]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dassR. salmoninarum in vitro in

in�zierten Makrophagen einen oxidativen Burst stimulieren kann [89]. Mit Hilfe von

Transmissionselektronenmikroskopie konnte gezeigt werden, dassR. salmoninarum

der Phagozytose der Makrophagen jedoch ins Zytoplasma entkommen und dort pro-

liferieren kann [90].

1.5.1 Pathogenitätsfaktoren von R. salmoninarum

Die genauen Prozesse hinter der vonR. salmoninarum verursachten BKD sind bis

heute nicht bis ins Detail verstanden. Allerdings weiÿ man, dass der Erreger so-

wohl vertikal über die Eier von Eltern auf die Nachkommen weitergegeben werden

kann [91], als auch horizontal von Fisch zu Fisch, beispielsweise über den fäkal-oral
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Weg [92]. Als Hauptvirulenzfaktor vonR. salmoninarum wird das immunogene, hit-

zestabile, extrazelluläre lösliche Hauptantigen von 57 kDa (P57/Msa) angesehen, wel-

ches einen Hauptbestandteil der bakteriellen Ober�äche darstellt [93, 94]. Es konnte

gezeigt werden, dass die Ausprägung der Virulenz des Bakteriums sowohl mit der

Menge an P57/Msa auf der Zellober�äche [95], als auch mit der Anzahl der Genko-

pien von P57/Msa im Genom des Bakteriums korreliert [96]. Das P57/Msa Protein

wird weiterhin mit Immunsuppression [97, 94, 93] und Agglutination [98, 99] im Wirt

in Zusammenhang gebracht. Als weiteres immunsupprimierendes Protein vonR. sal-

moninarum ist P22 beschrieben, welches ebenfalls auf der Zellober�äche lokalisiert

ist [100] und im Vergleich mit dem P57/Msa Protein eine stärkere Agglutination

von Leukozyten verursacht [93]. Weitere wichtige Virulenzfaktoren des Bakteriums

sind Eisentransporter und -aufnahmesysteme [101, 102], Hemolysine [103, 104], Me-

talloproteasen [104], Sortase- und Adhäsionsproteine [105], Proteine der Kapsel [104],

sowie Katalase und Superoxid Dismutase [90, 104].

1.5.2 Bakterielle Membranvesikel von R. salmoninarum

Es ist seit kurzem bekannt, dassR. salmoninarum MV produziert [43]. In der Studie

von Echeverría-Bugueño et al. konnte mittels SDS-PAGE gezeigt werden, dass sich

Proteine mit einer Masse von 57 und 22 kDa in der angereicherten MV Fraktion

befanden [43]. Weiterhin wurden in der Studie zytotoxische E�ekte der isolierten

Membranvesikel vonR. salmoninarum auf Lachs Kopfniere-1 (Salmon Head Kidney-

1) (SHK-1) Zellen beschrieben [43]. Es wurde angenommen, dass es sich bei den

Proteinen mit den Massen von 57 und 22 kDa um die Virulenzproteine P57/Msa und

P22 handelt [43].

1.6 Ziel dieser Arbeit

Infektionskrankheiten spielen in vielen Bereichen des Lebens eine groÿe Rolle. Durch

hohe Besatzdichten in der Fischhaltung können virale und bakterielle Pathogene zu

hohen Mortalitäten führen [106, 107]. Zu diesen Pathogenen zählen auch das Gram-
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positive Bakterium R. salmoninarum und das Gram-negative BakteriumA. salmo-

nicida. Zum Schutz vor diesen Infektionserregern wurden bereits Vakzine entwickelt,

welche zumeist intraperitoneal appliziert werden und eine langanhaltende systemi-

sche Immunität induzieren [108, 109]. Zur Immunisierung werden häu�g auch ganze

Bakterien verwendet, die durch Erhitzung oder durch den Einsatz von Chemikalien

attenuiert wurden und damit nicht mehr vermehrungsfähig sind [110].

Jedoch sind bisherige Methoden mit hohen Kosten, enormem Arbeitsaufwand und

vor allem hohem Stress für die Fische verbunden [111, 112]. Weiterhin können die

Vakzine zu Geschwüren und Deformationen an der Injektionsstelle und zu einer

insgesamt negativen Auswirkung auf die Fischgesundheit führen [113]. Aus diesem

Grund wird seit längerem an Vakzinen geforscht, die oral appliziert werden kön-

nen [114, 115]. Diese Vakzine zeigten bisher jedoch eine geringe E�zienz [116]. Auch

gegen das Gram-positive BakteriumS. pneumoniae, welches die oberen Atemwege

des Menschens kolonisiert, gibt es zwar Vakzinlösungen, allerdings sind diese nur ge-

gen 13 (Pneumokokken-Konjugatimpfsto�), bzw. 23 (Pneumokokken-Polysaccharid-

Impfsto�) von den 100 Serotypen vonS. pneumoniae[117] wirksam.

Für das Gram-negative BakteriumNeisseria meningitidis (N. meningitidis) wurde

gezeigt, dass sich bakterielle MV als Impfsto� eignen können [118]. Dies begründet

sich darauf, dass die MV Proteine auf der Ober�äche tragen, die ähnlich wie die Pro-

teine auf der Bakterienober�äche immunogene Eigenschaften besitzen [119, 120, 121].

Daher ist es wichtig, das Proteinrepertoire der MV der spezi�schen Organismen zu

kennen, um abschätzen zu können, inwieweit die MV immunogen sind, welche Prote-

ine sich für genetische Veränderungen eignen könnten und inwieweit sich das Prote-

inrepertoire der MV durch Kultivierbedingungen verändern lässt.

Diese Arbeit hatte das Ziel, mit Hilfe der zuvor vorgestellten Techniken das MV

Proteinrepertoire von den pathogenen BakterienR. salmoninarum, A. salmonicida

und S. pneumoniaeaufzuklären. Weiterhin sollte untersucht werden, inwieweit Fakto-

ren wie Temperatur, Antibiotikapräsenz, Eisenverfügbarkeit oder auch die bakterielle

Wachstumsphase die MV Proteinzusammensetzung beein�ussen.
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Methoden

In diesem Kapitel werden die genutzten experimentellen Methoden zusammengefasst

beschrieben. Detaillierte Beschreibungen sind in den Methodenteilen der entsprechen-

den Artikel zu �nden.

2.1 Subzelluläre Fraktionierung und Probenvorbereitung

Für die Probengenerierung wurden die unterschiedlichen Bakterien in de�nierten

Nährmedien bei konstanten Temperaturen herangezogen. Während inArtikel IV [27]

neben der Anreicherung von Membranvesikeln ein Gesamtzellextrakt des Bakteriums

tryptisch verdaut wurde, wurden in Artikel II [52] undArtikel III [17] eine subzel-

luläre Fraktionierung der Bakterien durchgeführt. Dabei wurden inArtikel II [52],

der den Gram-positiven PathogenR. salmoninarum behandelt, Proteine des Zyto-

sols, der Bakterienmembran, des extrazellulären Raumes und der Membranvesikel

angereichert. InArtikel III [17], der den Gram-negativen PathogenA. salmonicida

behandelt, wurden Proteine des Zytosols, der inneren Bakterienmembran, der äuÿeren

Bakterienmembran, des extrazellulären Raumes und der Membranvesikel angereichert

(Abbildung 1-2).

Die jeweiligen Bakterien wurden für die subzelluläre Fraktionierung in Quadruplika-

ten bis zu einer de�nierten optischen Dichte bei 600 nm (OD600) (Artikel II [52]:

OD600 � 2,1, Artikel III [17]: OD600 � 0,9 - 1,0) kultiviert und der bakterielle

Kulturüberstand zentrifugiert. Der Kulturüberstand, der die zytosolischen Proteine

enthält, wurde aufbewahrt, das Pellet mittels Ultraschall aufgeschlossen und anschlie-

ÿend ultrazentrifugiert. Das Pellet wurde in N-Lauroylsarcosin aufgenommen und er-

neut ultrazentrifugiert. Proteine der inneren Membran wurden aus dem Überstand

19
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und Proteine aus der äuÿeren Membran wurden aus dem Pellet isoliert. Der ge�l-

terte Kulturüberstand wurde dann entweder mit Hilfe von StrataClean Beads zur

Anreicherung der extrazellulären Proteine [122] oder für die Anreicherung der MV

durch Tangential�uss�ltration mit einer 100 kDa Membran genutzt. Die MV wurden

anschlieÿend ultrazentrifugiert und mittels Iodixanol-Dichtegradientenzentrifugation

aufgereinigt [123].

Die aufgereinigten Proben des Zytosols, der (inneren und äuÿeren) Membran und

der Membranvesikel ausArtikel II [52] und Artikel III [17], sowie der Gesamtzel-

lextrakt aus Artikel IV [27] wurden mittels STrap Säulen tryptisch verdaut [124]

und anschlieÿend mit Umkehrphasenchromatographie mit hohen pH-Wert fraktio-

niert. Extrazelluläre Proben ausArtikel II [52] und Artikel III [17] wurden durch

StrataClean aufgereinigt [122], mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt und in fünf

(Artikel II [52]) oder drei (Artikel III [17]) Gelstücken pro Probe in-Gel verdaut.

2.2 Flüssigchromatographie und Massenspektrometrie

Alle Proben wurden mit einer Easy nLC 1200 (Thermo Fisher Scienti�c) mit selbst-

gepackten C18 Säulen (innerer Durchmesser: 100µm, äuÿerer Durchmesser: 360µm,

Länge 20 cm, Porengröÿe: 120 Å, Partikelgröÿe 3µm, Dr. Maisch ReproSil pur C18)

bei 45°C und 300 nl min-1 Flussrate chromatographisch über einen nicht-linearen

Acetonitrilgradienten aufgetrennt. Die eluierenden Peptide wurden anschlieÿend auf

einem Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scienti�c) Massenspektrometer im datenabhän-

gigen Modus gemessen. Der MS1-Scan wurde in der Orbitrap mit einem Massenfenster

von 300 - 1700 m z-1 und einer Au�ösung von 60.000 gemessen. Die 20 Vorläuferionen

mit der höchsten Intensität wurden für die Fragmentation ausgewählt. Die Fragment-

spektren wurden in der linearen Ionenfalle aufgenommen. Die Datenbanksuche der

Rohdaten wurden mit der MaxQuant-Software [125] durchgeführt. MaxQuant führt

dabei einenin silico Verdau der Proteindatenbank, eine Peak-Erkennung, eine Pep-

tidbewertung, sowie eine Massenkalibration durch. Weiterhin werden die Daten mit

Hilfe des MaxLFQ-Algorithmus auf Basis der Peptidion-Signalintensitäten proben-
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übergreifend normalisiert und quanti�ziert [126] und können damit relativ zueinander

verglichen werden. Weitere Auswertungen erfolgten in der Perseus-Software [127].
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Ergebnisse und Diskussion

3.1 Editorial - �Proteomic analysis of bacterial (outer)

membrane vesicles: progress and clinical potential�

(Artikel I)

In dem Editorial wurden die Entwicklungen und Fortschritte in dem Feld der bakteri-

ellen Membranvesikel zusammengefasst. Ein besonderer Fokus wurde hierbei auf das

Potenzial von MV als mögliche Vakzinlösung gelegt, wie sie bereits bei Meningokokken

seit über 20 Jahren angewandt wird [128]. Dort ist die Immunantwort hauptsächlich

gegen das PorA Protein auf der MV Ober�äche gerichtet. Da dieses Protein allerdings

eine hohe Stamm-zu-Stamm Variabilität aufweist, wurden in der Vergangenheit bei

akuten Ausbrüchen stammspezi�sche MV Vakzine verwendet [129].

Neue Daten verschiedener bakterieller Erreger zeigen allerdings vielversprechende

Entwicklungen auf dem Gebiet [14]. Eine wichtige Rolle für die Anwendung von bak-

teriellen MV als Vakzin könnte die biotechnologische Veränderung der MV sein. So

könnte sowohl die Überexpression von Proteinen als auch das rekombinante Einbrin-

gen von immunogenen Proteinen auf der MV Ober�äche eine gesteigerte Immunant-

wort und einen besseren Schutz bewirken [47, 121]. Für die Vakzinentwicklung könn-

ten auch sogenannte Hypervesikulations-Mutanten von Interesse sein. Hierbei werden

zumeist membranspannende Proteine, welche die innere und äuÿere Membran verbin-

den, deletiert, was zu einem Phänotyp mit bis zu 200-fach gesteigerter Vesikulation

führen kann [10]. Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass rekombinante Membranpro-

teine bei solchen Hypervesikulationsmutanten eine gesteigerte Präsentation auf der

MV Ober�äche aufweisen [130].

23
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3.2 �Proteome analysis of the Gram-positive �sh patho-

gen Renibacterium salmoninarum reveals putative

role of membrane vesicles in virulence� (Artikel II)

In dieser Studie wurde eine subzelluläre Fraktionierung des Gram-positiven Bakte-

riums R. salmoninarum durchgeführt und Proteine des Zytosols, der Membran, des

extrazellulären Raumes, sowie MV experimentell aufgereinigt. Anschlieÿend wurde

das Proteinrepertoir der aufgereinigten subzellulären Fraktionen aufgeklärt.

Mit Hilfe der bioinformatischen Werkzeuge PSORTb und SignalP [131, 132] konnte

gezeigt werden, dass die subzelluläre Fraktionierung erfolgreich war. PSORTb kann

anhand der Aminosäuresequenz eines Proteins die wahrscheinlichste Proteinlokali-

sation innerhalb des Bakteriums vorhersagen. SignalP gibt Auskunft über die An-

wesenheit von Signalpeptiden innerhalb eines Proteins. Durch den Intensitätsanteil

der LFQ der jeweiligen vorhergesagten Gruppen an den Gesamtintensitäten der auf-

gereinigten subzellulären Fraktionen konnte gezeigt werden, dass das angewendete

Protokoll für Gram-positive Bakterien reproduzierbar Proteine der jeweiligen subzel-

lulären Lokalisationen anreichern konnte (Abbildung 3-1 c). Dies ist eine der Stärken

des angewendeten Fraktionierungsprotokolls, da es einen Einblick in die jeweiligen

Subproteome des Bakteriums ermöglicht.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Proteine mit Signalpeptiden in der extrazel-

lulären Fraktion und der MV Fraktion angereichert waren. Die aufgereinigten MV

hatten eine Gröÿe zwischen 20 und 100 nm. In der MV Fraktion wurden insgesamt

146 Proteine identi�ziert (Abbildung 3-1 b). Die PSORTb Untersuchung der 146 Pro-

teine zeigte, dass hiervon lediglich 40 zytosolische Proteine vorhergesagt waren. Die

restlichen Proteine waren hauptsächlich Membranproteine (67 Proteine) oder konnten

keiner Lokalisation eindeutig zugeordnet werden (28). Unter den identi�zierten Pro-

teinen in der MV Fraktion befanden sich im Vergleich zu den anderen aufgereinigten

Fraktionen viele Lipoproteine (Abbildung 3-1 d).
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Abbildung 3-1: Übersicht über die Proteinidenti�kationen und der vorhergesagten Proteinlokalisa-
tionen und der vorhergesagten Signalpeptide innerhalb der angereicherten subzellulären Fraktionen
von R. salmoninarum. (a) Hauptkomponentenanalyse der angereicherten Fraktionen. (b) Venn-
Diagramm der Proteinidenti�kationen der subzellulären Fraktionen. ( c) Evaluierung des Fraktio-
nierungsprotokolls mit Hilfe von PSORTb. Die LFQ Intensitäten der Proteine mit derselben durch
PSORTb vorhergesagten Lokalisation wurden aufsummiert und der prozentuale Anteil an den Ge-
samtintensitäten der angereicherten Fraktionen dargestellt. Die Anzahl der Proteine, die jeweils
aufsummiert wurden, ist oberhalb des Balkens gezeigt. Die Fehlerbalken stellen die Standardab-
weichung zwischen den Replikaten dar (n = 4). ( d) Evaluierung des Fraktionierungsprotokolls mit
Hilfe von SignalP. Die LFQ Intensitäten der Proteine mit denselben durch SignalP vorhergesagten
Signalpeptiden wurden aufsummiert und der prozentuale Anteil an den Gesamtintensitäten der an-
gereicherten Fraktionen dargestellt. Die Anzahl der Proteine, die jeweils aufsummiert wurden, ist
oberhalb des Balkens gezeigt. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung zwischen den Repli-
katen dar (n = 4).

Bei der Untersuchung des Proteoms vonR. salmoninarum, waren vor allem die

Fraktionen von Interesse, die durch ihre Lokalisation an Wechselwirkungen mit dem

Wirt involviert sein könnten. Es wurde die Anreicherung von 25 hochabundanten

Proteinen, die direkt oder indirekt an der Virulenz vonR. salmoninarum involviert

sind, innerhalb der angereicherten Subproteome untersucht (Abbildung 3-2). Dies



Seite 26 3.2. Artikel II

zeigte, dass einige dieser Proteine ausschlieÿlich in einer der angereicherten Frak-

tionen hochabundant vorlagen. Hierzu zählten zum Beispiel Chitosanase (A9WUI6)

oder ein Siderophor Biosynthese Protein (A9WMT3). Andere Proteine hingegen wa-

ren in mehreren der Fraktionen hochabundant vorhanden, wie zum Beispiel Kata-

lase (A9WQD9) oder Superoxid Dismutase (A9WT65). Das Hauptvirulenzprotein

P57/Msa (A9WL54) war in allen der subzellulären Fraktionen hochabundant. Ei-

ne Peptidylprolyl Isomerase (PPIase) (A9WSH8) wurde ebenfalls in allen Fraktionen

hochabundant detektiert, was darauf hindeutet, dass diese Proteine eine wichtige Rol-

len für das Bakterium spielen. Das immunsupprimierende P22 Protein (A9WV24),

welches als eines der wichtigsten Virulenzproteine des Bakteriums gilt, wurde hinge-

gen nur im extrazellulären Raum und in der MV Fraktion hochabundant detektiert,

was ein Hinweis darauf sein kann, dass die Membranvesikel bei der Virulenz des

Bakteriums eine Rolle spielen. Die Hypothese ist zusätzlich dadurch begründet, dass

zytotoxische E�ekte der MV auf SHK-1 Zellen gezeigt werden konnten [43]. Es konnte

weiterhin die Lokalisation von diversen Eisentransporter, Siderophoren und Proteasen

experimentell aufgeklärt werden.

In einer Studie von Sudheesh et al. konnte gezeigt werden, dass Substrate der Sortase

(A9WTU8) von R. salmoninarumwichtig für die Etablierung der Infektion sind [105].

Drei der in dieser Studie beschriebenen Sortase Ziele wurden in der hier darge-

stellten Studie gefunden (A9WSP9, A9WUW6, A9WQT3). Zwei davon (A9WSP9,

A9WUW6) wurden auch in den MV detektiert.
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Abbildung 3-2: Schematische Visualisierung der subzellulären Lokalisationen von 25 hochabundanten
Proteinen, die direkt oder indirekt in der Virulenz von R. salmoninarum involviert sind.

Die MV Fraktion die einzige Fraktion, in der alle vier NlpC/P60 Endopeptidasen

von R. salmoninarum (A9WVI9, A9WUF0, A9WKY1, A9WKY2) gefunden wurden.

Für Staphylococcus aureus(S. aureus) konnte gezeigt werden, dass Peptidoglykan-

Hydrolasen einen Ein�uss auf die MV Produktion haben [15]. Aus diesem Grund

könnte das Ergebnis einen Hinweis darauf darstellen, dass die Proteinklasse der Hy-

drolasen eine Rolle bei der Entstehung der MV vonR. salmoninarum und möglicher-

weise bei weiteren Gram-positiven Bakterien spielen. Neben Proteinen der NlpC/P60

wurden auch weitere Zellwand-modi�zierende Proteine in der MV Fraktion identi�-

ziert.

Diese Studie stellt die erste Proteomanalyse des BakteriumsR. salmoninarumdar und

konnte tiefe Einblicke in die Subproteome eines wichtigen Fischpathogenes gewähren.

Diese Ergebnisse sind nicht nur für zukünftige Studien ein wichtiges Rückgrat, son-

dern sind auch für Vakzinentwicklung und für die Grundlagenforschung bakterieller

Gram-positiver Membranvesikel von Interesse.
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3.3 �E�ect of iron-limitation, �orfenicol antibiotics and

an elevated temperature on the subcellular proteo-

mes and the vesiculation of the �sh pathogen Aero-

monas salmonicida � (Artikel III)

In dieser Studie wurden Proteine aus verschiedenen subzellulären Lokalisationen (Zy-

tosol, innere Membran, äuÿere Membran, extrazellulär und Membranvesikel) des wich-

tigen FischpathogensA. salmonicida angereichert und die Veränderung jener Subpro-

teome bei drei unterschiedlichen Konditionen untersucht. Bei den genutzten Stress-

konditionen handelt es sich um Bedingungen, denen das Bakterium in der Umwelt

oder in der Aquakultur begegnen kann. Weiterhin wurde analysiert, inwieweit die

Konditionen die Membranvesikelgröÿe und deren Proteinzusammensetzung beein�us-

sen.

Bei der Kontrollbedingung wurde das Bakterium bei 13°C in Roswell Park Memo-

rial Institute (RPMI) Medium, welches mit Eisenchlorid supplementiert wurde, kul-

tiviert. Die Temperatur der Bakterienkultivierung wurde so gewählt, da 13°C die

optimale Wachstumstemperatur von Lachs�schen, einem der Wirte vonA. salmo-

nicida, ist [133]. Diese Kontrollbedingung stellte die Referenz für den Vergleich mit

den anderen Bedingungen in Hinblick auf Proteinquantität dar. Ähnlich zuArti-

kel II wurde zunächst die erfolgreiche Anwendung der Fraktionierung mit Hilfe der

Kontrollbedingung evaluiert (Abbildung 3-3). Die Reproduzierbarkeit und der Erfolg

der Proteinanreicherung der verschiedenen subzellulären Lokalisationen vonA. sal-

monicida wurde durch den Anteil der LFQ-Intensität der vorhergesagten Gruppen

an den Gesamtintensitäten der aufgereinigten subzellulären Fraktionen nachgewiesen

(Abbildung 3-3). Das Ergebnis deutet darauf hin, dass das angewandte Protokoll eine

zuverlässige Methode zur Anreicherung von Proteinen der entsprechenden subzellu-

lären Lokalisationen darstellt.



Kapitel 3. Ergebnisse und Diskussion Seite 29

Abbildung 3-3: Übersicht über die Proteinabundanzen von Proteinen mit unterschiedlichen vorher-
gesagten Proteinlokalisationen und Signalpeptiden innerhalb der angereicherten subzellulären Frak-
tionen der Kontrollkondition von A. salmonicida. (A ) Evaluierung des Fraktionierungsprotokolls mit
Hilfe von PSORTb. Die LFQ Intensitäten der Proteine mit derselben durch PSORTb vorhergesagten
Lokalisationen wurden aufsummiert und der Anteil an den Gesamtintensitäten der angereicherten
Fraktionen dargestellt. Die Anzahl der Proteine, die jeweils aufsummiert wurden, ist oberhalb des
Balkens gezeigt. U = Unbekannte Lokalisation, C = Zytoplasma, CM = Innere Membran, P =
Periplasma, OM = Äuÿere Membran, E = Extrazellulär. Die Fehlerbalken stellen die Standardab-
weichung zwischen den Replikaten dar (n = 4). ( B ) Evaluierung des Fraktionierungsprotokolls mit
Hilfe von SignalP. Die LFQ Intensitäten der Proteine mit denselben durch SignalP vorhergesagten
Signalpeptiden wurden aufsummiert und der Anteil an den Gesamtintensitäten der angereicherten
Fraktionen dargestellt. Die Anzahl der Proteine, die jeweils aufsummiert wurden, ist oberhalb des
Balkens gezeigt. OTHER = Kein vorhergesagtes Signalpeptid, SP = Sec Translokon / Signal Pep-
tidase I, LIPO = Sec Translokon / Signal Peptidase II, TAT = Tat Translocon / Signal Peptidase
I. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung zwischen den Replikaten dar (n = 4).

In der ersten untersuchten Stressbedingung handelt es sich um die Anpassung

des Bakteriums an eine Umgebung mit einer geringen Eisenverfügbarkeit. Hierfür

wurde das Bakterium identisch zu der Kontrollbedingung kultiviert, jedoch ohne die

Supplementierung von Eisenchlorid. Dies reproduziert die Bedingungen, denen das

Bakterium im Wirt ausgesetzt ist, wo ebenfalls eine geringe Eisenverfügbarkeit vor-

liegt [32, 134]. In der zweiten Bedingung wurdeA. salmonicida bei einer erhöhten

Temperatur (19°C) im Vergleich zu der Kontrollkondition (13°C) kultiviert. Diese

Kondition soll das Verhalten von Fischen nachahmen, bei dem sie als Reaktion auf
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eine Infektion ihre thermische Präferenz ändern, um ihre angeborene Immunantwort

zu verstärken [135, 136]. Weiterhin ist die Geschwindigkeit und Schwere der durch

A. salmonicida ausgelösten Erkrankung mit einer erhöhten Wassertemperatur assozi-

iert [137]. In der dritten Kondition wurde A. salmonicidaAntibiotikastress ausgesetzt.

Hierfür wurde A. salmonicida identisch zu der Kontrollbedingung kultiviert, jedoch

wurde während der logarithmischen Wachstumsphase (bei einer OD600 von 0,3 - 0,4)

0,5µg mL-1 Florfenicol dem Medium hinzugefügt. Florfenicol ist ein bakteriostatisches

Breitband-Antibiotikum, welches häu�g in der Aquakultur Anwendung �ndet [138].

Ziel der Studie war es, den Ein�uss jener Stressoren auf die Subproteome vonA. sal-

monicida, sowie die Menge, Gröÿe und Proteinzusammensetzung der entstandenen

Membranvesikel zu untersuchen.

Ein�uss der Eisenlimitierung

Neben der hier präsentierten Studie gab es bereits einige Studien zuvor, welche

die Anpassungen vonA. salmonicida an geringe Eisenverfügbarkeit untersucht ha-

ben [70, 71, 72, 78, 79, 80]. Viele dieser Studien konnten durch die hier präsentierten

Daten bestärkt werden. Zusätzlich konnten zahlreiche Proteine gefunden werden, wel-

che signi�kant in ihrer Abundanz durch die Eisenlimitation verändert waren, die bis-

her nicht in der Literatur von A. salmonicida beschrieben waren. Die meisten davon

hatten Funktionen im anorganischen Ionentransport und waren in TonB-abhängigen

Eisen- und Siderophortransport und deren Biosynthese involviert (Abbildung 3-4).

Ebenso waren viele Proteine der Zellwandsynthese, -umgestaltung und des Zellwan-

dabbaus signi�kant in ihrer Abundanz erhöht. Zusätzlich waren Proteine, welche wäh-

rend der Infektion des Bakteriums eine Rolle spielen, signi�kant in ihrer Abundanz

erhöht. Hierzu zählen Hemolysin, Aerolysin, Lipasen, sowie 49 Proteine, die keine

UniProt Annotation hatten, jedoch zum Teil ausschlieÿlich unter geringer Eisenver-

fügbarkeit und in keiner der anderen Bedingungen detektiert wurden. Dies lässt darauf

schlieÿen, dass diese Proteine eine funktionale oder regulatorische Rolle fürA. sal-

monicida unter dieser Bedingungen haben. Weiterhin konnte ein Umschalten der Su-

peroxid Dismutase durch die Eisenverfügbarkeit festgestellt werden. Während SodB
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Abbildung 3-4: Übersicht über die funktionelle Proteinkomposition der subzellulären Fraktionen
bei den angewandten externen Stressoren. Proteine wurden nach ihrer zugehörigen, von eggNOG
vorhergesagten, funktionellen Kategorieren gruppiert. Anschlieÿend wurde der LFQ Intensitätsanteil
der Kategorien an der Gesamtintensität innerhalb der jeweiligen subzellulären Fraktion dargestellt.
Die Anzahl der Proteine, die jeweils aufsummiert wurden, ist oberhalb des Balkens gezeigt. Der
genutzte 1-Buchstabencode ist unterhalb der Gra�k erklärt. Cyt = Zytosol, IM = Innere Membran,
OM = Äuÿere Membran, Extra = Extrazellulär, OMV = Membranvesikel. Die Fehlerbalken stellen
die Standardabweichung zwischen den Replikaten dar (n = 4).

in der Kontrollbedingung abundant vorlag, liegt unter Eisenlimitierung SodA abun-

dant vor. Der Grund dafür ist wahrscheinlich, dass SodA Mangan und SodB Eisen als

Kofaktor hat. Allgemein konnte festgestellt werden, dass hauptsächlich Proteine, die
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Eisen als Kofaktor benötigen, in ihrer Abundanz signi�kant abgenommen haben, wie

beispielsweise Cytochrom C Proteine. Die MV, die unter eisenlimitierenden Bedin-

gungen aufgereinigt wurden, hatten eine ähnliche Gröÿe und Konzentration verglichen

mit denen der Kontrollbedingung. Viele Eisentransporter, welche ausschlieÿlich unter

eisenlimitierten Bedingungen detektiert wurden und als gute Antigene gelten [139],

wurden in der MV Fraktion gefunden.

Ein�uss der erhöhten Temperatur

Während in der Fraktion des Zytosols oder der inneren Membran keine Proteine

signi�kant in ihrer Abundanz im Vergleich zur Kontrollbedingung verändert waren,

waren in den anderen Fraktionen einige Proteine signi�kant verändert. Dazu gehörten

auch Proteine, die bei der Infektion eine Rolle spielen und bereits unter Eisenlimi-

tation in ihrer Abundanz signi�kant erhöht gefunden wurden. Hierzu zählen Hemo-

lysin, ein Oxidationsstress-Resistenz-Chaperon, ein putativer Hemin Rezeptor, ein

nicht-charakterisiertes Protein, sowie eine M36 Peptidase. Dieses Ergebnis zeigt, dass

die gesteigerte Krankheitsprogression bei erhöhter Temperatur durch diese Proteine

beein�usst sein könnte, da sie sowohl bei erhöhte Temperatur als auch durch Eisen-

verfügbarkeit quantitativ hochreguliert sind. Bei diesem Mechanismus könnte es sich

um einen Weg vonA. salmonicida handeln, mit dem Verhaltens�eber der Fische um-

zugehen, bei dem die Fische ihre Temperaturpräferenz ändern, um ihre angeborene

Immunantwort zu stärken [135].

Für andere Bakterien konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte Temperatur mit einer

gesteigerten MV Produktion assoziiert ist [22, 23]. Bei Bakterien, die an kaltes Wasser

adaptiert sind, wurde hingegen gezeigt, dass eine erhöhte Temperatur zu einer Verrin-

gerung der MV Produktion führt [140]. Die MV Produktion von A. salmonicida war

bei der Kultivierung bei erhöhter Temperatur ebenso reduziert. DaA. salmonicida

nicht ausschlieÿlich psychrophil ist, sondern auch bei höheren Temperaturen als 19°C

wachsen kann, lässt sich nicht ausschlieÿen, dass die gewählte Temperatur nicht hoch

genug war, um die MV Produktion zu verstärken.
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Ein�uss von Florfenicol

Obwohl Florfenicol als bakteriostatisches Antibiotikum bekannt ist, legen die Daten

aus der angereicherten extrazellulären Fraktion nahe, dass während des Experiments

bakterielle Lyse aufgetreten ist. Dies wird durch die erhebliche Zunahme der Anzahl

und Abundanz zytosolischer Proteine in der extrazellulären Fraktion im Vergleich

zur Kontrollbedingung deutlich. Die meisten der Proteine, die in der extrazellulären

Fraktion ihrer Quantität stark hochreguliert waren, waren ribosomale Proteine und

Proteine, die in Translation, ribosomaler Struktur und Biogenese involviert sind (Ab-

bildung 3-4). Ähnliche Beobachtungen konnten in der MV Fraktion gemacht werden.

Hier waren viele ribosomale Proteine signi�kant in ihrer Abundanz erhöht. Im Ver-

gleich zu der Kontrollbedingung waren die MV in ihrer Gröÿe stark verringert. Das

könnte dadurch erklärt werden, dass das Antibiotikum durch das Binden an die 50S

ribosomale Untereinheit und die daraus resultierende Inhibition der Proteinsynthese

zu einer Dysregulation der Membranproteine führt, was sich möglicherweise auf die

MV Gröÿe auswirken könnte. Allerdings konnten in der MV Fraktion auch einige

Phagenproteine identi�ziert werden. Für andere Bakterien wurde beschrieben, dass

Antibiotika Prophagen induzieren können, was zu kleineren und heterogeneren MV

führt [141].

Zusammenfassung

Insgesamt konnte ein Einblick in die subzelluläre Veränderung der Proteinzusammen-

setzung vonA. salmonicida als Anpassung an verschiedene relevante Umweltbedin-

gungen gewonnen werden. Diese Studie konnte viele neue eisenregulierte Proteine

des Bakteriums identi�zieren. Da viele dieser Proteine in der MV Fraktion gefunden

wurden und potenziell immunogen sind, lässt sich die Hypothese aufstellen, dass MV

von A. salmonicida, die bei Bedingungen mit geringer Eisenverfügbarkeit entstanden

sind, sich eher für eine Vakzinentwicklung eignen als unter Kontrollbedingungen. An-

tibiotikaeinsatz führte zu einer drastischen Verkleinerung der MV. Weiterhin konnte

gezeigt werden, dass einige der Virulenzfaktoren, wie zum Beispiel Hemolysin, nicht

nur durch Eisenverfügbarkeit, sondern auch durch die Temperatur reguliert sind.
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3.4 �Yields and Immunomodulatory E�ects of Pneumo-

coccal Membrane Vesicles Di�er with the Bacterial

Growth Phase� (Artikel IV)

S. pneumoniaeist ein Gram-positives Bakterium, welches als Diplokokken wächst.

Das Bakterium kann den oberen Atemwegstrakt kolonisieren und andere Gewebe be-

fallen und ernstzunehmende Krankheiten wie Sepsis, Meningitidis und Pneumonie

auslösen.S. pneumoniaeist mit einer Polysaccharid-Struktur bekapselt, welche den

Hauptvirulenzfaktor darstellt. Die Kapsel weist eine hohe Variabilität zwischen ver-

schiedenenS. pneumoniaeStämmen auf. Dies erschwert die Entwicklung eines Impf-

sto�es, der einen Schutz gegen alle Pneumokokken Serotypen aufweist. Da bakterielle

MV Lipopolysaccharide, zytosolische Proteine, Membranproteine und Lipoproteine

enthalten, die mit Immunzellen interagieren und eine schützende Immunantwort aus-

lösen können [142], stellen sie vielversprechende Kandidaten für eine Impfsto�ent-

wicklung dar. In dieser Studie wurde der Ein�uss der bakteriellen Wachstumsphase

auf die Membranvesikelausbeute, Immunogenität und Zytotoxizität vonStreptococ-

cus pneumoniaeauf Makrophagen und dentritische Zellen untersucht. Hierfür wurden

nach 24 h Membranvesikel aus der stationären Wachstumsphase (sMV) und nach 48 h

Membranvesikel aus der Sterbephase (dMV) geerntet.

Ein�uss der bakteriellen Wachstumsphase auf die Membranvesikelgröÿe,

-ausbeute und -proteinzusammensetzung

Die dMV, die in der Sterbephase geerntet wurden, ergaben eine 10-fach höhere Aus-

beute (~1012 Partikel mL -1) verglichen mit sMV aus der stationären Wachstumsphase

(~1011 Partikel mL -1) (Abbildung 3-5 A). Die dMVs waren im Durchschnitt leicht ver-

gröÿert (150 - 200 nm) im Vergleich zu den sMVs (120 - 180 nm) (Abbildung 3-5 B).

Untersuchungen der Morphologie der MVs zeigte keine gröÿeren Unterschiede (Ab-

bildung 3-5 C-H). Die Vesikel waren abgerundet und wiesen teilweise kettenartige

Strukturen auf.
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Abbildung 3-5: Ergebnisse der Nanopartikelanalyse der bakteriellen Membranvesikel gewonnen in
der stationären Wachstumsphase (sMV) und der Sterbephase (dMV). (A ) Durchschnittliche Parti-
kelkonzentration der gesammelten vesikelreichen Fraktionen der Gröÿenausschlusschromatographie.
(B ) Durchschnittliche Partikelgröÿe der gesammelten vesikelreichen Fraktionen. (C-H ) Kryoelek-
tronenmikroskopie Untersuchung von isolierten Pneumokokken sMVs und dMVs.(C, D ) Isoliertes
dMVs-Pellet nach Ultrazentrifugation. ( E, F ) Isoliertes dMVs-Pellet nach Ultrazentrifugation, wobei
der weiÿe Pfeil dunklere Strukturen bzw. die kettenartige Anordnung der Vesikel zeigt. (G, H ) Ge-
reinigte dMVs nach Gröÿenausschlusschromatographie, wobei der weiÿe Pfeil eine überlagerte bzw.
eine Anordnung der Vesikel ineinander zeigt.

Insgesamt konnten bei der Proteomanalyse der sMVs und dMVs 586 Proteine iden-

ti�ziert werden. Laut PSORTb handelt es sich hierbei hauptsächlich um zytoplasma-

tische Proteine (357), gefolgt von Membranproteinen (125), Proteinen der Zellwand

(16), sowie extrazellulären Proteinen (11). 77 Proteine konnten keiner subzellulä-

ren Lokalisation zugeordnet werden. Autolysin (Q7ZAK4) wurde sowohl in sMVs als

auch in dMVs gefunden, jedoch war die Abundanz von Autolysin in den dMVs si-

gni�kant gesteigert (Abbildung 3-6). Elf Proteine wurden ausschlieÿlich in sMVs und

30 Proteine wurden ausschlieÿlich in dMVs detektiert. Die höhere Konzentration von

Autolysin (Q7ZAK4) in den MV, die in der Sterbephase geerntet wurden, könnte die

höheren Vesikelausbeuten erklären. Für das BakteriumB. subtilis wurde eine erhöhte

Vesikulation durch Prophagen-kodiertes Endolysin beschrieben [143]. Das Endolysin



Seite 36 3.4. Artikel IV

generierte in dieser Studie Löcher in der Peptidoglykanschicht, was zu einem Verlust

der Membranintegrität und dem Entstehen von Membranvesikeln geführt hat [143].

Abbildung 3-6: Darstellung der Unterschiede zwischen den gemessenen Proteinen der durch Gröÿen-
ausschlusschromatographie gereinigten Membranvesikeln der stationären Phase (sMVs) und Mem-
branvesikeln der Sterbephase (dMVs) als Volcono Plot. Signi�kant veränderte Proteine sind orange
dargestellt (p < 0,01, log2-fold-change >2); Proteine oberhalb der p-Wert-Schwelle sind grün darge-
stellt; Proteine oberhalb der fold-change-Schwelle sind violett dargestellt. Das einzige Protein, das
sich signi�kant von den anderen unterschied, war Autolysin (Q7ZAK4), welches in dMVs im Ver-
gleich zu den sMVs signi�kant häu�ger vorkam.
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Mehrere putativ antigene Proteine und Lipoproteine wurden in den isolierten

Pneumokokken-Vesikeln in hoher Abundanz identi�ziert:

ˆ Oligopeptid-bindendes Protein (AliB)

ˆ Pneumokokken Ober�ächen Protein A (PspA)

ˆ Autolysin

ˆ Pneumolysin

ˆ Immunoglobulin A1 Protease (IgA1 Protease)

ˆ Serin Protease (PrtA)

ˆ Pneumokokken Ober�ächen Adhäsin A (PsaA)

ˆ Cholin-bindendes Protein A

ˆ Pneumokokken Histidin Triad Protein D

Ein�uss der sMVs und dMVs auf humane Immunzellen

In einem weiteren Experiment wurden die sMVs und dMVs mit primären Humanzel-

len (Makrophagen und dendritische Zellen) inkubiert, um deren Ein�uss auf die Zellen

zu beobachten. Nach 8 h zeigten sowohl die Makrophagen als auch die dendritischen

Zellen bei Konzentrationen von 5000 Vesikel pro Humanzelle gute Überlebensfähig-

keit mit keinem signi�kanten Unterschied zu den Zellen, die mit LPS (250 ng mL-1 für

8 h) behandelt wurden. Ähnliche Experimente wurden mit Epithelzelllinien (A549 und

HaCaT) durchgeführt. Die Zelllinien zeigten bei hohen Konzentrationen von 106 Ve-

sikeln pro Zelle eine gute Toleranz. Weitere Experimente untersuchten die Aufnahme

von MVs durch Antigen-präsentierende primären Immunzellen. Sowohl sMVs als auch

dMVs wurden zeitabhängig durch Makrophagen und dendritische Zellen aufgenom-

men. Dabei zeigten sMVs eine leicht gesteigerte Aufnahmerate durch Makrophagen

im Vergleich mit dMVs. So wurden nach 4 h 67% der sMVs und 34% der dMVs, nach

8 h 75% der sMVs und 49% der dMVs durch die Makrophagen aufgenommen. Die

Aufnahmerate der dMV und sMV durch dendritische Zellen war vergleichbar. Hier

konnte eine komplette Aufnahme der Vesikel nach 4 h festgestellt werden. Analysen

des Zellüberstandes der Makrophagen und dendritschen Zellen nach 8 h Inkubation
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mit den MVs zeigte, dass die MVs die Freisetzung von Tumor-Nekrose-Faktor (TNF),

Interleukin (IL)-6 und IL-8 stimulieren konnte. Andere Zytokine, auf die getestet

wurde (IL-1b, IL-2, IL-12p70, Interferon (INF)-g), konnten nicht detektiert werden.

Zusammenfassung

In der Studie konnte gezeigt werden, dass sich die Proteinzusammensetzung, Aus-

beute und die Partikelgröÿe der MV vonS. pneumoniaemit der bakteriellen Wachs-

tumsphase verändern. Trotz der Identi�zierung von Pneumolysin (Q7ZAK5) in den

S. pneumoniaeMV konnten bei keiner der getesteten Zelllinien zytotoxische E�ekte

festgestellt werden. Ähnliche Beobachtungen konnten in anderen Studien gezeigt wer-

den [144, 145]. Es konnte weiterhin eine zeitabhängige Aufnahme der Vesikel durch

Antigen-präsentierende Immunzellen beobachtet werden. Die Aufnahme erfolgte da-

bei bei dendritischen Zellen besonders schnell. DieS. pneumoniaeMV aktivierten die

Ausschüttung von in�ammatorischen Zytokinen, was zusätzlich zu den identi�zierten

Lipoproteinen und potenziell starken Antigenen die Eignung der MV als mögliche

Vakzinlösung bestärkt.



Zusammenfassung und Ausblick

Die hier präsentierte Arbeit liefert dem wissenschaftlichen Feld der bakteriellen Mem-

branvesikelforschung wertvolle Daten und Einblicke in das MV Proteinrepertoire

Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien. Diese Arbeit ist die erste ausführliche

Beschreibung des Membranvesikelproteoms des Gram-positiven BakteriumsR. sal-

moninarum und des Gram-negativen BakteriumsA. salmonicida. Es konnte gezeigt

werden, dass sich die Proteinzusammensetzung durch Faktoren wie Wachstumspha-

se oder Kultivierungsbedingungen drastisch beein�ussen lässt. Dies verdeutlicht die

Relevanz klar de�nierter Kultivierungsbedingungen und Ernteprotokolle für zukünf-

tige Anstrengungen zur Entwicklung von MV Impfsto�en. Insgesamt wurden neben

wichtigen Virulenzproteinen viele putativ immunogene Proteine (Lipoproteine, Eis-

entransporter) in der Membranvesikelfraktion aller drei Pathogene gefunden, was das

Potenzial der MV als Vakzin-Plattform verdeutlicht. Weiterhin konnte durch diese

Arbeit das bestehende Literaturwissen über eisen- und temperaturregulierte Proteine

von A. salmonicida erweitert werden. In zukünftigen Studien zuR. salmoninarum

und A. salmonicida sollte ähnlich zuArtikel IV [27] die Zytotoxizität der MV und

die Aufnahme durch Immunzellen untersucht werden, um den möglichen Erfolg eines

Vakzins besser abschätzen zu können.

39
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