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Empfehlung der ZKBS zur Risikobewertung von
Salmonella enterica ssp. enterica Serovar Typhimurium 11218
als Spender- oder Empfangerorganismus gemald 8 5 Abs  atz 1 GenTSV

Allgemeines

S. enterica subsp. enterica Serovar Typhimurium ist ein zur Familie der Enterobacteriaceae
zéhlendes invasives Darmbakterium, das fur den Menschen und verschiedene Tiere pathogen
ist und gemaR 8 5 Abs. 1 und 6 i. V. m. Anhang | GenTSV der Risikogruppe 2 zugeordnet
wird. Wildtypstamme von S. Typhimurium verursachen, nach oraler Aufnahme von 10°-10° co-
lony forming units (CFU), beim gesunden erwachsenen Menschen eine Gastroenteritis. Dabei
dringen die Bakterien in die Epithelzellen des unteren Diinndarmes ein, werden zum darunter-
liegenden Bindegewebe (Lamina propria) transportiert und vermehren sich. Infolge der ent-
zundlichen Reaktion unter Beteiligung des bakteriellen Endotoxins und Enterotoxins kommt es
zu Storungen des Flussigkeits- und Elektrolyttransportes und zu Durchféllen, Erbrechen und
Fieber.

S. Typhimurium heftet sich an Darmepithelzellen an und sezerniert Uber Typ-llI-
Sekretionssysteme Effektoren, die durch die intrazellulare Bildung von Aktinfilamenten ein
Aufstilpen der Zellmembran, das sog. membrane ruffling, und die Aufnahme der Bakterien in
die Zelle in einem Phagozytose-ahnlichen Vorgang bewirken. Nach erfolgreicher Endozytose
liegen die Bakterien zum Grof3teil unbeweglich in der Salmonella-enthaltenden Vakuole
(SCV), wo sie sich vermehren kénnen, zu einem kleineren Teil aber auch frei und beweglich
im Cytosol vor. Diese begeil3elten Bakterien replizieren schnell, kbnnen sich frei zwischen
Wirtszellen bewegen und sind daher hoch invasiv [1]. Die Infektion fihrt zur Apoptose der Zel-
len und zum Freiwerden der Bakterien ins Darmlumen, wo sie einen neuen Infektionszyklus
beginnen.

Zurzeit werden verschiedene S. Typhimurium-Stamme entwickelt, die als attenuierte Lebend-
vakzine dienen sollen, da durch die intrazellulare Vermehrung Antigene effizient eine mucosa-
le Zell-vermittelte Immunantwort auslésen kdnnen. Einer dieser potentiellen Impfstamme ist
S. Typhimurium x11218, der sich vom hochpathogenen Wildtypstamm S. Typhimurium UK-1
ableitet. Dieser Stamm wurde zuerst 1991 aus Pferden isoliert und danach im Huhn pass-
agiert [2]. S. Typhimurium UK-1 kann zu Todesfallen bei Mausen, Hihnern, Kélbern, Schwei-
nen und Pferden fuhren [3; 4]. Aufgrund der hohen Virulenz verspricht man sich eine starke
Immunantwort der geimpften Tiere [4].

Das Genom von S. Typhimurium x11218 enthalt umfangreiche Mutationen, die den Stamm at-
tenuieren, aber auch zum Einbringen von auf Plasmiden vorliegenden DNA-Vakzinen in tieri-
sche Zielzellen befahigen sollen. Diese Mutationen umfassen im Einzelnen:

AasdAl19::araC Pgap C2:

Diaminopimelinsaure (DAP) ist ein unverzichtbarer Bestandteil der Zellwand von S. Typhimu-
rium. Mutationen im DAP-Synthesegen asdA fihren sowohl zum Zelltod als auch zur Lyse der
Bakterienzellen [5]. Im Chromosom von S. Typhimurium x11218 wurde asdA durch das Gen
des Repressors C2 des Phagen P22 ersetzt, wobei c2 vom durch Arabinose aktivierten Pgap-
Promotor des araC-Gens aus Escherichia coli aktiviert wird [6].




APrurazi:araC Pgap MUrA:

Eine weitere unverzichtbare Komponente der Zellwand von S. Typhimurium ist Muraminsaure.
Der Promotor des Muraminsauresynthesegens murA wurde gegen den Arabinose-induzierten
Peap-Promotor aus E. coli ausgetauscht, so dass die Transkription von murA in Abhangigkeit
von Arabinose erfolgt. Ist keine Arabinose verfiugbar, wird das Wachstum eingestellt und die
Bakterienzellen lysieren [6].

Fir eine erfolgreiche Immunisierung ist es erforderlich, in S. Typhimurium 11218 ein Plasmid
einzubringen, das das Wachstum der Bakterien erméglicht und die Lyse der Bakterien in der
Wirtszelle sicherstellt. Dabei enthélt das Plasmid ein Konstrukt von murA (aus E. coli, um die
Rekombination von Plasmid und Bakterienchromosom zu verhindern) und asdA unter Kontrol-
le des Promotors araC Pgap, das einerseits bei Anwesenheit von Arabinose die Expression der
essentiellen Gene sicherstellt. Andererseits werden asdA und murA zusatzlich in 3'-/5'-
Richtung vom in umgekehrter Polaritat einklonierten C2-abhangigen P22 Pr-Promotor abgele-
sen, wenn bei Arabinosemangel der C2-Repressor nicht mehr exprimiert wird, gegen dessen
Gen das chromosomale asdA-Gen ausgetauscht worden war. Dies fuhrt dazu, dass bei Arabi-
nosemangel asdA und murA durch antisense-RNA-vermitteltes gene silencing reprimiert wer-
den und die Translation der noch vorhandenen mRNA verhindert wird.

A(gmd-fcl)26:

Es wurde beschrieben, dass asdA-Mutanten Kolansdure synthetisieren, um den Verlust von
DAP in der bakteriellen Peptidoglykanschicht zu kompensieren [7]. Daher wurden die GDP-
Fucosesynthesegene gmd und fcl deletiert [6].

ArelA1123:

Die Stringente Kontrolle dient in Bakterien dazu, bei Aminosauremangelbedingungen Replika-
tion, Transkription und Translation zu hemmen [8]. Als Ausldser hierfur dient die Akkumulation
des Signalmolekils Guanosintetraphosphat (ppGpp), das u. a. von RelA synthetisiert wird. Die
Deletion von relA fuhrt dazu, dass ppGpp bei Aminosauremangel nicht mehr akkumulieren
kann und somit die Stringente Kontrolle nicht ausgeldst wird. So wird einerseits das Zell-
wachstum nicht gehemmt, obwohl die Zellwand fehlerhaft ausgebildet wird, so dass die Lyse
der Bakterien verstarkt eintritt. Zusatzlich wird verhindert, dass die Proteinexpression und da-
mit die Antigenexpression aufgrund des durch die Deletion von asdA verursachten Aspartat-
semialdehydmangels reprimiert wird [6].

AendA2311:

Die Deletion der periplasmatischen Endonuklease | fiihrt dazu, dass DNA-Vakzinen nicht
mehr abgebaut werden [6].

AaraBAD, AaraE:

Die Deletion der Gene araBAD, deren Genprodukte aus Arabinose Xylulose bilden, bewirkt,
dass zum Zeitpunkt der Infektion noch in der Bakterienzelle vorhandene Arabinose weniger
schnell abgebaut wird. Zusatzlich sorgt die Deletion des Arabinose-Transporters AraE dafiir,
dass keine Arabinose durch leakage aus den Bakterienzellen gelangt. Durch diese beiden Mu-
tationen verzogert sich die Lyse der Bakterien in der Wirtszelle um ein bis zwei Zellteilungen,
so dass mehr Bakterien in der Zelle vorliegen, die eine verbesserte Immunantwort auslésen
kénnen [9].

AsifA26:

sifA kodiert fuir ein Typ-Ill-Sekretionssystem. Die Deletion von sifA bewirkt das Freiwerden von
S. Typhimurium aus der SCV [10; 11], so dass die Bakterien im Cytosol statt in endosomalen
Kompartimenten vorliegen. Auf diese Weise kénnen DNA-Vakzinen nach der Lyse der Bakte-
rien besser in den Zellkern gelangen, als wenn die Bakterien in der SCV lysieren [12].




AtlpA181:

Bei TIpA handelt es sich um einen Genregulator, dessen Fahigkeit zur DNA-Bindung und
DNA-abhangigen Genregulation von der Temperatur abhangt [13]. TIpA ist moglicherweise ein
Virulenzfaktor von Salmonellen, da &@hnliche Operatorsequenzen wie im Promotor von tlpA
konserviert in vielen Promotoren von bekannten Virulenzfaktoren pathogener Salmonella sp.
vorliegen und tIpA selbst im Virulenzplasmid vieler pathogener Salmonella sp. konserviert ist.
Die Deletion von tlpA soll zu einer Verringerung der durch die Infektion ausgelésten Apoptose
fuhren, um eine ausreichende Immunantwort sicher zu stellen [12].

AsselL116:

Bei dieser Mutation handelt es sich um eine weitere Mutation, die die Ausldsung der Apoptose
behindern soll. sseL kodiert fir eine Deubiquitinase, die entscheidend an der Auslésung der
Apoptose der Zielzelle beteiligt ist, indem sie IkBa deubiquitiniert. Die Deubiquitinierung fuhrt
zu verminderter Aktivitat des antiapoptotischen NF-kB-Signhalwegs [14].

APhiia: Py alacosss NilA:

Auf dem Salmonella-Virulenzplasmid SPI-1 liegt die Mehrzahl der Gene vor, die fir den inva-
siven Phanotyp von S. Typhimurium erforderlich sind. HilA ist der Transkriptionsfaktor, der die
auf SPI-1 vorliegenden Gene aktiviert. Im Genom von S. Typhimurium x11218 wurde der Pro-
motor von hilA durch einen modifizierten Pyc aacosss-Promotor ersetzt, der statt des lacO-
Operators eine Zufallssequenz tragt. Dadurch wird auch bei Anwesenheit des Repressors
Lacl hilA konstitutiv exprimiert und somit der Anteil der frei beweglichen, virulenteren Bakteri-
en aullerhalb der SCV zusétzlich erhdht. Dies fiihrt ebenso wie die Deletion von sifA zu einer
verbesserten Verfiigbarkeit von DNA-Vakzinen [12].

Salmonella Typhimurium x11218 wurde in einer Dosis von 1,2 x 10° CFU weiblichen BALB/c-
Méausen oral verabreicht. Zusatzliche booster-Immunisierungen erfolgten eine, vier und sieben
Wochen nach Erstinfektion. Dabei Uberlebten alle Mause und zeigten keinerlei Krankheits-
symptome wie Durchfall, struppiges Fell oder Reizbarkeit [12]. Darliber hinaus wurde gezeigt,
dass der Vorgangerstamm x8937 (ohne die Mutationen AaraBAD, Aarak, AsifA26, AtlpA181,
Assel116 und APyja::Pyc aiacosss hilA) bei einer oralen Verabreichung von 10° CFU ebenfalls
apathogen fur Méause ist und das Lymphgewebe der Tiere nur voribergehend kolonisiert.
Nach vier Wochen koénnen keine Bakterien mehr aus dem Gewebe isoliert werden [6].

Empfehlung

Nach 8 5 Absatz 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien im Anhang | GenTSV wird Salmonella
Typhimurium x11218 als Spender- und Empfangerorganismus fiir gentechnische Arbeiten der
Risikogruppe 1 zugeordnet.

Begriindung

Bei Salmonella Typhimurium x11218 handelt es sich um einen gut charakterisierten Kandida-
ten fur einen Impfstamm, dessen Apathogenitat durch die Verabreichung von hohen Dosen
lebensfahiger Bakterien an Mause gezeigt wurde.
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