Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

INNAIISVEIZEICHIIS .. ... ivivi ittt bbbt e bt snas s sbe e b b bs \%
ADKUTZUNESVETZEICHTIIS 1. vviiieiiieiiiiie ittt et st eiae e s e en b e s er e eeraeeaennensaraeeen X
L BIfURIUNG ..ot -1-

2. Literatur
b2 IR A -1 SO OO OO PO OPPPPP -3-

2.1.1. Die Geschichte des Wisents

2.1.2. Wisente im Nationalpark Biatowieza, Polen................. . -4-
2.1.3. Biologie und Verhalten der Wisente im Nationalpark Biatowieza...........ccco....... -4-
2.1.4. Balanoposthitis beim WiSEeNt......c.ocociiiiiiiiiiiiiiereri s -5-

2.1.5. Mogliche Atiologie der Balanoposthitis beim Wisent und Bedeutung von
T. bonasi und T. bialowiezensis fur das Krankheitsgeschehen.............c..cocceee -7-

2.2. Trueperella bonasi, Trueperella bialowiezensis, Trueperella pyogenes und

Arcanobacterium RAemolytiCum .............c....ccciivvimiiiniiniiicricc e -10-

2.2.1. Taxonomie und phylogenetische Einordnung.........cccoccooiiiiiininiiciiiiinnn, -10-

2.2.2. Erscheinungsbild der bakteriellen Kulturen.........c.oocoviciviiiininnninnn, -13-

2.2.3. Methoden zur Artbestimmung von Arcanobacterium und Trueperella ............ -14 -

2.2.4. Durch Trueperella und Arcanobacterium verursachte Krankheiten.................. -15-

2. 3. Bakterielle Virulenzfaktoren ...........ccccccinnciicniniinice e ceeeecereevceceecrirenns -20-

2.3 1 UBEIBIICK ...t -20-

2.3.2. Cholesterol-abhingige Zytolysine (CDCS) ........ccoooiiiiiiiiiiiiicicieeees -23-

2.3.3. PhOSPROLIPASEN....cotiiirireicreice ettt e -26 -

2.3 4. DNASEIc..eoiotiiitiat ettt e e bbb ettt -29-

2.3.5. NeUraminudasern...........oeveriieuene ittt -30-

2.3.6. UPFO027/RECB-PIoOteine.......cccvuueriiiiivciiieeie e -33-
2.3.7. Ubersicht iiber die Virulenzfaktoren von Arcanobacterium haemolyticum

und Trueperella pyogenes...........c..ccoocciecciiiviiiiniciiiiin e -34 -

3. Problemstellung und Ziele ..........cccooviiiiiiniiiiicice e -35-

4. Material und Methoden ... -36-

41 MALETIAL ...ttt e et et e b R nes -36 -

. ) ) HE
Bibliografische Informationen digitalisiert durch I L
http://d-nb.info/1048738760 BLIOTHE



http://d-nb.info/1048738760

Inhaltsverzeichnis

4.1.1. Referenz-BaKterienStimume ............crvie i s -36-
A.1.2. NEREIMEGIEN ..ot et et s -36-
4.1.3. Chemikalien und REAENZIEN.........cccveernceminiicieiicireir e e recerecnessnenenns -37-
BT A TESEKILS 1o ettt et e bt sern s -38-
4.1.5. Restriktionsenndonukleasen und deren Puffer...........ccoooiiicinnnn. -39-
4.1.6. VerbrauchsSmaterialien .........ccc...eviiis i -39-
4.1.7. GErate .o eerrcrinnnns

4.1.8. Computerprogramme

4.2 MEthOGIN......oeveve ettt ctere e s senes e e et st e eucresene e e sebe e s eensste e neionen

4.2.1. Ndhrmedien flir Bakterien .......cevriiiiiiiimciiiesien e -42-
4.2.2. DNA--Extraktion aus Bakterien .......occvvrumeiiiciinens e -45-
4.2.3. Agarose-Gelelektrophorese....A ........................................................................... - 48 -
4.2 4. Filterpapier-Test zum Nachweis von Neuraminidase-/ Sialidase-Aktivitit.......- 50 -
4.2.5. Herstellung von T. bonasi-und T. bialowiezensis-Cosmid-Bibliotheken.......... -50-
4.2.6. Cosmidextraktion/Plasmidextraktion .........ooeiiiiiiiniiii s -59-

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

PIET 1.2 oottt sseee e - 60 -
4.2.8. Auswerten ermittelter SeqUeNZen. ......oovviiiiiiiiie e -63-
4.2.9. HAMolyseaktiVItAt-ASSAY .....ccoveecriiiiniinis it -63-
4.2.10. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)..c..cov.ovvovirisiciicrcisieen s -65-
4.2.11. DNA-Blotting (DotBlot-Hybridisierung, Southern Blotting).......c.coccceerveencne -73-
4212 DINASE-TESE.. .ottt et e -80-
4.2.13. Erstellung phylogenetischer Stammbaume ..........cccooooirircocincecciiincnn - 80 -
4.2.14. Erstellung réumlicher Proteinstruktur-Modelle .........cooovovniivececicincnenenns -82-

S EFZEDNISSE ...t e -83-
5.1.1. MUAN-Test der Bakterien auf Filterpapier...........coveviinnnniininn. - 86 -
5.1.2. Screening der Cosmid-Bibliotheken auf Neuraminidase-AKtivitét ................... - 86 -

5.1.3. Subklonierung des Cosmid-Klones bon/cos6A in den Plasmidvektor

pJET 1.2. und ldentifizierung zweier Neuraminidase-positiver Plasmid-

KIODE ... ittt et ettt et e et -87-
5.1.4. Sequenzierung des Neuraminidase-positiven Plasmid-Klons

bOT/COSOA/PIETAA ..ot ettt s -89-
5.1.5. Die Trueperella bonasi-Neuraminidase ..........cooooeoovriciiorninnnneni s - 89 -
5.1.6. Das Trueperella bonasi ,,UPF-dhnliche Protein®................ccooinviiicinnnnn, -96 -

VI



Inhaltsverzeichnis

5.1.7. Uberpritfung der ETGebNiSse...............coovverereisroereesseossesasesseesesseessseesssessassseessrensas -98 -
5.2 HAMOLYSIN oovveitiiiiei ettt r et ss s s cr b eeer e assenes - 101 -
5.2.1. Hamolyse von Trueperella bonasi DSM 17163 und Trueperella
bialowiezensis DSM 17162 aufi Tierblut-Agarplatten .........ccccceercvrrnrivinnnnnns - 101 -
5.2.2. HAMOlyseaKtivitAt- ASSAY ...ccocvivecrierrircieiarerieiire st as -103 -
5.2.3. DotBlot und Southern Blot-Hybridisierungen ..o - 104 -
524 PCR b e - 108 -
5.2.5. Screening der Cosmid-Bibliotheken auf Selektivplatten, Subklonierung in
Plasmidvektor pJET 1.2, und SequenzZierung .......cccocouuvvevmrcercrrrvnerruersneevenenns - 113 -
5.3. PhoSpholipase D .......cc.cooiiicmiiiiiiiineerieccee et easessensaenenesees e
5.3.1. DotBlot Hybridisierung
5.3.2. Spezifische PCR...............

5.3.3. Screening der Cosmid-Bibliotheken auf PLD-Aktivitdt ..

5.4. DesoxyribonukIEase ...........o.cceriiiveieriiencerneeseee s - 119 -
5.4.1. Untersuchung der Cosmid-Bibliotheken auf DNAse-Aktivitdt............cccceeeenn. -119-

6. DESKUSSION ...ttt ettt e b e e et aaeasebs st e e ekt et et st naneraeesar s acasacasasntasen - 120 -
6.1. Relevanz der UntersuChUNZEN ............coveeireoiiririiieeeereneseiesisiesescereseeesssasseseoeenes -120-

6.2. Studiendesign: Auswahl der Vergleichsorganismen und prinzipielle

VOIBRRENSWEISE ..eevrererieiirtieirirtes et sa s st s bt st sneteve e et enneeranesnennen - 121 -
6.3. Neuraminidase-AKTIVITAL ........cviiveiie et sve e eenes -123 -
0.4, HAMOLYSE ...ttt ettt et e e sk reneen et bent st eacrm e - 126 -
6.5. Phospholipase-AKIIVItAL ......c.c.eviiiiieiiice et - 130 -
6.6. DNASE-AKIVITAL ...ooviieeitiiiiicircti ettt ettt stes oot seesnan s emcn e - 131 -
6.7. Schlussfolgerungen und AusblicK ........c.cocoiccivciniiiiii i -132-
7. ZuSammMENTaSSUNEG ........ooiviiiiiiiiii e e -134 -
8. SUIMIMAIY ...ttt ettt bt be e es st ettt e e s eae e se et b et easereraesiens - 136 -
9. LiteraturverZEiChNiS. ..c..oucruiriircreee ettt sttt ra e nenen -138 -
ANHANG Al ettt et b oo s - 166 -
Vektorkarte des Cosmid-Vektors SuperCos 1 (Agilent Technologies) .........cc.cccoviinne - 166 -
ANHANG Bl ettt s -167 -
Vektorkarte des Plasmid-Vektors pJET1.2/blunt (Fermentas)...........ccocovecevnecrnennnnes - 167 -
ANHANG Ciooiiiiiin et bbb - 168 -
Nukleotidsequenz des Inserts des Neuraminidase-positiven 7. bonasi-Klons
bon/CosOA/PIETAA ....coiiieiiicrcii - 168 -

vii



Inhaltsverzeichnis

Alignment Neuraminidasen
Danksagung...........cccccceuvecen.
Selbsténdigkeitserkldrung ......

VIII



