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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Neisseria meningitidis

1.1.1 Allgemeines

Die Gattung Neisseria gehort zur Familie der Neisseriaceae, die der f-
Subklasse der Klasse Proteobacteria zugeordnet wird (Stackebrandt et al.,
1988). Neisserien sind gramnegative, aerobe, unbewegliche Diplokokken, die
nur innerhalb eines Wirtes in der Lage sind, sich zu vermehren und zu
uberleben. Die Bakterien sind gegenuber Austrocknung sehr empfindlich
(Berger und Doéring 1969). Innerhalb der Gattung Neisseria gibt es zwei
humanpathogene Spezies, N. meningitidis (Meningokokken) und N.
gonorrhoeae (Gonokokken), und eine Vielzahl apathogener Arten, z.B, N.
lactamica, N. mucosa und N. sicca. Meningokokken und Gonokokken kommen
ausschlieBlich beim Menschen vor. Sie weisen auf DNA-Ebene eine mehr als
80%ige Genhomologie und eine bis zu 98%ige Homologie der
Stoffwechselgene auf (Guibourdenche et al., 1986). Sie unterscheiden sich
jedoch deutlich in ihrem Organotropismus und besitzen eine unterschiedliche
Ausstattung an Virulenzfaktoren. Meningokokken verfigen Uber ein variables
Lipopolysaccharid (LPS) und pragen fir die Adharenz an menschliche Zellen
variable Pili und Oberflachenadhasine (Opa, Opc) aus. Sie bilden eine
Polysaccharidkapsel aus, die die Serogruppe des Erregers bestimmt und einen
wesentlichen Virulenzfaktor der Meningokokken darstellt (Jennings et al., 1977).
Die Polysaccharidkapsel ist ein vom Erreger exprimiertes saures
Exopolysaccharid. Aufgrund der unterschiedlichen Zusammensetzung der
Kapselpolysaccharide teilt man Meningokokken in dreizehn Serogruppen ein
(Vedros 1987). Klinisch relevant sind davon die Serogruppen A, B, C, W-135
und Y. Die Kapsel stellt sowohl einen Phagozytoseschutz als auch einen
Schutz vor Komplementreaktionen dar (Kahler und Stephens, 1998; Masson
und Hohlbein, 1985; Vogel und Frosch, 1999; Vogel et al., 1997).

Neisseria meningitidis ist der haufigste Erreger einer Meningitis und Sepsis im
Kindesalter (Jones und Kaczmarski, 1995; Cartwright, 1995). Meningokokken
werden durch Tropfchen- Aerosole oder direkt Ubertragen und besiedeln die



Einleitung

Schleimhaute der oberen Atemwege, vor allem den Nasopharynx.
Meningokokken adharieren mit Hilfe der Pili (Pilin, PilC) und anderer
Oberflachenproteine (Opa, Opc) an die Epithelzellen der
Nasopharyngealschleimhaut des Wirtes. Dort konnen sie monatelang
verweilen, ohne klinische Symptome zu verursachen, d.h., es kommt zu einem
symptomlosen Keimtragertum (Caugant et al., 1986). Daher werden
Meningokokken als Kommensalen des Nasen-Rachen-Raumes angesehen, die
nur bei Stérung des Erreger-Wirt-Gleichgewichtes zu einer Infektion fuhren
(Virji, 1996).

In den Industrielandern sind je nach Altersstufe und epidemiologischer Situation
bis zu 30% Keimtrager anzutreffen, die Erkrankung tritt jedoch nur mit einer
Inzidenz von 1-10/100000/Jahr auf (Jones und Kaczmarski, 1995; Cartwright,
1995), die Keimtragerquote bei Sauglingen und Kleinkindern ist niedrig. Sie
zeigt einen Gipfel im Jugend- und frihen Erwachsenenalter.

Von Musher wurde gezeigt, dass die Rate der Kolonisation des Nasopharynx
mit Neisseria meningitidis bei jungen Erwachsenen, die in Schulen bzw.
Militdrkompanien auf engem Raum miteinander leben, Uber 50% betragen kann
(Ubersicht in Musher et al., 2003). In Familien, die zuvor nicht mit
Meningokokken-Erkrankungen  konfrontiert ~waren, zeigte sich nach
wiederholten Nasopharynxabstrichen in zwei bis drei aufeinanderfolgenden
Jahren, dass in manchen Fallen bis zu 18% der Familienmitglieder mit
Neisseria meningitidis besiedelt waren (Greenfield et al.,, 1971). Die
Wahrscheinlichkeit, ein Geschwisterkind bei bestehender Meningokokken-
Erkrankung anzustecken, liegt bei 2-3% (Olcén et al., 1979). Die Infektionsrate
unter Studenten bei einem an Meningokokken Erkrankten liegt bei 0,04 bis
2,5% (Ronne et al., 1993; Jackson et al., 1996; Smith et al., 1999) . Mehr als
95% der Meningokokken-Erkrankungen in den USA und anderen westlichen
Landern sind sporadisch (Rosenstein et al., 1999; Ubersicht in Musher et al.,
2003).
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1.1.2 Klinische Aspekte der Meningokokken- Infektion

Als Risikofaktoren fur eine manifeste Meningokokkenerkrankung gelten unter
anderem niedriger sozialer Status und das Zusammenleben mit vielen
Personen auf engem Raum (Stuart et al., 1988), passives Rauchen (Stanwell-
Smith et al., 1994, Stuart et al., 1988) und mannliches Geschlecht (Cartwright,
1995). Gefahrdet fur eine manifeste Meningokokken- Erkrankung sind vor allem
splenektomierte Patienten, Patienten mit einer Influenza-A-Virus-Infektion und
dadurch bedingter Immunsuppression (Cartwright, 1995) und Patienten mit
Defekten im Komplementsystem (Ubersichten in Ross und Densen, 1984 und in
Figueroa und Densen, 1991). Von Hermans et al. wurde ein Zusammenhang
manifester Meningokokkenerkrankungen mit genetischen Varianten im
Mannose-bindenden Lektin (MBL) beschrieben, das einen gesonderten Weg
der Komplementaktivierung initiiert (Ubersicht Hibberd et al., 1999). Von
Bredius et al. wurde gezeigt, dass Fc-y-Rezeptor-Polymorphismen eine
entscheidende Rolle bei fulminanter Meningokokkenerkrankung spielt
(Ubersicht Bredius et al., 1994). Hermans et al. hat den Zusammenhang der fiir
eine Meningokokkensepsis typischen intravasalen Koagulopathie bei Kindern
mit einer erhdhten Konzentration von Plasminogen Aktivator Inhibitor 1 (PAL-1)
im Plasma beschrieben. Kinder mit einem bestimmten Polymorphismus im PAL-
1 Gen produzieren hohere Konzentrationen an PAL-1 und haben daher ein
erhdhtes Risiko, eine Koagulopathie zu entwickeln und somit eine hdhere
Mortalitatsrate (Ubersicht in Hermans et al., 1999). Nadel et al. beschrieben den
Zusammenhang der Schwere der Meningokokkenerkrankung und der TNFa-1-
bzw. TNFa-2—-Sekretion, da diese eine wesentliche Rolle bei der
Pathophysiologie der Meningokokkensepsis spielt. Ein Polymorphismus in der
Promoterregion des TNFa—Gens entscheidet Uber die Produktion von TNFa-1
bzw. TNFa-2, wobei TNFa-2 zu einer erhohten Sekretion und einer erhdhten
Mortalitat fihrt (Ubersicht in Nadel et al., 1996).

Die Meningokokkenmeningitis beginnt meist mit sehr starken Kopfschmerzen,
Erbrechen und hohem Fieber. In ungefahr der Halfte der Falle gehen Prodromi

voraus, die dem Bild eines grippalen Infektes ahneln (Olcén et al., 1979). Die
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neurologischen Meningitiszeichen nach Kernig und Brudzinski sind haufig
positiv (Kernig 1882, Brudzinski 1809). Bei Kindern unter einem Jahr kénnen
diese Meningitiszeichen haufig nicht zuverlassig nachgewiesen werden, auch
andere Symptome sind in diesem Alter oft unspezifisch. Eine vorgewdélbte und
gespannte Fontanelle kann bei Sauglingen ein Hinweis auf eine Meningitis sein.
Labordiagnostisch erscheint der Liquor trib und reich an Leukozyten. In 72%
der Falle sind die Meningokokken mikroskopisch direkt nachweisbar (Olcén et
al., 1979).

Die Entstehung der Meningitis erklart sich durch die Uberwindung der Blut-Hirn-
Schranke und Blut-Liquor-Schranke in den Subarachnoidalraum seitens der
Meningokokken, wobei die genaue Eintrittspforte in den Liquorraum nicht
endgultig geklart ist. Es lassen sich jedoch aus experimentellen
Modellsystemen und histologischen Beobachtungen Ruckschlisse auf die
Eintrittspforte ziehen. Eine histopathologische Untersuchung von Hirngewebe
eines an einer Meningokokkeninfektion verstorbenen Sauglings zeigte die
Adhasion von Meningokokken an Endothelzellen des Plexus choroideus. Diese
Beobachtung spricht daflir, dass Meningokokken auf diesem Weg den
Subarachnoidalraum erreichen (Ubersicht in Kubes und Ward, 2000). Durch die
Endotoxinwirkung der Meningokokken werden von Astrozyten, Makrophagen
und Endothelzellen TNF-a und Interleukin-1 freigesetzt, die eine meningeale
EntzGndungsreaktion induzieren. Proinflammatorische Zytokine, wie IL-1B,
stimulieren die Expression von Chemokinen und Adhasionsmolekilen, die
beide die Migration von Leukozyten aus der Blutbahn in den
Subarachnoidalraum steuern (Ubersicht in van Furth,1996).

Eine Meningokokkensepsis kann auch ohne meningitische Symptome ablaufen.
Die Meningokokkensepsis kann mit Schittelfrost, Hypotonie, Ubelkeit,
Petechien und einer Leukozytose einhergehen. Der septische Schock mit
Gerinnungsstorungen, Kreislauf- und Multiorganversagen dominiert das
klinische Bild. Schwere septische Verlaufsformen sind mit hohen
Plasmaspiegeln von Lipopolysacchariden (LPS) assoziiert (Brandtzaeg et al.,
1995). Sobald LPS-haltiges Material in den menschlichen Blutkreislauf gelangt,

werden Entzundungsreaktionen induziert, die die Organfunktionen des Wirtes
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beeintrachtigen (Morrison und Ryan, 1987). Aullerdem kommt es zu hamorrha-
gischer Diathese bei disseminierter intravasaler Gerinnung und zur
Gefallschadigung (Brandtzaeg, 1995). Daraus resultieren die fur eine
Meningokokken-Infektion klassischen Petechien. In schwersten Fallen
entwickeln sich eine Verbrauchskoagulopathie und ein septischer Schock.
Disseminierte Meningokokkenerkrankungen konnen von einem breiten
Spektrum an Symptomen begleitet sein. Diese konnen den systemischen
Krankheitszeichen vorausgehen oder einzige Manifestation der Infektion sein.
Als alleinige Manifestation der Meningokokkenerkrankung sind Arthritis,
Perikarditis, Endokarditis, Konjunktivitis, gastrointestinale Stérungen und Hirn-
nervenausfalle beschrieben (Steven and Wood, 1995). Die Meningokokken-
erkrankung bedingt durch Serogruppe Y manifestiert sich haufig als Pneumonie
(Hoppes et al., 1977; Rosenstein et al., 1999). Die Letalitat der invasiven
Meningokokkeninfektion liegt in Deutschland durchschnittlich bei 10%. Wird die
durch Meningokokken verursachte Meningitis oder Sepsis uberlebt, kann man
in 6-7 % der Falle bleibende Schaden beobachten (Grimwood et al., 2000;
Pfister et al., 1993; Durand et al., 1993; Ubersicht in Frosch, Uni-Med 2003).
Diese bleibenden Schaden konnen durch tiefe Nekrosen verursacht werden, die
zu Amputationen fuhren koénnen, aber auch bleibende Gehor- und
Nierenschaden sind maoglich.

Nach §6 des Infektionsschutzgesetzes vom 1. Januar 2001 ist die durch
Meningokokken ausgeldste Meningitis und/oder Sepsis bei Krankheitsverdacht,
Erkrankung und Tod namentlich meldepflichtig. Nach §7 des
Infektionsschutzgesetzes ist der direkte Erregernachweis aus Liquor, Blut und
hamorrhagischen Hautinfiltrationen meldepflichtig. Die Meldung muf umgehend
per Telefon an das Gesundheitsamt erfolgen.

Als Schutzimpfung steht eine Vakzine, bestehend aus den Kapselpoly-
sacchariden A, C, W135 und Y zur Verfugung. Gegen den in Deutschland
vorherrschenden Kapseltyp B gibt es keine Schutzimpfung. Die hochmole-
kularen Impstoffe aus gereinigten Kapsel-Polysacchariden wurden Ende der
60er Jahren von Gotschlich et al. entwickelt (Gotschlich et al., 1969). Die

vorhandenen Impfstoffe sind jedoch nicht geeignet, eine Population langfristig
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zu schutzen (Vogel und Frosch, 1999), da die Kapselantigene der
Meningokokken zu einer T-Zell-unabhangigen Immunantwort fihren. Da diese
nur von kurzer Dauer ist, lasst eine Sekundarimmunisierung keinen Booster-
Effekt erkennen. Bei Kleinkindern unter achtzehn Monaten bleibt eine
Immunantwort gegen das Serogruppe C Polysaccharid vollstandig aus (Frasch,
1995). Die schwache Immungenitat gilt vor allem dem Serogruppe B
Polysaccharid, welches bisher auch in den Impfstoffen nicht enthalten ist.
Konjugat-Impfstoffe, die zu einer T-Zell-abhangigen Immunantwort fuhren
sollen, wurden durch Kopplung der Polysaccharide an Tragerproteine entwickelt
und Klinisch getestet (Constatino et al.,, 1992; Richmond et al., 1999). Das
Meningokokken-Serogruppe-C  Konjugat (MCC) wird seit 1999 in
Grol3britannien zur systemischen Impfung von Kindern und Jugendlichen unter
18 Jahren eingesetzt. Eine Studie zur Wirksamkeit dieses Konjugatimpfstoffes
bei Teenagern und Kleinkindern wurde 2001 von Ramsay veroffentlicht
(Ramsay et al., 2001). Die Studie zeigte, dass die Wirksamkeit des MCC fur
Teenager bei 97% und fur Kleinkinder bei 92% lag. Damit bestatigte sich die
Uberlegenheit des MCC gegeniiber dem normalen C-Polysaccharid-Impfstoff,
der bei Kleinkindern ineffektiv ist (Ramsay et al., 2001). Fur 11 bis 55jahrige
Individuen wurde kurzlich der erste polyvalente Konjugatimpfstoff gegen die
Serogruppen A, C, W135 und Y in den USA zur Zulassung empfohlen.

1.1.3 Epidemiologie

Erkrankungen an Neisseria meningitidis sind in jedem Alter mdglich, betreffen in
Europa aber vor allem Sauglinge und Kleinkinder. Der erste Erkrankungsgipfel
tritt im Alter von sechs Monaten auf. In diesem Alter nimmt die plazentar
vermittelte passive Immunitat ab. Nachdem das Erkrankungsrisiko nach dem
Kleinkindalter zunachst wieder sinkt, ist ein zweiter Altersgipfel bei 14 bis 19-
Jahrigen zu beobachten, der vor allem den erweiterten sozialen Aktivitaten und
somit Ubertragungsméglichkeiten unter Jugendlichen zugeschrieben wird

(Jones und Kaczmarski, 1995).
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In direktem Zusammenhang mit dem Erkrankungsalter scheint die Besiedlung
des Nasopharynx mit der apathogenen, unbekapselten Neisserien-Spezies
Neisseria lactamica zu stehen. Die Pravalenz von bakteriziden Antikdrpern im
Kindesalter steigt deutlich an, obwohl kleine Kinder selten Trager von
Meningokokken sind. Durch den Kontakt mit Neisseria lactamica werden
bakterizide Antikérper gegen die Oberflachenstrukturen von Meningokokken
verschiedener Serogruppen gebildet (Cartwright, 1995, Coen et al., 2000, Gold
et al., 1978). Im Jugendalter, dem 2. Erkrankungsgipfel, kommt es deutlich
haufiger zu Besiedlung mit Meningokokken bei gleichzeitigem Rickgang der
Pravalenz von Neisseria lactamica (Cartwright et al., 1987; Cartwright, 1995).
Weltweit werden mehr als 90% der Meningokokken-Infektionen durch die
Serogruppen A, B, C, W-135 und Y hervorgerufen, wobei in Mitteleuropa die
Meningokokken der Gruppe B der haufigste Verursacher von Meningokokken-
Sepsis und Meningitis (66%) ist, gefolgt von den Gruppen C (28%), A (kleiner
2%), W-135 und Y (beide ca. 2 %) (Connolly und Noah, 1999). Die
Erkrankungen durch B und C-Meningokokken haben einen saisonalen Peak im
ersten Quartal eines Jahres. Die Grunde dafur sind nicht gesichert, man hat
aber einen Zusammenhang mit dem gehauften Auftreten von viralen
Erkaltungskrankheiten (z.B. Influenza A) und engerem Personenkontakt in
dieser Zeit beobachtet (Cartwright et al., 1991). In einer Militareinheit wurde
kurz nach einem Roételausbruch ein Meningokokkenausbruch beobachtet, das
gleiche kann flr Mykoplasmeninfektionen angenommen werden (Moore et al.,
1990).

Einige Lander, vor allem in tropischen und subtropischen Regionen, werden in
Abstanden von 5-10 Jahren von Meningokokken-Epidemien heimgesucht. Als
Beispiele daflir sind der Meningitisgurtel in Afrika (Zentralafrika: von Obervolta
Uber Nigeria, Tschad bis nach Athiopien) und China zu nennen. Hier erkranken
bei Epidemien bis zu 1000 Personen/100.000 Einwohner/Jahr (Weekly
Epidemiological Record, 1999). Bei solchen Epidemien in Afrika und China ist
die Serogruppe A, gefolgt von der Serogruppe C, am haufigsten vertreten
(Wang et al., 1992; Achtman et al., 1997).
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1.1.4 Genetische Variabilitat von Neisseria meningitidis

Bei Bakterien sind drei Formen der DNA-Ubertragung bekannt: Konjugation,
Transduktion und Transformation (Singer und Berg, 1991). Bei Neisserien findet
der horizontale Genaustausch Uberwiegend durch Transformation statt. Als
naturliche Kompetenz bezeichnet man die Fahigkeit, unter physiologischen
Bedingungen mittels Transformation freie, |0sliche DNA aus der Umgebung
aufzunehmen.

Bei Meningokokken findet eine standige Mikroevolution statt, die durch
Punktmutationen, Deletionen, Insertionen, Translokationen von Genen inner-
hallb des Genoms und horizontalen Gentransfer zwischen verschiedenen
Stammen oder Spezies verursacht wird. Der horizontale Genaustausch wird
durch die natarliche Transformierbarkeit der Neisserien erleichtert. Das
gemeinsame Vorkommen apathogener Neisserien und Meningokokken im
Nasen-Rachen-Raum des Menschen ermdglicht interspezifischen horizontalen
Gentransfer (Lujan et al., 1991; Zhou und Spratt, 1992; Hazelzet et al., 1998,
Linz et al., 2000). Durch den horizontalen Genaustausch entstehen heterogene
Populationen, die auf einen gemeinsamen Genpool zurickgreifen kdénnen
(Maiden et al., 1996). Neben der Bildung von Mosaikgenen, die sowohl aus
DNA-Abschnitten des Empfangerbakteriums als auch aus Abschnitten der
Fremd-DNA bestehen, kann auch ein allelischer Austausch von kompletten
Genen oder groReren Gen-Clustern erfolgen (Lujan et al., 1991; Bowler et al.,
1994). Einige Genabschnitte scheinen allerdings vom horizontalen
Genaustausch uUber Speziesgrenzen hinweg ausgeschlossen zu sein. Als
Beispiel ist hier der cps-Lokus (Kapselgenkomplex) zu nennen, der bisher nur in
Meningokokken gefunden wurde (Frosch et al., 1991). Allerdings sind Gene des
cps-Lokus Gegenstand eines Austausches genetischen Materials zwischen
verschiedenen Meningokokkenstammen (Swartley et al., 1997; Cardenosa et
al., 2003;Vogel et al., 2000).

Die Mikroevolution bei Meningokokken wurde am Beispiel von Serogruppe A-
Meningokokken untersucht und als Modell sequentieller Flaschenhalse

(bottlenecks) beschrieben (Achtman, 1994). Die Ausbreitung einzelner



Einleitung

Meningokokkenvarianten mit hoher Fitness in einer Wirtspopulation erfolgt als
klonale Expansion. Durch Mikroevolution entstehen neue genetische Varianten.
Der Ubertritt auf eine neue Wirtspopulation fiihrt dann wieder zu einer klonalen
Reduktion, da dieser Ubertritt nur einem Derivat des Ursprungsklons gelingt
(Achtman, 1994).

1.1.5 Populationsstruktur von Neisseria meningitidis

Die Analyse der Allele verschiedener Stoffwechselgene bzw. deren kodierter
Enzyme ermdglicht eine phylogenetisch relevante Typisierung von Bakterien.
Mittels Multilokus-Enzym-Elektrophorese (MLEE) wurden Enzymvarianten von
10 bis 15 Stoffwechselenzymen anhand ihrer elektrophoretischen Mobilitat
analysiert (Selander et al., 1986; Caugant et al., 1987). Die Varianten entstehen
durch Mikroevolution der kodierenden Gene. Ein identisches Isoenzymmuster
von Stammen erlaubt einen Rickschluss auf einen hohen Grad genetischer
Verwandschaft. Sie gehoéren demselben Klon an wund werden als
elektrophoretischer Typ (ET) zusammengefallt. Gruppen verwandter ETs, die
sich in der MLEE nur in wenigen Allelen unterscheiden, werden klonalen Linien
(Komplexe, Cluster oder Subgruppen) zugeordnet (Achtman, 1995). Von
Maiden et al. wurde 1998 eine besser reproduzierbare Methode, die Multilokus-
Sequenz-Typisierung (MLST), etabliert. Die MLST basiert auf der
Sequenzierung von 400-500 bp langen internen DNA-Fragmenten von sieben
Stoffwechselgenen (Maiden et al., 1998). Die Klone mit einem identischen
Sequenzprofil der sieben untersuchten Gene gehdren einem gemeinsamen
Sequenztyp (ST) an. Die Zusammenfassung mehrerer STs, die vier
gemeinsame Loci miteinander teilen, werden zum klonalen Komplex
zusammengefasst, und nach ihrem Founder benannt. Als Founder wird der
Sequenztyp bezeichnet, der nach sogenannter BURST-Analyse (based upon
related sequence-type) als urspringlicher Genotyp einer klonalen Linie ermittelt
wurde. Vorteile der MLST gegenuber der MLEE bestehen in der feineren
Trennung von Klonen, da auch Sequenzunterschiede erkannt werden, die sich

auf das elektrophoretische Laufverhalten der Genprodukte nicht auswirken. Die
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MLST- Methode ist zudem weniger zeitaufwendig und erlaubt einen objektiven
Vergleich der Ergebnisse (Maiden et al., 1998). Der wichtigste Vorteil der MLST
ist die sogenannte Portabilitat. Das Datenformat ist mit Hilfe von Computern zu
bearbeiten. Mittels MLST wurden bisher bereits 3746 verschiedene
Sequenztypen von Neisserien in mehr als 50 Landern identifiziert
(http://pubmist.org/neisseria/).  Die  MLST wird auch fir andere
Bakterienspezies, wie Bacillus cereus, Burkholderia pseudomallei,
Campylobacter spp., Candida albicans, Enterococcus faecium, Escherichia coli,
Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Moraxella catarrhalis, Salmonella
enterica, Staphylococcus aureus et epidermidis, Streptococcus pneumoniae et
agalactiae und Vibrio vulnificus angewendet (http://www.mist.net).

Die Population der Meningokokken besteht aus einer heterogenen Mischung
von Isolaten, die selten Erkrankungen hervorrufen, und aus Gruppen eng
verwandter Stamme (klonale Linien), die zum Ausbruch der Erkrankung fihren.
Diese klonalen Linien besitzen eine erhohte Fahigkeit zur Verursachung der
Erkrankung und werden daher als hypervirulente Linien bezeichnet (Maiden et
al.,, 1998). Es gibt auch klonale Linien bei apathogenen Tragerisolaten.
Allerdings sind nur wenige klonale Linien fur die meisten Erkrankungen
verantwortlich. Derzeit sind 25 klonale Linien allgemein akzeptiert
(http://pubmist.org), der Anteil hypervirulenter Linien bei Tragern liegt bei 10%
(Jolley et al., 2000; Claus et al., 2005).

Im Meningitis-Gurtel in Afrika treten Epidemien und Pandemien der
Meningokokkenerkrankung auf, die vor allem durch die Serogruppe A
verursacht werden. Nur wenige der Uber 500 bekannten Meningokokken der
Serogruppe A wurden als hypervirulente Linien identifiziert und zunachst durch
die MLEE in neun Subgruppen eingeteilt (Wang et al., 1992). Mitlerweile wird
auch hier die MLST-Nomenklatur verwendet, derzeit sind 7 ST bei
Meningokokken der Serogruppe A bekannt. Von Zhu et al. wurde die
genetische Variabilitat von sechs polymorphen Loci an 502 A-Meningokokken-
isolaten der Subgruppe Il ( ST-5-Komplex) untersucht. Dabei wurden neun
genoclouds identifiziert, die von Mitte der 60iger Jahre bis Mitte der 90iger

Jahre drei Pandemien ausgeldst hatten, ausgehend von Ost-Asien Uber Europa
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bis Afrika. Als genocloud bezeichnet man einen haufig vorkommenden Genotyp
zusammen mit seinen epidemiologisch assoziierten Nachkommen. Das
Genocloud-Konzept dient der Beschreibung von Sequenzvariabilitat unter
klonal verwandten lIsolaten vieler Bakterienspezies (Zhu et al., 2001). Die
hypervirulenten Linien sollen wie andere Linien die Folge erfolgreicher
Anpassung sein. lhre Founder-Genotypen stellen einen Fitness-Peak dar. Die
relative Konsistenz genotypischer und phanotypischer Merkmale bedingt
allerdings die Entstehung einer Herdimmunitat, die eine weitere Ausbreitung
eines Klons inhibieren kann (Zhu et al., 2001).

Die Meningokokkenerkrankungen in den Industrielandern werden durch eine
kleine Anzahl hypervirulenter Linien der Serogruppen B und C verursacht, die
vor allem wahrend endemischer Erkrankungen und Ausbrichen isoliert werden
(Cartwright, 1995). So treten in Europa Serogruppe B Meningokokken aus dem
ST-32 Komplex und der ST-41/44 Komplex sowie Serogruppe C Stamme aus
dem ST-11 Komplex und dem nahe verwandten ST-8 Komplex auf. Der ST-8
Komplex umfasst sowohl Meningokokken der Serogruppe B und C.

Vertreter einer klonalen Linie weisen meist ahnliche Serogruppen, Serotypen
und —subtypen auf. Es ist aber mdglich, dass einzelne Stdmme im horizontalen
Gentransfer neue antigenetische Eigenschaften erwerben. So konnen
Meningokokken ihren Kapseltyp wechseln (Ubersicht in Swartley et al., 1997;
Vogel et al., 2000b). Innerhalb klonaler Gruppierungen kénnen immer wieder
neue Varianten entstehen. Der ET-15 Klon ist dem ST-11 Komplex zuzuordnen.
ET-15 Meningokokken wurden erstmals in den Jahren 1988/89 bei Ausbrichen
in Kanada isoliert (Ashton et al., 1991). Seither haben sie weltweite Verbreitung
gefunden.

Im Jahre 1993 flhrten sie in der Tschechischen Republik zu Ausbrichen mit
einer deutlichen Steigerung der Inzidenz von Meningokokken-Erkrankungen
(Krizova und Musilek, 1995; Krizova et al., 1997). In Deutschland ist der ET-15-
Klon flr die meisten regional begrenzten Ausbriche der Erkrankung bei
Jugendlichen verantwortlich (Angabe des Nationalen Referenzzentrums fir

Meningokokken Wurzburg, siehe www.meningococcus.de).
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1.1.6 Vergleich der Populationsstruktur zu anderen bakteriellen Arten

Mittels Multilocus-Enzymelektrophorese (MLEE) begannen Populationsgene-
tiker in den achtziger Jahren mit der Analyse verschiedener Bakterienstamm-
sammlungen, um die Variabilitdt von Bakterienspezies im Rahmen der
Populationsbiologie zu definieren (Selander et al., 1987). Diese Daten wurden
ausgewertet, um Beziehungen zwischen Genen an verschiedenen Loci
herzustellen. Viele Bakterienspezies zeigten ein ausgepragtes
Kopplungsungleichgewicht, was bedeutet, dal® eine nicht-zufallige Verbindung
von Allelen vorliegt. Durch die Bestimmung des index of association kdnnen
panmiktische (sexuelle) Populationen von epidemischen (bedingt sexuellen)
und klonalen (asexuellen) Populationen abgegrenzt werden (Maynard-Smith et
al., 1993; Suerbaum und Achtman, 2001). Uber einen kurzen Zeitraum weisen
alle Bakterien eine klonale Populationsstruktur auf, die sich aber durch
Rekombination wieder auflésen oder durch Ausbreitung verstarken kann. Die
Unterscheidung in panmiktische, epidemische und klonale Populationsstruktur
spiegelt somit das Verhaltnis von Rekombination zu Ausbreitung wieder
(Maynard-Smith et al., 1993; Suerbaum und Achtman, 2001).

Zu den klonalen Spezies gehoéren z.B. Escherichia coli und Yersinia pestis. lhre
genetischen Veranderungen resultieren Uberwiegend aus der sequentiellen
Akkumulierung von Mutationen in den Nachkommen eines gemeinsamen
Vorfahren. Aber auch diese klonalen Spezies sind nicht absolut klonal, denn
auch hier findet horizontaler Genaustausch statt. Allerdings ist die Frequenz
des Gentransfers zu gering, um das Kopplungsungleichgewicht zu zerstoren.
Bei E. coli sind Punktmutationen funfmal haufiger als lokalisierte Rekombi-
nationsereignisse (Milkman and Bridges; 1990). Yersinia pestis verfugt sogar
uber nur einen Sequenztyp. Die Spezies entwickelte sich als phylogenetisch
junge Abspaltung vor 1.500 bis 20.000 Jahren aus Yersinia pseudotuberculosis
(Achtman et al., 1999).

Zu den panmiktischen Spezies zahlen beispielsweise Helicobacter pylori
(Suerbaum und Achtman, 2001) und vermutlich Neisseria lactamica. Neisseria

lactamica ist so variabel, da® nur die Isolate von Tragern mit direktem Kontakt
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identisch sind (Alber et al.,2001). Es existieren derzeit 173 MLST-Eintrage
bezlglich Neisseria lactamica mit 171 Sequenztypen
(http://pubmist.org/neisseria/).

Sequenzdaten von Virulenzgenen bei H. pylori wurden mit Hilfe des
Homoplasietestes hinsichtlich Rekombination untersucht. Im Gegensatz zu den
klonalen Spezies finden hier Rekombinationen viel haufiger statt als
Punktmutationen (Suerbaum und Achtman, 2001). Es handelt sich um eine
panmiktische Art, bei der sich die Allele verschiedener Loci im
Kopplungsgleichgewicht (linkage equilibrium) befinden.

Neisseria meningitidis nimmt eine Zwischenstellung zwischen den klonalen und
panmiktischen Spezies ein. Hier liegt eine ausgepragte Rekombination und
genetische Diversitat mit Tendenz zur klonalen Ausbreitung fitter Genotypen
und Bereinigung der Population und Varianten durch das sogenannte
,Bottlenecking® vor (Achtman, 1994). Solche epidemischen Spezies sind
ursprunglich panmiktische Spezies, bei denen gelegentlich eine Expansion
einzelner Klone zu beobachten ist. So kdnnen verschiedene klonale
Gruppierungen in unterschiedlichen Regionen und in unterschiedlichen
Zeitabschnitten dominieren. Die Wahrscheinlichkeit eines Nukleotidaus-
tausches innerhalb eines Stoffwechselgens durch Rekombination ist dennoch
80mal groRer als durch Mutation (Feil et al., 1999).

Sowohl epidemische als auch panmiktische Spezies verfligen Uber
Transformationskompetenz, die die freie Rekombination von Genen

ermoglichen.

1.1.7 Typisierung von Neisseria meningitidis

Die Typisierung von Neisseria meningitidis erfolgt anhand verschiedener
Typisierungsmethoden. Dabei unterscheidet man die serologische Typisierung
(Polysaccharidkapsel, PorA, PorB) von der DNA-Sequenz-basierten
Typisierung hypervariabler Gene (porA, fetA) und die phylogenetisch relevanten
Typisierungsmethoden (MLEE und MLST). Andere Typisierungsverfahren wie
die Pulsfieldgelelktrophorese oder andere Fingerprint-Methoden spielen eine

untergeordnete Rolle.
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1.1.7.1 Serologische Typisierung

Bei der serologischen Typisierung von Neisseria meningitidis wird die
antigenetische Zusammensetzung der Polysaccharidkapseln untersucht. So
lassen sich die Meningokokken in dreizehn verschiedene Serogruppen
einteilen. Die Typisierung kann serologisch mit Hilfe spezifischer Antikorper
oder durch molekulare Analysen auf der Basis serogruppenspezifischer Gene
bestimmt werden. Die Serogruppenbestimmung ist essentiel, um die
Impfpraventabilitat eines Falles zu determinieren.

Die auliere Membran der Meningokokken enhalt auRere Membranproteine
(OMP= outer membrane protein), die nach ihrem elektrophoretischen
Wanderungsverhalten in funf Klassen eingeteilt werden. Anhand der OMP der
Klasse 1 (Porin A) und der Klassen 2 und 3 (Porin B) werden Meningokokken
unter Einsatz monoklonaler Antikdrper serotypisiert bzw. serosubtypisiert. Da
das Klasse 1-OMP Uber zwei besonders variable Regionen (VR1 und VR2)
verfugt, kdnnen bei der Serosubtypisierung zwei separate Epitope angegeben
werden (Poolman et al.,1995). Die serologischen Eigenschaften von
Meningokokken-Stammen dienen ihrer Klassifikation und werden in einer
antigenetischen Formel zusammengefasst, die zunachst die Serogruppe (z.B.
C) dann Serotyp (z.B. 2a) und -subtyp (z.B. P1.5,2) angibt (Frasch et al., 1985).
FUr dieses Beispiel ergibt sich dann die Formel C:2a:P1.5,2. Durch die
serologische Klassifizierung der Lipopolysaccharide in der auferen Membran
erhalt man den Meningokokken-Immunotyp (Jones et al.,, 1992). Die
serologische Feintypisierung wird zunehmend verlassen, da aufgrund der
hohen Geschwindigkeit der Entwicklung neuer PorA und PorB-Varianten
Reagenzien nicht ausreichend zur VerfiUgung stehen. Zudem ist die
serologische  Typisierung schwieriger zu standardisieren als die

Sequenztypisierung.

1.1.7.2 DNA-Sequenz-basierte Typisierung von hypervariablen Genen
Die Genfragmente der variablen Regionen VR1 und VR2 des &ul3eren
Membranproteins PorA konnen mittels PCR amplifiziert und anschlielend

sequenziert werden. Die Aminosauresequenz kann aus den DNA-
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Sequenzanalysen abgeleitet werden und die Serosubtypisierung ersetzen
(Maiden et al., 1998). Die Sequenzunterschiede kénnen zur Unterscheidung
von Stammen z.B. innerhalb eines Ausbruches herangezogen werden.

Ein weiteres OMP, das FetA ( vorher bekannt als FrpB, Ala Aldeen et al., 1994;
Beucher und Sparling, 1995; Gotschlich et al., 1991), wurde 2003 von
Thompson et al. als valides Target fur ein Typisierungsverfahren beschrieben
(Thompson et al., 2003).

Immunologisch interessant wurde FetA durch die Beobachtung, dal} Patienten
mit durchgemachter Meningokokkenerkrankung FetA-Antikorper im Blut
aufweisen (Black et al., 1986) und dass monoklonale Mausantikérper (mAK),
die gegen FetA gerichtet waren, sowohl bakterizid waren und spezifisch das
Isolat erkannten, gegen dass sie gerichtet waren (Pettersen et al. 1990). Ein
Topologiemodell fur FetA besagt, dass es 26 R-Faltblatter besitzt, die die
Transmembrandomanen darstellen. Von den 13 Oberflachen-,Loops® ist
besonders Loop 7 immunologisch interessant, da er bezuglich der
Aminosauresequenz sehr variabel ist und auch die Epitope zahlreicher mAKs
enthalt.

Dieses Protein wird abhangig von der Eisenkonzentration exprimiert und ist ein
Bestandteil von Meningokokkenvakzinen. Es zeigt eine hohe Diversitat. Aus
107 Meningokokkenisolaten wurden insgesamt 60 fetA-Allele identifiziert, die fur
56 Proteinsequenzen kodieren. Phylogenetische Analysen ergaben, dal} diese
Allele sowohl durch Punktmutationen als auch durch horizontalen Gentransfer
entstanden sind. Die Nukleotidaustausche sind aber ungleichmalig innerhalb
des Gens verteilt, so dass konservierte und variable Sequenzbereiche innerhalb
des Gens vorhanden sind. Ein konservierter Bereich in der aminoterminalen
Domane kann von der variablen Region (VR) unterschieden werden. Basierend
auf den Peptiden der VR wurde eine Klassifizierung eingefuhrt. Von allen
Varianten wurden bis heute 24 in 5 so genannte FetA Varianten-Familien
zusammengefasst (Thompson et al., 2003) (http://neisseria.org/nm/typing/fetA).
Im Nationalen Referenzzentrum flir Meningokokken (NRZM) wurde die FetA-
Typisierung als Alternative fur die PorB- Typisierung erkannt, da das Por-B Gen

einer Sequenztypisierung nicht zuganglich ist.
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1.1.7.3 Restriktions-Modifikations-Systeme als Klon-spezifische DNA-
Marker bei Neisseria meningitidis

Das Phanomen der Restriktion und Modifikation wurde erstmals zu Beginn der
funfziger Jahre beschrieben (Luria und Human, 1952). R-M-Systeme kommen
nur in Prokaryonten vor. lhre Funktion besteht im Schutz vor fremder DNA. Die
meisten Bakterien mit R-M-Systemen verfligen tUber mehrere Systeme (Wilson
und Murray, 1991). Restriktions-Modifikations-Systeme (R-M-Systeme)
bestehen aus Paaren intrazellularer Enzyme: eine Endodesoxyribonuklease
(ENase) und einer DNA-Methyltransferase (MTase). Die fur R-M-Systeme
kodierenden Gene kénnen chromosomal oder auf Plasmiden lokalisiert sein.
Man unterscheidet zwei Gruppen von R-M-Systemen. Zum einen die
klassischen R-M-Systeme, bei denen die Modifikation der zellularen DNA diese
vor der Restriktion schutzt, und zum anderen Systeme, bei denen die
Restriktion nur erfolgt, wenn die DNA methyliert ist. Die enzymatische Reaktion
der ENasen umfaldt das spezifische Erkennen von vier bis acht Basen im DNA-
Doppelstrang und das darauffolgende Schneiden beider Strange der Duplex- im
Unterschied zu anderen Nukleasen, die nur einen Strang schneiden. Als Co-
Faktoren der Reaktionen werden Magnesium oder ahnliche divalente Kationen
bendtigt (Wilson und Murray, 1991). ENasen sind sehr heterogen und weisen
nur eine geringgradige Verwandschaft untereinander auf (Jeltsch et al., 1995).
Fir Meningokokken wurden von unserer Arbeitsgruppe R-M-Systeme
beschrieben, die als genetische Marker identifiziert wurden und spezifisch fur
verschiedene klonale Linien der Meningokokken sind (Claus et al., 2000 und
2001). R-M-Systeme wurden bisher in 13 Neisserien-Spezies isoliert, u.a. von
N.gonorrhoeae und N.meningitidis (http://rebase.neb.com/). Das erste
Meningokokken-R-M-System Nmel wurde 1984 isoliert (Sparling und Bhatti,
1984). Durch Reprasentative Differenzanalyse (RDA) wurden von Claus et al.
die R-M-Systeme NmeAl, NmeBl und NmeDI identifiziert, die innerhalb
hypervirulenter Meinigokokkenlinien differentiell verteilt sind (Claus et al., 2000
und 2001). Die Gene, die NmeBI und NmeDI kodieren, sind zwischen den
Genen pheS und pheT inseriert, die die a-und R-Kette der Phenylalanyl-tRNA-
Synthetase kodieren. Der Lokus in der Nahe der tRNA-Synthetase-Gene
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scheint ein bevorzugter Integrationsort flur heterologe DNA-Fragmente der
Meningokokken zu sein. Zur Bestimmung der Verteilung der R-M-Systeme
innerhalb der klonalen Linien der Meningokokken wurden DNAs genetisch
unterschiedlicher Meningokokkenstamme, die mittels MLST charakterisiert
worden waren, mit Sonden der drei R-M-Systeme hybridisiert (Claus et al.,
2000). Die klonalen Linien, die epidemische und hyperendemische
Meningokokkenerkrankungen hervorrufen, konnten anhand der drei R-M-
Systeme eingeteilt werden.

-NmeBI-positiv: ST-32 Komplex und ST-44 Komplex, die vor allem Serogruppe-
B-Erkrankungen hervorrufen.

-NmeAl-positiv, NmeDI- negativ: Serogruppe-A-Meningokokken

-NmeAl- und NmeDI-positiv: ST-11 Komplex und ST-8 Komplex, die vor allem
Serogruppe-C-Erkrankungen hervorrufen.

Sowohl NmeAl als auch NmeDI kommen bei Meningokokken der klonalen
Linien ST-8 und ST-11 Komplex vor.

1.8. ST-11 und ST- 8 Komplex Meningokokken

Die beiden wichtigen hypervirulenten Meningokokkenlinien ST-8 und ST-11
Komplex sind von besonderer Bedeutung fur weltweite Serogruppe C-
Erkrankungen. Der ST8-Komplex ist sowohl mit den Serogruppen B als auch C
assoziiert. Der ST-11 Komplex ist zu 90% mit der Serogruppe C assoziiert. Nur
selten kommen die Serogruppen B und W135 vor.

Die Neisserien MLST- Datenbank =zeigte, dass 275 der 367 invasiven
Serogruppe-C-Stamme den ST-8 und ST-11 Komplex Meningokokken
angehorten (http://neisseria.org/nm/typing/mist/).

Die ST-8 und ST-11 Komplex Meningokokken stehen in Beziehung zueinander.
Ihre Founder-Genotypen sind auf 3 Allelen kodiert, die in 7 Loci lokalisiert sind
und durch MLST typisiert wurden (Claus et al., 2003). Sie exprimieren beide
ahnliche PorA und PorB Proteine der Klasse 2 und verfigen uber

charakteristische R-M-Systeme. Durch DNA-DNA Hybridisierung wurde gezeigt,
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dass das putative R-M-System NmeDI spezifisch fir diese beiden Linien ist
(Claus et al.,, 2000 a und b). NmeDI weist fir die ST-8 und ST-11 Komplex
Meningokokken eine Spezifitat von 95% auf.

Innerhalb klonaler Gruppierungen kdnnen neue Varianten mit hoher Fitness und
gegebenenfalls Virulenz entstehen. So ist der ET-15 Klon dem ET-37 Komplex
(ST-11 Komplex) zuzuordnen. ET-15 Meningokokken wurden 1988/89 in
Kanada isoliert (Ashton et al., 1991(b)) und fanden seither weltweite
Verbreitung. Von Ashton et al. wurden 1991 378 Isolate von Neisseria
meningitidis der Serogruppe C mit Hilfe der MLEE charakterisiert, nachdem
gehauft Falle von Meningokokkeninfektionen in Kanada auftraten. Es wurden
34 verschiedene ETs gefunden, die in 96% der Falle dem Serotyp 2a
angehorten. Der ET-15 Klon war verantwortlich fur einen Ausbruch in der
Region Ontario (Ashton et al., 1991(b)).

In der Provinz Quebec wurden in den Jahren 1991 und 1992 234 Isolate von
Neisseria meningitidis charakterisiert, wobei in 69,7% der Falle die Serogruppe
C und in 27.4% der Falle Serogruppe B gefunden wurde. Der Serotyp 2a
machte 80,3% der Serogruppe C Meningokokken aus, P1.2 war der haufigste
damit assoziierte Subtyp. Der ET-15 Klon wurde in 76,5% der Serogruppe C
Isolate gefunden, wobei 90% davon dem Serotyp 2a angehorten. Obwohl die
Erkrankung vor allem Kinder unter 4 Jahren betraf, war die hochste Mortalitat
im Alter zwischen 12 und 19 zu finden (Ringuette et al., 1994).

In der Tschechischen Republik fihrten 1993 ET-15 Meningokokken des Typs
C:2a:P1.2(1.5), zu Ausbruchen und einer gesteigerten Inzidenz der Erkrankung
(Krizova und Musilek 1995). Sie zeichneten sich vor allem aus durch eine
erhdhte Inzidenz unter Jugendlichen, durch besondere Virulenz mit einer
funffach erhohten Rate an Defektheilung und einer Verdopplung der Letalitat im
Vergleich zu anderen elektrophoretischen Typen (Krizova und Musilek,1995;
Erickson und De Wals, 1998). Mit Hilfe der MLST wurde bald der ET-15 Klon
gefunden, der dem ET-37 Komplex angehdrt. Sowohl beim Militar als auch in
der Zivilbevolkerung kam es zu einem Ausbruch der Erkrankung. Die betroffene

Altersklasse lag zwischen 15 und 19 Jahren.
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Sowohl in Kanada als auch in der Tschechischen Republik wurden daraufhin
Massenvakzinierungskampagnen mit  Serogruppe C  Polysacchariden
durchgefuhrt (De Wals et al., 1996; Kriz et al., 1995), da die gefundenen ET-15
Stamme der Serogruppe C angehdrten. AnschlieRend wurden zunehmend ET-
15 Meningokokken der Serogruppe B isoliert, die durch hohe Virulenz und eine
20%ige Letalitat gekennzeichnet waren (Krizova et al., 1997). Man nimmt an,
dall aufgrund des hohen Selektionsdruckes die Serogruppe durch Kapsel-
switching verandert wurde (Ubersicht in Swartley et al., 1997).

Die ET-15 Stdmme zeichnen sich in der MLEE durch ein seltene Variante des
fumC-Allels aus, die im ET-37 Komplex sonst nicht vorkommt. Der in der MLST
sequenzierte Abschnitt des fumC-Gens (Position 776-1230) zeigt keinen
Unterschied zwischen ET-15 und ET-37. Von Vogel et al. wurde jedoch eine
nicht-synonyme Punktmutation an Position 640 des fumC-Gens im ET-15 Klon
gesehen (Vogel et al., 2000(a)). Da die MLST die Positionen 776-1230 erfasst,
nicht aber die Position 640, wurde der Unterschied zwischen ET-15 und ET-37
in der MLST nicht erfasst.

In Rottal-Inn  kam es 1998 wahrend der Karnevalszeit zu einem
Meningokokkenausbruch. Die Typen C:2a:P1.5,2:FetA3-6 und C:2a:P1.5,2:
FetA4-1 wurden dort isoliert. Betroffen waren 7 Personen, wovon ein 16jahriger
Junge im Rahmen der Erkrankung verstorben ist. Die betroffenen Jugendlichen
pendelten zwischen mehreren vollbesetzten Discotheken hin und her, wo enger
Personenkontakt stattgefunden hat. In der Umgebung der Betroffenen wurde
eine antimikrobielle Chemoprophylaxe veranlasst. Alle Schulen wurden
geschlossen, Grolveranstaltungen wurden abgesagt (Hauri et al., 2000). In
Rottal/Inn wurden ca. 2000 Personen, im Landkreis Passau ca. 3000 Personen
mit einem Serogruppe A/C- Polysaccharidimpfstoff geimpft.

In Karlsruhe kam es 1999/2000 zu 9 Meningokokken-Erkrankungen bei
Jugendlichen. Verantwortlich daftr war der ET-15 Klon C:2a:P1.5,2:FetA4-1. Im
Landkreis Karlsruhe wurden 15400 Jugendliche (36%) der 14-19jahrigen
geimpft (Epid. Bull 21, 2002). Im Jahre 2003 kam es in Schwerte zu einer
Meningokokken-Erkrankung von 6 Personen, verursacht durch den ET-15 Klon
C:2a:P1.5-1,10-8:FetA3-6. In Altusried/Borwang erkrankten 2004 4 Personen
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am ET-15 Klon C:2a:P1.5,2:FetA3-6, woraufhin 5000 mit einem Serogruppe C-
Konjugat Polysaccharidimpfstoff geimpft wurden.

Diese Ausbriuche belegen die Bedeutung von Meningokokken der ST-11
Komplexe in Deutschland. Fur andere Lander Iasst sich dieses auch in Bezug
auf den ST-8 Komplex sagen. So wurde die hyperendemische Situation in
Spanien in den 1990er Jahren durch diese beiden Komplexe verursacht. Eine
rasche und einfache Identifikation der beiden Linien ist daher fur

Referenzzentren eine wichtige methodische Erleichterung (Berron et al., 1998).
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1.9 Fragestellung

Die beiden hypervirulenten Meningokokkenlinien ST-8 und ST-11 Komplex sind
weltweit von besonderer Bedeutung fur Serogruppe-C- Erkrankungen. Die
Neisseria MLST-Datenbank zeigt, dass ca. 75% der invasiven Serogruppe-C-
Stamme den ST-8 und St-11 Komplexen angehoren
(http://neisseria.org/nm/typing/mist/). Durch DNA-DNA Hybridi-sierung wurde
gezeigt, dass das putative R-M-System NmeDI spezifisch fur diese beiden
Linien ist (Claus et al., 2000 a und b). Die untersuchte MLST- Stammsammlung
mit 103 pathogenen Isolaten wies eine Spezifitat von NmeDI fur die ST8- und
ST11-Komplexe von 95% auf.

Diese Spezifitat wurde durch Reevaluation an einer in Bayern von Vogel et al.
durchgefuhrten Meningokokkenstudie bestatigt. Von 822 Meningokokken-
isolaten gehdrten 10 Isolate zu den ST-8 und ST-11 Komplexen, die in der
DNA-DNA Hpybridisierung alle NmeDI positiv waren. Von den ubrigen 812
Isolaten waren 5 (< 1%) NmeDI positiv ohne zu den ST-8 und ST-11
Komplexen zu gehodren (Claus et al., 2003; Claus et al., 2005). Diese
Beobachtung zeigt, dal® NmeDI nach horizontalem Gentransfer genetisch nicht
aulRerhalb der ST-8 und ST-11 Komplexe fixiert wird.

NmeDI stellt also einen exzellenten epidemiologischen Marker dar, mit dem
Meningokokken der ST-8 und ST-11 Komplexe identifiziert werden kdnnen.

Ziel dieser Arbeit sollte es sein, einen monoklonalen Antikérper (MAK) gegen
die Endonuklease des R-M-Systems NmeDI zu erzeugen.

Der mAk sollte zur raschen Identifizierung von ST-8 und ST-11 Komplex

Meningokokken bei Patienten und gesunden Tragern dienen.
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2.Material und Methoden

2.1 Gerate

Brutschrank
KB 500 (Heraeus, Hanau)
Elektrophoresekammern
DNA Subcell™ (BioRad, Munchen)
Wide Mini-Subcell™ (BioRad, Minchen)
FPLC
Gradifrac zur Antikorper-Aufreinigung (Pharmacia ,Freiburg)
Gel-Dokumentationssystem
MidiDoc (Herolab, Wiesloch)
Gerat zur Elektroelution
S&S Biotrap Elektroseparationssystem zur Elution von Makromolekulen
(Schleicher und Schuell, Dassel )
Gerate zur Elektroporation
Gene Pulser™ (BioRad, Munchen)
Pulse Controller™ (BioRad, Minchen)
Heizblocke
BT1 und BT3 (Grant Instruments, Cambridge, UK)
Mikroskop fur die Zellkultur
Leitz Dialux, Wilovert, inverses Mikroskop (Hund, Wetzlar)
Schuttelinkubatoren
G25 (New Brunswick Scientific, Edison, New Jersey, USA)
KS 10 (Buhler, Tubingen)
Sequenziergerat
ABI Prism™Sequencer 377 (Perkin Elmer, Weiterstadt)
Spannungsgerate
Gene Power Supply GPS 200/400 (Pharmacia, Freiburg)
Power Supply 3000Xi (BioRad, Minchen)
Speed Vac®Plus SC110A (Savant, New York, USA)
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Spektrophotometer

U-2000 (Hitachi, San Jose, CA, USA)
Sterile Werkbank

Gelaire BSB6A (Flow Laboratories, Meckenheim)
Thermocycler

TRIO (Biometra, Géttingen)

Personal Cycler (Biometra, Gottingen)
Ultraschallgerat

Sonifier®Il  Ultraschall Desintegrator Modell 250 mit Standard-

Mikrospitze, konisch, 3mm (Branson, Danburg)
Wasserbader verschiedener Hersteller
Zentrifugen

Biofuge 15 (Heraeus, Hanau)

Biofuge 15R (Heraeus, Hanau)

Omnifuge2.0 RS (Heraeus, Hanau)

Kahlzentrifuge RC-5B (Sorvall Heraeus, Hanau)

2.2 Verbrauchsmaterial

- Dialyseschlauche, Porengrésse 0,0025 um (Pharmacia, Freiburg)

- Elektroporationskivetten, 0,2 cm (Eurogentec, Seraing, Belgien)

- HiTrap Protein G affinity columns (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
- Mikrotiterplatten, 96 well (Nunc, Brand Products, Wiesbaden)

- Multiwell- Zellkulturplatten (Becton-Dickinson, Heidelberg)

- Plastikflaschen, 50ml und 260 ml (Nunc, Brand products, Wiesbaden)
- Plastikpipetten, 5ml und 10 ml (Costar, Bodenheim)

- 0,5-ml-, 1,5-ml- und 2,0ml-Reaktionsgefalie (Sarstedt, Nimbrecht)

- 15ml-Rdéhrchen und 50 mI-Réhrchen, steril (Greiner, Nirtingen)

- Roéntgenfilm Hyperfilm™-MP (Amersham, Braunschweig)

- Spritzen und Kanulen (Braun Melsungen AG, Melsungen)

- 15ml und 50ml Zentrifugengefalde (Falcon, Heidelberg)

23



Material und Methoden

2.3 Versuchstiere

Balb/c —Mause, weiblich, 6-8 Wochen alt (Charles River, Sulzfeld)

2.4 Chemikalien, Reaktionskits und Enzyme

von AppliChem, Heidelberg
Isopropyl-R-D-thiogalaktosid (IPTG)
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1)
X-Gal

von Bayer, Leverkusen

Ampicillin (Binotal®)

von Becton Dickinson, Heidelberg

Bacto-Trypton
Hefeextrakt

von Biochrom

Rekombinantes Humanes Interleukin-6
von Eurogentec, Seraing, Belgien
Smart-Ladder

von Life Technologies, Karlsruhe

LB Agar (Lennox L Agar)

LB Broth Base (Lennox L Broth Base)
DNA-Langenstandard (one-kb-ladder)

von Linaris, Bettingen

Antibody-Multiplier-Adjuvans-System
von NEB, Schwalbach

Restriktionsenzyme und DNA-modifizierende Enzyme

von Perkin Elmer, Weiterstadt
AmpliTag®

BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready-Reaction Kit
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von Qiagen, Hilden

Qiagen Plasmid Midi/Maxi Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick PCR Purification Kit

Nickel-NTA Agarose Beads

von Roche, Mannheim

ABTS (2,2Azino-di-3ethylbenzthiazolinsulfonat)

Lysozym

von Roth, Karlsruhe
Agarose NEEO
dNTPs, lyophylisiert

30%ige Acrylamid-Stammldsung

von Seromed

HAT und HT
RPMI-Medium 1640
Trypanblau

von Sigma, Deisenhofen
Antibiotika
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Paraffin-Mineraldl

Triton X

Alle weiteren Chemikalien fur Puffer und Losungen wurden in p.a. Qualitat von

Merck, Darmstadt oder Serva, Heidelberg bezogen.

2.5 Puffer und Lésungen:

Dot-blot -Puffer
-Block-Puffer:

1xPBS

0,1% Tween-20

5% Magermilchpulver
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-Wasch-Puffer:
1xPBS
0,1% Tween-20
ELISA-Puffer
-Coating-Puffer
0,2M Na,COs3
0,2M NaHCOs3, pH 9,6
-Lyse-Puffer
1,55M NH4CI
0,27M EDTA
0,1M KHCO3

FPLC- Puffer
- Start-Puffer (FPLC)
20mM NaH2POq4, pH 7,4
- Neutralisations-Puffer (FPLC)
1M Tris-HCI, pH 9,0
- Elutions-Puffer (FPLC)
0,1M Glycin-HCL, pH 2,7

20% Glycerin
50mM EDTA
0,05% Bromphenolblau

0,5% N-Lauroylsarkosin

Gradifrac-Losungen:
-Starting-Puffer

20mM NaH2POy4, pH 7,4
-Elutionspuffer

0,1M Glycin-HCI, pH 2,7
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-Neutralisation-Puffer
1M Tris-HCI, pH 9,0

Puffer fur die Nickel-NTA —Saulen

-Lyse-Puffer (NINTA Magnetic Agarose Beads)
50mM NaH2PO4
300mM NaCl
10mM Imidazol, pH 8,0

-Waschpuffer (NINTA Magnetic Agarose Beads)
50mM NaH2PO4
300mM Natriumchlorid
20mM Imidazol, pH 8,0

-Elutions-Puffer (NiINTA Agarose Beads)
50mM NaH2PO4
300mM NaCl
250mM Imidazol, pH 8,0

-
W
w

10mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,4

140 mM NaCl

oder

PBS Dulbecco ohne Ca2+/Mg2+ (Biochrom, Berlin)

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Page), Puffer und Losungen :

- 20% SDS (Sodiumdodecylsulfat)

- 30% Acrylamid-Stammlésung

- TEMED (Tetramethylethylendiamine)
- 10% APS (Ammoniumpersulfat)
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-Lower Tris-Puffer:
90,85g Tris in 400ml Ampuwa (dH;O) gelost, pH mit konz. HCI auf 8,8
eingestellt, anschlieend 10 ml 20% SDS dazugegeben, ad 500ml mit dH,O
aufgefullt.
-Upper Tris-Puffer
30,3g Tris in 400 ml dH20O geldst, pH mit konz. HCI auf 6,8 eingestellt,
anschliefend 10ml 20% SDS dazugegeben und ad 500 ml mit dH20 aufgefullt.
-10x Elektrophorese-Puffer:

30,39 Tris

143,79 Glycin

59 SDS
in 11 dH,0 geldst, 1:10 fur den Gellauf verdunnt (1x Elektrophoresepuffer)
-1x Sample Solution

5% B-Mercaptoethanol

2% SDS

25% Glycerin 50% in Ampuwa

0,5M Tris-HCI, pH 6,8

Bromphenolblau (Spatelspitze)
-Coomassie Brilliant Blue

500ml Methanol

100ml 100%ige Essigsaure

2,759 Brillant Blue

ad 11 dH0
-Entfarbeldsung

750ml 100%ige Essigsaure

1000ml Methanol

1000ml 100% Ethanol

ad 101 dH,0
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1x TAE
40mM Tris

20mM Essigsaure

1mM EDTA

Ix TBE
100mM Tris-HCI
100mM Borsaure
2,5mM EDTA
pH 8.3

TE (10/1)

10mM Tris-HCI, pH 8,0

1mM EDTA, pH 8,0

Tris- Glycin- SDS (Elektroelution)

25mM Tris
192mM Glycin
0,025% SDS

Western-blot -Puffer
-Blot-Puffer (10x)

30g Tris

14449 Glycin

ad 11 Aqua dest
-Blot-Puffer(1x)

100ml 10x Puffer

200ml Methanol

700ml Aqua dest
-Block-Puffer

1x PBS

0,1% Tween20

5% Magermilchpulver
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-Waschpuffer
1xPBS
0,1% Tween20
-Ponceau S Losung
20g Ponceau in 100ml Trichloressigsaure gelost (Stammldsung), vor

Gebrauch1:50 in Aqua dest gelost.

2.6 Bakterienstamme

2.6.1 E.coli
E.coli M15[pREP4] der Firma Qiagen
NalS , StrS, RifS, Lac-, Ara-, Gal- , Mtl-, F-, RecA+, Uvr+, Lon+

2.6.2 Neisserienstamme

N. meningitidis MC58

klinisches Isolat aus Grol3britannien, 1985, von E. R. Moxon, Oxford
B:15:P1.7,16; ST-74 (ST-32-Komplex)

N. meningitidis 2120

eigenes klinisches Isolat aus Bayern, 1997 (Vogel et al., 1998)

C:NT:P1.5,2; ST-11

Isolate von gesunden Meningokokkentragern wurden der Bayerischen

Meningokokkentragerstudie entnommen (Claus et al., 2002; Claus et al., 2005).

2.7 Nahrmedien

Luria-Broth-Medium (LB-Medium)
1% Bacto-Trypton
0,5 % Hefeextrakt
1% NacCl
pH 7,5
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LB-Agar
LB-Medium mit 1,5% Bacto-Agar
SOB-Medium
2% Bacto-Trypton
0,5% Hefeextrakt
10mM NacCl
2,5mM KCI
SOC-Medium
SOB-Medium + 20mM Glucose
+10mM MgCl;
+10mM MgSO,4

2.7.1 Zellkulturmedien-, und -zusatze
RPMI 1640-Medium (Seromed)
FCS (Biochrom)

Fetales Kalberserum
HAT-Medium (Seromed)

100uM Hypoxanthin

0,4uM Aminopterin
16uM Thymidin
HT-Medium (Seromed)
100uM Hypoxanthin
16uM Thymidin

2.8 Kulturbedingungen

Alle Inkubationen fanden bei 37 °C statt. Bei rekombinanten Bakterienstdmmen
wurden dem Medium die zur Selektion notwendigen Antibiotika zugesetzt.

2.8.1 Antibiotikazusatze

Bei Zusatz von Antibiotika wurden folgende Konzentrationen verwendet:

Ampicillin:100ug/ml fur E.coli, Kanamycin:30ug/ml fur E.coli.
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2.9 Plasmide

pQE32 (Vektor zur Expression von mit HIS-Tag versehenen Fusionsproteinen
der Firma Qiagen)

2.9.1 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide werden von Sigma-ARK Scientific, Darmstadt bezogen.
Primer fur die Amplifizierung des 5'und 3'-Bereiches des ENase-Gens von
NmeDI (AJ238948) in der PCR:

Primerpaar HW1 und HW2: AT 55, Extensionszeit 45 Sekunden

Primerpaar HW3 und HW4: AT 54, Extensionszeit 45 Sekunden

HW1 5-GCGCGCGGATCCTGAGCGGACAAAAACTGACG-3
Position 1908-1927

HW2 5-GCGCGCGGATCCCTCATATTCCTTCATTACGCC-3’
Position 2315-2335

HW3 5-GCGCGCGGATCCATGTCGTTATTTCGGAAATCCC-3’
Position 2340-2361

HW4 5-GCGCGCGGATCCCACATTTTTCCATAAAGCAGTC-3’
Position 2933-2954

GGATCC:BamHI- Schnittstelle

Diese Oligonukleotide fiuhren am 3'Ende und am 5°Ende eine BamHI-

Schnittstelle ein, Uber die die PCR-Fragmente in die BamHI-Schnittstelle des

Expressionsvektors pQE-32 ligiert werden.

2.10 DNA-Methoden

2.10.1 Midi-Praparation von Plasmid-DNA

Flr praparative Arbeiten und Sequenzierungen wurde eine Praparations-
methode verwendet, bei der die DNA Uber spezielle Silicagel-Anionen-
austauschersaulen aufgereinigt wurde. Die Plasmidpraparation wurde nach
Protokoll mit dem Qiagen Plasmid-Midi Kit durchgefuhrt.
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2.10.2 Mini-Praparation von Plasmid-DNA
Zur Praparation kleinerer Mengen reiner DNA wurde der QIAprep Spin Miniprep
Kit verwendet. Das Prinzip beruht auf der Silicagel-Membran-Austauscher-

technik.

2.10.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen und aus PCR-Ansatzen

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit Hilfe des
QlAquick Gel Extraction Kits der Firma Qiagen durchgeflhrt. Die Isolierung
amplifizierter DNA-Fragmente aus PCR-Ansatzen erfolgte mit dem QIAquick
PCR Purification Kit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben.

2.10.3.1 Nukleinsaure-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Konzentrationen sowie der Reinheit von DNA-LOsungen
wurden photometrische Messungen geeigneter Verdinnungen der Losungen
bei 260 und 280nm in 1-ml-Quarzkivetten durchgefuhrt. Eine OD260 von 1
entspricht bei doppelstrangiger DNA 50 ug/ml, bei einzelstrangiger DNA 40
Mg/ml und bei Oligonukleotiden 30 ug/ml.

2.10.4 Automatisierte DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte durch den Bereich Molekularbiologie des
Institutes fur Hygiene und Mikrobiologie mit dem automatischen
Sequenzierungsgerat "ABl Prism™Sequencer 377" (Perkin Elmer) nach der
Kettenabbruch- oder Didesoxy-Methode.

Sequenzieransatz

0,4ug Plasmid-DNA oder 0,1ug PCR-Produkt

5-10pmol Primer

2ul Sequenzier-Mix

ddH,0 ad 10 pl

Die Sequenzen wurden mit der Lasergene-Sequenzanalyse-Software (Dnastar,
Madison, USA) analysiert. Sequenzvergleiche erfolgten mit der Clustal V-

Methode des MegAlign-Programmes.
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2.11 Klonierungsmethoden

2.11.1 Spalten von DNA mit Restriktionsendonukleasen
Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden in den vom Hersteller
(NEB) beigefugten Puffern eingesetzt. Es wurden 1-2 Units Enzym pro ug DNA

eingesetzt, um die DNA in einer Stunde zu schneiden.

2.11.2 Dephosphorylierung linearisierter Vektoren

Zum Schutz vor inter- oder intramolekularen Reaktionen von linearisierten
Vektoren in Ligationsansatzen wurden die 5'-Phosphatgruppen der Vektor-DNA
mit Hilfe der alkalischen Phosphatase aus Kalberdarm (calf intestine
phophatase = CIP) abgespalten, so dal3 nur noch Verknipfungen zwischen
dem Vektor mit einer Hydroxylgruppe am 3'-Ende und der zu klonierenden DNA

mit einer Phosphatgruppe am 5'-Ende erfolgen kdnnen.

2.11.3 DNA-Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten in linearisierte Vektoren erfolgte mit Hilfe der
T4-DNA Ligase und unter Zusatz von ATP. Das Enzym katalysiert die
Verknupfung zwischen einer 3’-Hydroxyl- und einer 5’-Phosphatgruppe zu einer

Phosphodiesterbindung.

2.12 Elektroporation von E. coli

Eine Methode zum Erzielen einer Transformation der unterschiedlichsten
Zelltypen ist die Elektroporation (Bottger et al., 1988). Die Transformations-
effizienz bei der Elektroporation ist sehr hoch (bis 10 cfu/ug DNA), weshalb sich

diese Methode gut zur Transformation mit groRen Plasmiden (>10 kb) eignet.
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2.13 Proteinchemische Methoden

2.13.1 Proteinexpression in E. coli

Die Expression des Proteins erfolgte mit dem QlAexpressionist™

—System der
Firma Qiagen. Als Wirt diente der E. coli - Stamm M15, der das low copy
Plasmid pREP4 enthalt, auf dem der lac-Repressor kodiert ist. Die kodierte
Sequenz des lac-Repressors steht unter der Kontrolle eines konstitutiv aktiven
Promoters und wird dadurch permanent durch die Zelle exprimiert. Als
Selektionsmarker kodiert dieses Plasmid eine Kanamycin-Resistenz. Der
eigentliche Expressionsvektor ist pQE32, der den lac-Operator und als
Selektionsmarker eine Ampicillin-Resistenz enthalt. Die Induktion erfolgte mit
IPTG (Isopropyl-BR-D-thiogalactosid), das an den lac-Repressor bindet und
diesen allosterisch hemmt. Der so gehemmte Repressor bindet nicht mehr an
den Operator, sodal} das Protein transkribiert werden kann.

Procedere:

Zunachst wurde eine o/n -Kultur (10ml) des E.coli-Stammes M15[pREP4] in LB-
Medium mit Ampicillin (100ug/ml) und Kanamycin (30ug/ml) angeimpft und tber
Nacht bei 37°C geschuttelt.

Am darauffolgenden Tag wurde die optische Dichte (OD) bei 600 nm gemessen
und eine 50 ml Kultur mit einer OD von 0,2 angeimpft. Diese Kultur wurde bei
37 °C und 200 rpm geschuttelt, bis die OD 0,5 betrug. Zur Kontrolle des IPTG-
Induktionserfolges wurde vor der Zugabe von IPTG 1ml der Kultur (Probe1)
entnommen, bei 11000g abzentrifugiert und das Pellet in 50ul 1x sample
solution aufgenommen.

Nun wurde der Kultur IPTG mit einer Endkonzentration von 1mM zugefligt. Es
erfolgte eine Inkubation bei 37 °C fur 4 Stunden. Nach erneuter OD-
Bestimmung wurde der Kultur wieder 1ml entnommen (Probe 2), abzentrifugiert
und die OD auf 0,5 eingestellt. Das Pellet wurde ebenfalls in 50ul 1x sample
solution aufgenommen.

Die Kultur wurde 20 min bei 11000g und 4°C im SLA-Rotor abzentrifugiert. Das
Bakterienpellet wurde in 5ml 1xPBS resuspendiert und Lysozym mit einer
Endkonzentration von 1mg/ml hinzugefugt.

Das Lysat wurde nun 30 min auf Eis inkubiert.
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Anschliessend wurde das Lysat 3 x 30 Sekunden (sec) mit Ultraschall beschallt
(Branson Sonifier, Cell Disrupter B15), wobei die Einstellungen output control 4-
5 und duty cycle 40-50 betragen sollten. Nach jeder Beschallung wurde die
Probe 1 min auf Eis inkubiert.

Es erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fur 30 min bei 4°C und 18000g im
HB-6-Rotor. Der Uberstand des nach der Induktion léslichen Proteins wurde
abgenommen und in ein 15 ml Greinerréhrchen uberfuhrt (Probe 3).

Das Pellet des nach der Induktion unldslichen Proteins wurde in 5ml 1xPBS
resuspendiert (Probe 4).

Von Probe 3 und 4 wurden je 5 pyl enthommen und 5ul 2x sample solution
hinzugefugt.

Zur Uberprifung der erfolgreichen IPTG-Induktion wurde ein 12,5 % SDS-
Polyacrylamid-Gel der Proben 1-4 angefertigt und mit Coomassie -Blau gefarbt.
Nachdem die Induktion erfolgreich war, wurde sie anschliessend in gréferem
Maldstab durchgefuhrt, da fur die Immunisierung der Tiere eine groRere

Proteinmenge bendtigt wurde (zu induzierende Menge von 11).

2.13.2 Aufreinigung induzierter Proteine Gber Ni-NTA Agarose beads

Fir die Aufreinigung des sich nach der Induktion im Uberstand befindlichen
6xHis-tagged E.coli-Proteins wurden Nickel-NTA-Agarose-beads Saulen
verwendet. Das Procedere wurde nach dem Protokoll ,The QlAexpressionist"

der Firma Qiagen durchgefuhrt.

2.13.3 Aufreinigung des Proteins uber Elektroelution aus praparativen
SDS-Polyacrylamidgelen

Bendtigte Materialien:

-Elutionspuffer
-Biotrap Elektrophoresekammer

-BT1 und BT2 —-Membranen (mikroporose Celluloseacetatfilter)
Die Aufreinigung eines Proteins erfolgt durch Elektroelution, wenn das Protein

nach vorausgegangener Induktion und Beschallung nicht im Uberstand

vorhanden ist, sondern im Pellet. Die Induktion und Beschallung der Zellen
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erfolgte wie oben beschrieben. Wir praparierten zunachst 20 SDS-
Polyacrylamidgele, die mit einem praparativen Kamm versehen wurden. Jedes
Gel wurde mit 200pl der aufgereinigten Proteinlosung bestuckt. Es erfolgte eine
Elektrophorese. Nach einer Farbung mit Coomassie Blau wurde die der
Proteingrofe entsprechende Bande ausgeschnitten und in circa 5mm grofe
Stlicke zerkleinert. Alle Gelstlicke aus den 20 Gelen wurden gepoolt und in

Elektroelutionspuffer gelegt.

Durchfuhrung der Elution mittels der Biotrap Elektrophoresekammer:

Die gesamte @ Kammer wurde mit Elutionspuffer gefullt. Die
zurechtgeschnittenen Polyacrylamidstickchen wurden in den Raum zwischen 2
BT 2-Membranen eingefullt, wobei die Gelstucke vollstandig mit Elutionspuffer
bedeckt sein miussen. Die Elektrophorese lief fur ca. 4 Stunden bei 200V und
dann Uber Nacht bei 100V. Die Probenentnahme aus der ,Falle® erfolgte
vorsichtig mit Hilfe einer Glaspipette (Menge ca. 0,5ml).

Hiervon wurden nun 1,2 und 5 pl in 2x Sample Solution aufgenommen und auf
ein 12,5% SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen, um den Erfolg der Elektroelution
zu Uberprifen. Parallel dazu flUhrten wir auch hier zur Konzentrations-

bestimmung verschiedene BSA-Konzentrationen mit.

2.13.4 Western-blot

Um einen Western-blot anzufertigen, wurde das SDS-Polyacrylamidgel nach
dem Lauf auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Zur Absattigung unspezi-
fischer Bindungsstellen wurde die Nitrocellulosemembran 1 Stunde in 1xPBS-
0,1%Tween20 - 5% Magermilchpulver bei Raumtemperatur geblockt. Es
erfolgte zunachst die Inkubation mit einem spezifischen Primarantikorper far 1
Stunde bei Raumtemperatur. Anschliessend erfolgte die Inkubation mit einem
Sekundarantikérper (POX-anti-mouse IgG/M von Dianova) fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur. Die Nitrocellulosemembran wurde luftblasenfrei auf eine
Glasplatte aufgelegt und mit dem ECL-Detektionssystem der Firma Amersham
fur 1 Minuten entwickelt. Die Membran wurde mit Frischhaltefolie bedeckt und

in der Dunkelkammer fir mehrere Belichtungszeiten (zwischen 10 und 40
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Sekunden) mit einem Hyperfiim bedeckt und schliellich in die

Entwicklungsmachine gegeben.

2.13.5 Dot-blot

Material:

-Lysate eines NmeDI positiven (#2120) und NmeDI-negativen (#2135)
Meningokokkenstammes

-Primar-Antikdrper: NmeDI-spezifischer monoklonaler Antikérper in 1xPBS -
0,1% Tween-20 - 1% Magermilchpulver

-Sekundar-Antikorper: Anti-Maus-Peroxidase (1:5000), verdinnt in Waschpuffer
-ECL- Detektionssystem

-Nitrocellulosemembran

Procedere:

Zunachst wurden die Suspensionen der bendtigten Meningokokkenstamme
hergestellt. Nach Messung der OD600nm und Einstellung auf eine OD von 10
wurde die Bakteriensuspension in 1x Sample Solution aufgenommen. Je 10yl
wurden auf die Nitrocellulosemembran getropft und getrocknet. Zur Absattigung
unspezifischer Bindungsstellen wurde die Nitrocellulosemembran 1 Stunde in
1xPBS - 0,1% Tween-20 - 5% Magermilchpulver bei Raumtemperatur geblockt
(Blockpuffer). Es erfolgte die Inkubation mit einem spezifischen
Primarantikorper, der in 1x PBS - 0,1% Tween20 - 1% Magermilch verdinnt
wurde. Die Inkubation erfolgte 1 Stunde bei Raumtemperatur. Bevor der
Sekundarantikérper hinzugegeben wurde, wurde die Membran 3x mit
Waschpuffer gewaschen.

Der Sekundarantikérper (POX-anti-mouse IgG/M von Dianova) wurde in 1x
PBS- 0,1% Tween 20 verdunnt. Die Inkubationszeit betrug 1 Stunde bei Raum-
temperatur. Anschliel3end erfolgte zunachst wieder ein 3maliger Waschschritt.
Die Nitrocellulosemembran wurde wie beim Western-blot luftblasenfrei auf eine
Glasplatte aufgelegt und mit dem ECL-Detektionssystem der Firma Amersham

fur 1 Minuten entwickelt.
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Die Membran wurde mit Frischhaltefolie bedeckt und in der Dunkelkammer fir
mehrere Belichtungszeiten (zwischen 10 und 40 Sekunden) mit einem

Hyperfilm bedeckt und schliel3lich in die Entwicklungsmachine gegeben.

2.14 Immunisierung der Mause und Fusion der Zellen

2.14.1 Immunisierung der Mause

Pro Protein wurden je zwei Mause im Zeitraum von 6 Wochen 7 mal
immunisiert. Als Adjuvans wurde das Antibody-Multiplier-Adjuvans-System der
Firma Linaris verwendet. Das ABM-System ist ein Immunisierungssystem auf
der Basis von Trehalose-Dimycolat und 2% Ol (Squalene). Das jeweilige
Antigen wurde mit einer Konzentration von 0,1 mg/ml in die Emulsion
eingebracht.

Die ersten funf Immunisierungen wurden mit je 15ug intraperitoneal verabreicht
(mit je einer Woche Abstand), die letzte Immunisierung erfolgte intravends 2

Tage nach der letzten intraperitonealen Verabreichung (Abb. 1).

Tag 1 ip

Tag 8 ip

Tag 15 ip

Tag 22 ip

Tag 29 ip —> Blutabnahme fur Western Blot
Tag 36 iv

Tag 39 Fusion von Milz-B-Zellen mit Myelomzellen

Abb. 1: Injektionsschema
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2.14.2 Fusion der Zellen
Material:
- Milzzellen der Mause
- Myelomzellen X63-Ag8.653
- RPMI-Medium (warm und kalt)
- RPMI - 20%FCS - 1xHAT - 100Units/ml Interleukin-6
- Polyethylenglycol 1500 (50%)
-10x Lyse-Puffer

1,55M NH4CI

2,7mM EDTA

0,1M KHCO3
-Trypanblau
-70% Ethanol
-steriles Praparierbesteck
-Zahlkammer
- Wasserbad

- 96well-Zellkulturplatten

Procedere:

Drei Tage nach der intravendsen Antigen-Injektion wurden die Mause durch
CO2 Inhalation getdtet. Zunachst wurde den Mausen Blut entnommen. Das Blut
wurde 10 Minuten bei 18000g abgesert und dann weggefroren. Unter sterilen
Bedingungen wurden die Mause splenektomiert.

Die Milzen wurden mit Hilfe eines Spritzenstempels durch ein Sieb in eine
Petrischale mit kaltem RPMI gerieben. Die Milzzellsuspension wurde in ein
50mI-Réhrchen Uberfihrt und 10 Minuten auf Eis gestellt. Die Organbe-
standteile sedimentierten ab, die Milzzellen verblieben im Uberstand. Der
Uberstand wurde in ein neues Réhrchen Uberfiihrt und mit kaltem RPMI auf 10
ml aufgeflllt. Die Milzzellsuspension wurde 10 Minuten bei 1800g und 4°C
abzentrifugiert. Wahrend des Zentrifugierens der Milzzellen wurden die
Myelomzellen in ein Zentrifugenréhrchen udberfihrt und mit Hilfe einer

Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Der Uberstand der abzentrifugierten
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Milzzellen wurde verworfen und das Pellet vorsichtig in 10ml RPMI
resuspendiert. Anschlielend wurden die Zellen gezahlt. Dazu wurden 50ul der
Zellsuspension, 30ul RPMI und 20pl Lysepuffer benutzt. Nach 5 Minuten
wurden 20ul dieser lysierten Zellen entnommen und 180ul Trypanblau
hinzugefugt. Nachdem sowohl die Myelom- als auch die Milzzellen gezahit
waren, wurden je 5x10’ Zellen entnommen, zusammengefiigt und mit RPMI auf
40 ml aufgefullt. Nach vorsichtigem Mischen der Zellen wurden sie 10 Minuten
bei 1800g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in
warmes Wasser gehalten (Becherglas) und vorsichtig gegen den Rand des
Becherglases geklopft, damit sich das Pellet etwas lockert. Um die
Zellmembranen der jeweiligen Zellen permeabel zu machen, wurde nun 800yl
Polyethylenglycol hinzugefugt. Die Zellen wurden ganz vorsichtig resuspendiert
und 1 Minute bei 37°C stehen gelassen. Anschlielend wurde innerhalb von 1
Minute 2x 1ml warmes RPMI den Zellen hinzugefliigt, dann innerhalb der
nachsten Minute 2x 4ml RPMI. Die Rohrchen wurden nun auf 10ml mit warmem
RPMI aufgefullt und 10 Minuten bei 1500g und 20°C abzentrifugiert.

Nachdem der Uberstand abgesaugt worden war, wurde das Pellet in RPMI-
20%FCS-HAT-IL6—Medium aufgenommen und resuspendiert. Das Gesamt-
volumen betrug bei der eingesetzten Zellzahl (je 5x10” Zellen) 120 ml. Das
Fusionsgemisch wurde auf 8 x 96-well-Platten mit 150ul/well verteilt und bei
37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach circa 3-4 Tagen sollten die Myelomzellen
abgestorben sein (aufgrund der Zugabe von HAT); nach circa 5 Tagen wurde

das erste Hybridomwachstum erwartet.

Prinzip der Anwendung des HAT-Systems:

Bei der Fusion der Milzzellen und der Myelomzellen gehen nicht alle
Myelomzellen in die Fusion ein. Daher mussten die nicht nicht-fusionierten
Myelomzellen an ihrem weiteren Wachstum gehindert werden, da sie
ansonsten in kirzester Zeit die gesamte Kultur Uberflutet hatten. Die Selektion
dieser Zellen wurde mit Hilfe des Medienzusatzes HAT (Hypoxanthin,
Aminopterin, Thymidin) gesteuert. Fur die dNTP-Synthese gibt es einen Haupt-

und einen Reserveweg. Ein Defekt in einem der beiden Systeme ist fur die Zelle
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so lange nicht letal, wie der andere Weg zur Verfigung steht. Der
Hauptstoffwechselsweg wird allerdings durch Aminopterin vergiftet. Man bietet
den Zellen die Vorstufen Hypoxanthin und Thymidin an, die sie fur den
Reserveweg bendtigen.

Da nur die Myelomzellen im Reservestoffwechselweg eine Mutation in der
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HGPRT) haben, kénnen die
Myelomzellen den Reservestoffwechselweg nicht nutzen und somit keine
dNTPs herstellen. Ihr Wachstum wird verhindert.

2.15 ELISA

Mittels ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) wurden die Ubersténde
der Hybridomzellen auf die Produktion von spezifischen Antikérpern getestet.
Zur Etablierung des ELISA wurden zunachst die aufgereinigten Proteine der
Peptide HW 3/9 (N-Terminus) und HW 4/3 (C-Terminus) mit den verdunnten
Zelllysaten der E.colis, die das rekombinante Protein exprimieren, verglichen.
Der Vergleich zeigte, dass es keinen Unterschied macht, ob man aufgereinigtes
Protein oder Lysate benutzt. Daher entschieden wir, fir das Screening der
Hybridomzellen die Lysate von HW 3/9 und HW 4/3 im ELISA einzusetzen.
Diese Zelllysate wurden durch IPTG-Induktion (siehe oben) hergestellt.

Je 100ul wurden pro well in die ELISA-Platte gegeben und Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Die Flussigkeit wurde verworfen und die Platte fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur mit 200ul Blockierungslésung geblockt. Anschlielend wurde
die Platte 3x mit 100pl Waschpuffer gewaschen. Es erfolgte die Zugabe des 1.
Antikdrpers (je 25ul Uberstédnde der Hybridomazellen) fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur. Es erfolgte ein erneuter dreimaliger Waschschritt mit
Waschpuffer, bevor der 2. Antikorper (a-Maus-Peroxidase 1:4000 in 1xPBS -
1%BSA) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur hinzugefugt wurde.

Nachdem ein nochmaliger Waschschritt erfolgte, wurde pro well 100ul ABTS-
Substratlosung hinzugefugt. Es erfolgte eine Farbreaktion, die bei 414nm im

Photometer gemessen wurde.
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2.16 Zellkultur

2.16.1 Expansion

Die Zellen der im ELISA als positiv getesteten Uberstande wurden
resuspendiert und in eine 24-well-Platte Uberfihrt. Es wurde 1ml RPMI-HT-1I6-
Medium hinzugefligt. Nach circa 10 Tagen wurden die Uberstéande getestet. Bei
erneut positivem Signal wurden die Zellen in eine 12-well Platte Uberfuhrt.
Wenn die erneute ELISA-Testung nach einer weiteren Woche positiv war,
erfolgte die Expansion in eine 6 well Platte und schlieRlich in eine 50ml
Zellkulturflasche.

2.16.2 Klonierung und erneute Expansion

Zur Klonierung der Zellen der im ELISA positiv getesteten Ubersténde erfolgte
zunachst eine Bestimmung der Zellzahl. Die Suspension wurde auf 2000 Zellen
/ml mit RPMI verdunnt. 100ul der Suspension wurden mit 4ml RPMI-20%FCS-
IL-6 vermischt (5 Zellen/100ul) und je 100ul pro well in die Reihen A und B der
96well-Platte gegeben. Die restlichen 1,6ml wurden mit 2,4ml Medium versetzt
(2 Zellen/100ul) und je 100ul pro well in die Reihen C und D gegeben.
Verbleibende 1,6ml wurden wieder mit 2,4ml Medium versetzt (0,8 Zellen/100pl)
und je 100ul pro well in die Reihen E und F gegeben. Die letzten verbleibenden
1,6ml wurden nochmals mit 2,4ml Medium versetzt (0,32 Zellen/100pl) und je
100ul pro well in die Reihen G und H gegeben. Die Zellen wurden am 5. und
am 12. Tag mit je 20ul Medium gefittert. Das heisst, dass je 20ul Uberstand
der Zellen entnommen wurden (altes Medium) und durch 20ul frisches Medium
ersetzt wurden. Nach jeweils einer Woche wurde den Zellen neues IL-6
zugefuhrt.

Die Zellkulturen wurden wdchentlich inspiziert. Nach circa 2 Wochen Wachstum
wurden die Uberstande im ELISA getestet. Die Zellen der als positiv getesteten
Uberstande wurden erneut expandiert und dann subkloniert (Procedere
identisch zu Klonierung).

Bevor ein Klon als eindeutig monoklonal bezeichnet wurde, wurde dieser
insgesamt 3x subkloniert. Nachdem die endgultigen monoklonalen Klone

identifiziert waren, wurde von jedem dieser monoklonalen Antikorper je 1,5l
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Uberstand in Rollerflaschen produziert, um genigend Antikdrpermenge zu

erhalten. Die Aufreinigung erfolgte mittels FPLC.

2.16.3 Aufreinigung der monoklonalen Antikérper tUber Gradifrac

Die Saule wurde zunachst mit Starting-Puffer equilibriert. Anschliessend wurden
die AntikOrperuberstande auf die Saule aufgetragen.

Die Saule wurde mit Wasch-Puffer nachgespult, um das RPMI-Medium aus
dem System zu entfernen.

Eluiert wurde der Antikérper durch Zugabe des sauren Elutionspuffers. Es
wurden Portionen a 1ml aufgefangen, die anschliessend durch Zugabe von 50yl
Neutralisations-Puffer neutralisiert wurden. Die Fraktionen, die Protein enthalten
(peak im Photometer), wurden gepoolt. Es erfolgte eine Dialyse in 1xPBS,
pH7,4 Uber Nacht bei 4°C.

AnschlieRend erfolgte eine Konzentrationsbestimmung des Proteins bei
OD280nm mit Hilfe des BCA - Protein Assay Reagent Kit der Firma Pierce.
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3. Ergebnisse

3.1 Klonierung und Expression des Endonukleasegens von NmeDI

Zur Herstellung monoklonaler Antikorper gegen die Endonuklease des
Meningokokken R-M-Systems NmeDIl wurden der 5°- und 3'- Bereich des
Endonukleasegens (ENase-Gen) des Stammes 2120 (Serogruppe C, ST-11) in
den Expressionsvektor pQE-32 mit His-tag kloniert und das kodierte Protein
exprimiert. Der N-terminale Bereich (Position 1-429 (429bp) ) wurde mit den
Oligonukleotiden HW1 und HW2, der C-terminale Bereich (Position 430-1056
(627bp) ) mit den Oligonukleotiden HW3 und HW4 mittels PCR amplifiziert.
Daraus resultierten die Plasmide pHW 3/9 und pHW 4/3. Zur Uberpriifung der
korrekten Insertion der Expression wurde eine Sequenzkontrolle durchgefuhrt.
Danach erfolgte die Induktion mit IPTG, die nach vier Stunden flir beide
Plasmide das optimale Signal zeigte. Nach der Induktiondurch IPTG erfolgte die
Prufung der Loslichkeit der Proteine. Der exprimierte N-terminale Bereich der
ENase (pHW 3/9) war im Uberstand l6slich, der exprimierte C-terminale Bereich
der ENase (pHW 4/3) befand sich im Pellet (siehe Abb. 1 und 2). Da das
Laslichkeitsverhalten die Methode der Aufreinigung des jeweiligen Proteins
bestimmte, wurde der im Uberstand geldste N-terminale Bereich der ENase
(pPHW 3/9) aus einem Induktionsansatz von 200ml Uber Nickel-NTA-Agarose
Beads aufgereinigt. Der exprimierte C-terminale Bereich der ENase (pHW 4/3)
wurde mittels Elektroelution aus einem Induktionsansatz von 1,5 | und daraus
resultierenden 40 praparativen SDS-Polyacrylamidgele aufgereinigt. Mittels
einer Pierce-Proteinkonzentrationsbestimmung erhielten wir von dem Protein
HW 3/9 eine Gesamtmenge von 3,6 mg, die Gesamtmenge des Proteins HW
4/3 betrug 2,1 mg.
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Proteininduktion HW 3/9  Proteininduktion HW 4/3
Oh 4n U P M Oh4h U P

5 0Oh: 0 Stunden
4h: 4 Stunden
T o L <— HW4/3 U: Uberstand
NmeDI(C- b, pgjjet
Terminus) ’
HW3/9 —> 215 M: Marker
NmeDI (N-
Terminus) -— - = e <«— | ysozym

Abb. 1: Expression von NmeDI-Fragmenten

Zu sehen ist das Coomassie-gefarbte SDS-PAGE-Gel der erfolgreichen
Induktion der Proteine HW3/9 und HW4/3 mit IPTG nach 4 Stunden, verglichen
zum Nullwert vor IPTG- Zugabe (0Oh).

HW3/9 befand sich nach Induktion im Uberstand (U), HW4/3 befand sich nach
Induktion im Pellet (P).

Die sowohl bei HW3/9 als auch bei HW4/3 auftretende 14kD-Bande stellt
Lysozym dar.

M1 23 456 7 8 910

Marker

vor Induktion

nach Induktion

Zelllysat mit Lysozym (Uberstand)
Zelllysat mit Lysozym (Pellet)
Durchflu®

Waschen

Eluat 1

Eluat 2

Eluat 3

Eluat 4

Abb.2: Coomassie-gefarbtes SDS-PAGE von HW3/9 nach Aufreinigung Uber
Ni-NTA-Agarose

28,4kD

21,4kD

-
16,8kD “eow

9,1kD

SOV NoOOrwWN ==

Dargestellt ist das Peptid HW3/9 vor und nach der Induktion mit IPTG (1+2).
HW3/9 war nach der Induktion im Uberstand gel6st (3), im Pellet (4) war HW3/9
nicht zu sehen. Sowohl im Uberstand als auch im Pellet ist Lysozym (14kD-
Bande) zu erkennen. Desweiteren sieht man die Fraktionen der Aufreinigung
von HW3/9 Uber die Ni-NTA-Agarose-Saulen (Eluate 1 bis 4). Durch die
Aufreinigung konnte der Lysozym-Anteil entfernt werden.
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3.2 Herstellung monoklonaler Antikorper

Nach erfolgreicher Immunisierungskontrolle mittels Western-Blot der Maus-
seren nach der 5. intraperitonealen Injektion erfolgte eine Woche spater die
letzte und somit intravendse Immunisierung der Mause. Weitere 3 Tage spater
erfolgte die Splenektomie und die Isolierung der Milzzellen fir die Fusion mit
den Myelomzellen.

Nach Isolierung der Milzzellen der Mause und Aufbereitung der Myelomzelllinie
X63-Ag8.653 wurden die Zellen anhand des unten gezeigten Fusionsschema
fusioniert (Tab. 1).

Protein | Maus | Milz- Myelom- | Polyethylen- | HAT- 96well-
zellen Zellen glycol Medium | Platten
HW 3/9 1 4x10’ 4x10’ 640 pl 96 ml 7
HW 3/9 2 2,8x10" | 2,8x10’ 448 yl 67 ml 5
HW 4/3 3 2x107 2x10’ 320 pl 48 ml 4
HW 4/3 4 3,6x10" | 3,6x10’ 576 ul 86 ml 6

Tab. 1: Fusionsschema der Milzzellen mit den Myelomzellen

Die Menge des zu verwendenden Polyethylenglycols und des HAT-Mediums
richtete sich nach der Zellzahl der isolierten Milzzellen. Die Anzahl der
Myelomzellen war aquivalent zu der Zahl der gewonnenen Milzzellen.

Das Fusionsgemisch wurde auf die entsprechende Anzahl von 96well-Platten
mit je 150ul/well ausplattiert und bei 37°C und 5% CO2 inkubiert.

Nach 4 Tagen waren die Myelomzellen aufgrund der HAT-Zugabe abgestorben.

Am 5.Tag nach der Fusion wurde das erste Hybridomwachstum beobachtet.
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3.3 Screening der Hybridomzellen

Mittels ELISA wurden die Uberstédnde der Hybridomzellen auf die Produktion
von spezifischen Antikorpern getestet. Zur Etablierung des ELISA wurden als
Primarantikrper zunachst die Mausseren der splenektomierten Mause und als
Sekundarantikérper ein Peroxidase-anti-Maus-AK in je einer Verdinnung von
1:4000 eingesetzt (siehe 2.16).

Nach Etablierung und Optimierung des ELISA wurden zwei Wochen nach
Ausplattieren der fusionierten Zellen alle Zellkulturtiberstande von 3/9 und 4/3
im ELISA getestet. Zum AusschluR von Kreuzreaktivitat wurde jeder Uberstand
sowohl mit dem 3/9,- als auch mit dem 4/3- E.coli-Zelllysat getestet. Als positiv
gewertet wurde der Uberstand dann, wenn er mit dem eigenen, nicht aber mit
dem jeweils anderen Zelllysat reagierte.

Bei 3/9 waren 96 der 1152 Uberstande positiv, das entspricht einem
Prozentanteil von 8,33%. Bei 4/3 waren 37 von 963 Uberstanden positiv,

entsprechend einem Prozentanteil von 3,84%.

3.4 Expansion und Klonierung der Hybridomzellen

Die Zellen der positiv getesteten Uberstande wurden resuspendiert und in 24-
well-Platten Uberfuhrt. Ab jetzt konnte dem Medium HT zugesetzt werden, da
die unfusionierten Myelomzellen nach Zugabe von HAT bereits abgestorben
waren und eine weitere Gabe von Aminopterin nicht nétig war.

Nach einer Woche Wachstum wurden die Uberstédnde erneut im ELISA
getestet. Bei den Uberstanden von 3/9 waren 24 der 96 Uberstande positiv
(25%), bei den Uberstanden von 4/3 waren es 28 von 37 (75%).

Die Zellen der positiv getesteten Uberstande wurden jeweils resuspendiert und
dann in 12-well-Platten, spater in 6-well-Platten und schliefdlich in 50ml-
Zellkulturflaschen Uberfuhrt. Von je 2 der positiv getesteten Kulturen wurde ein
Teil der Zellen entnommen und kloniert. Die Zellzahl wurde auf 2000/ml
eingestellt und in mehreren Stufen verdinnt, so dal} eine theoretische Zellzahl
von 5 Zellen/100pul, 2 Zellen/100ul, 0,8 Zellen/100ul und 0,32 Zellen/100ul
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vorlag. Die Klonierungen wurden wodchentlich auf Zellwachstum
durchgemustert. Nach 2 Wochen erfolgte eine ELISA-Kontrolle der Uberstande.
Die Zellen der positiv getesteten Uberstande wurden weiter kultiviert (siehe
oben) und subkloniert (gleiches Schema wie Klonierung). Als monoklonal wurde

der Antikorper nach der 3. Subklonierung bezeichnet (siehe Abb. 3).

Peptid 3/9 Peptid 4/3 Fusion
19 30 32 34 Klonierung

/\

9 2 29 34 37 1.sK
9 2 1 éi 14  2.sK
3 2 5 1 1 3. SK

Abb.3: Klonierungsschema der Hybridomzellen SK- SubKlonierung

Zahlen: jeweilige
Position des ELISA-
positiven Uberstandes
auf der 96-well Platte

Ausgehend von der Fusion kam es zur Klonierung ausgewahlter Zellen, deren
Uberstande im ELISA als positiv getestet wurden. Von 3/9 wurden die Zellen
der Uberstande 19 und 30, von 4/3 die Zellen der Uberstidnde 32 und 34
kloniert.

Nach erfolgreicher Klonierung und erneuter positiver Testung der Ubersténde
im ELISA wurden nun bei der Klonierung 3/9 die Zellen der Uberstande 19-9
und 30-2 und bei der Klonierung 4/3 die Zellen der Uberstande 32-29, 34-34
und 34-37 subkloniert.

Dieses Schema setzte sich bis zur 3.Subklonierung so fort.
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3.4.1 ELISA-Ergebnisse

Die Uberstéande der Hybridomzellen wurden mittels ELISA auf die Produktion
spezifischer Antikorper getestet. Nach Messung der Absorption im Photometer
bei 414nm wurde entschieden, welche Uberstande bzw. welche Zellen fiir eine
weitere Subklonierung erfolgversprechend sein kénnten. Diese wurden dann,
wie in 2.17.1 und 2.17.2 beschrieben, expandiert und erneut kloniert.

In den folgenden Abbildungen 4 und 5 sind ELISA-Ergebnisse der 4/3 bzw. 3/9-

Subklonierungen zu sehen.

m4.3
m39

Absorption 414 nm

Klon

Abb 4:Beispiel eines ELISA-Ergebnisses nach der 1. Subklonierung von 4/3-34

Insgesamt erwiesen sich drei der funf Subklone im ELISA als negativ. Es war
zu erkennen, dass sowohl die 4/3-34-34 als auch 4/3-34-37-Subklone
spezifisch reagierten. Bei der Beschichtung der Platte mit 3/9-Lysat erfolgte
keine spezifische Bindung. Die Klone mit den besten ELISA-Ergebnissen
wurden zur weiteren Subklonierung herangezogen. Ein spezifischer Cut-off
wurde nicht definiert, allerdings lagen die als positiv getesteten Subklone immer
mehr als 5fach so hoch wie die Werte der negativ getesteten Subklone.
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3,5 1

2,5 1

04/3 Antigen
W 3/9 Antigen

Absorption 414nm
N

1,5 4

0,5

0 ‘ ‘ ‘ 1 B

3/9-19-9-9-3 3/9-30-2-2-2 4/3-32-29-1-5 4/3-34-34-4-1 4/3-34-37-14-1

Klon

Abb.5: ELISA-Ergebnisse der Hybridoma- Klone nach der 3. Subklonierung
Bei Testung der monoklonalen Antikdrper im ELISA sah man die Spezifitat der
Antikérper und den Ausschlufd von Kreuzreaktivitat.

3.5 Aufreinigung und Proteinbestimmung der Antikdrper

Nach der 3. Subklonierung erfolgte nun die Expansion der Hybridomzellen in
groRerem MaBstab in Rollerflaschen. Pro AK wurden 1,5 | Uberstand
produziert, um genugend Material fur den Einsatz in der Meningokokken-
diagnostik zu haben. Die produzierten AK-Uberstéande wurden vor der weiteren
Aufreinigung durch einen 0,2 um-Sterilfilter gegeben.

Die Aufreinigung der Antikérper erfolgte mittels FPLC Uber eine Gradifrac-Saule
(Pharmacia). Nach Equilibrierung der Saule wurde der Zellkulturiberstand auf
die Saule gegeben und mittels Elutionspuffer eluiert. Die Fraktionen, die Protein
enthalten (Peak im Photometer) wurden gepoolt und Gber Nacht gegen 1xPBS,
pH 7,4 dialysiert. Die Konzentrationsbestimmung der Proteine erfolgt mittels
des BCA Protein Assay Reagent Kit der Firma Pierce.

Es konnten durchschnittlich 2,3mg Antikorper aufgereinigt werden (sieheTab.2).
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Tab. 2: Bezeichnung und Konzentrationsbestimmung der Antikorper

Alte Neue Proteinkonzentration | Gesamtvolumen
Bezeichnung Bezeichnung |(mg/ml) (ml)
3/9-19-9-9-3 mAK 3/9-1 2,6 550
3/9-30-2-2-2 mAK 3/9-2 2,26 800
4/3-32-29-1-5 | mAK 4/3-1 2,1 650
4/3-34-34- 4-1 | mAK 4/3-2 2,79 550
4/3-34-37-14-1 | mAK 4/3-3 1,72 400

3.6 Testung des aufgereinigten Antikdrpers 3/9-2 in ELISA, Western-Blot
und Dot-Blot

Nach Aufreinigung und Konzentrationsbestimmung der Antikdrper wurden diese
sowohl im ELISA, als auch im Western-Blot und Dot-Blot getestet. Dazu wurden
verschiedene NmeDlI-positive und NmeDlI-negative Meningokokkenstamme
eingesetzt.

Im ELISA wurden der NmeDlI-positive Stamm 2517 und der NmeDI-negative
Stamm 2631 mit unterschiedlichen Methoden des Zellaufschlusses getestet.
Aufgrund der Problematik, dass das durch den Antikdrper zu erkennende
Antigen cytosolisch vorliegt, wurden von unserer Arbeitsgruppe verschiedene
Methoden des Zellaufschlusses durchgefuhrt, um so die Erkennung des
Antigens zu ermodglichen (Abb. 6). Weder die Denaturierung der Zellen noch der
Einsatz von Glutaraldehyd oder Methanol zum Zellaufschluss waren erfolgreich,
sodass es uns nicht gelang, das Antigen detektieren zu kénnen. Somit ist der
Einsatz des mAK 3/9-2 im ELISA nicht geeignet.

52



Ergebnisse

0,25

0,2

iiberstand :

BEunverdinnt
m1:10

‘I:! 1:20

P 1:40
'm1:80
\E1:160
jl1'320
OBSA

0,15

01

0,05 1

nativ

denat+GA
denat+GA

12517: NmeDI pos.
12631: NmeDlI neg.

nativ-MeOH

nativ-MeOH
denat.+MeOH
denat.+MeOH

|
GA: Glutaraldehyd
| MeOH: Methanol

|
2517 2631 2517 | 2631 2517 2631 2517 2631 2517 2631 2517 2631 | Denat.: Denaturieren

3

Abb. 6: ELISA mit dem NmeDl-positiven Stamm 2517 und dem NmeDI-
negativen Stamm 2631 mit unterschiedlichen Methoden des Zellaufschlusses.

Weder die Denaturierung der Zellen noch der Einsatz von Glutaraldehyd oder
Methanol zum Zellaufschluss verhalfen uns zur Erkennung des cytosolische
gelegenen Antigens im ELISA.

Die aufgereinigten Antikorper wurden anschlielfiend im Western-Blot und im
Dot-Blot mit dem NmeDI-negativen Stamm 2135 (Serogruppe B, ST-32) und
dem NmeDI-positiven Stamm 2120 (Serogruppe C, ST-11) getestet.

Im Western-Blot waren bei Benutzung des mAK 3/9-2 neben der ENase-
spezifischen 40kD-Bande bei dem NmeDI-positiven Stamm 2120 zwei weitere
Banden vorhanden, bei denen es sich wahrscheinlich um Abbauprodukte
handelte. Der NmeDI-negative Stamm 2135 reagierte mit dem mAb 3/9 nicht,
was fur die Spezifitdt des Antikorpers 3/9 spricht. Bei Anwendung von mAK 4/3
war neben der ENase-spezifischen 40kD-Bande bei dem NmeDI-positiven
Stamm eine deutlich unspezifische Reaktion mit dem NmeDI-negativen Stamm

2135 zu sehen. Somit reagierte der mAK 4/3 nicht spezifisch (Abb. 7A).
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Auf diese unspezifische Reaktivitat sind vermutlich auch die Schwierigkeiten
des Einsatzes von mAK 4/3 im Dot-Blot zurlickzufihren (siehe unten). Eine
auch bei dem mAK 3/9-2 vorhandene schwache kreuzreaktive Bande bei 20kD
erwies sich hingegen fur die weitere Anwendung im Dot-blot als
unproblematisch.

Im Dot-blot reagieren der mAK 3/9 mit dem NmeDI-positiven Meningo-
kokkenstamm 2120, nicht aber mit dem NmeDI-negativen Stamm 2135. Der
mMAK 4/3 reagierte auch im Dot-blot sowohl mit dem NmeDI-positiven als auch

mit dem NmeDI-negativen Meningokokkenstamm und war somit unspezifisch.

Abb. 7A: Reaktivitat von mAK 4/3-3 und 3/9-2 im Western-blot

Klon 4/3-1 Klon 3/9-2

Antikérperverdiinnung 108 5x10° 108 5x10%
M 2120 2135 2120 2135 2120 2135 2120 2135 Stamm

50 kD =
40 kD ! - - - <«—NmeDI

30kD gy e -y

Unspez. Reaktion von
- E—
4/3 mit NmeDlI-neg.

Stamm 2135 20 kD “ - Unspezifische
Bande

10kD.

Abb. 7B: Reaktivitat von mAb 4/3-3 und 3/9-2 im Dot-blot

4/3-1 4/3-2 4/3-3  3/9-2
2120 2135 2120 2135 2120 2135 2120 2135 21201 NmeDI pos.

I —— - 2135: NmeDl neg.
oo@ ¢ 96 @ 00 ’



Ergebnisse

Abb.7A +B: Western-Blot und Dot-Blot

Im Western-blot reagierte sowohl der mAK 3/9-2 als auch der mAK4/3-1 bei
dem NmeDI-pos. Stamm 2120 (Serogruppe C, ST-11) spezifisch mit der 40kD-
Bande der ENase. Bei beiden Stammen war eine unspezifische Bande bei
20kD vorhanden. Zusatzlich reagierte der mAb 4/3-3 deutlich unspezifisch mit
dem NmeDI-negativen Stamm 2135 (Serogruppe B, ST-32 Komplex), und ist
somit fur die Diagnostik nicht geeignet.

Beim Dot-Blot bestatigte sich das Western-blot Ergebnis. Der 3/9-1 Antikorper
reagierte nur mit dem NmeDlI-positiven Stamm 2120, nicht aber mit dem
NmeDI-negativen Stamm 2135 und ist somit NmeDI-spezifisch. Alle 4/3-
Antikérper hingegen reagierten sowohl mit dem NmeDI-positiven als auch mit
dem NmeDlI-negativen Stamm und waren daher NmeDI-unspezifisch. Somit
bestatigt sich auch im Dot-Blot, dass die mAK 4/3 flr die Diagnostik nicht
geeignet sind.

3.7 Testung diverser Meningokokkenstdmme im Dot-Blot mit dem mAK
3/9-2

Aus den bisher erworbenen Daten aus Western-Blot und Dot-Blot ergab sich,
dass der monoklonale Antikorper 3/9-2 im Gegensatz zu dem 4/3-mAK
spezifsch mit den NmeDI-positiven Meningokokkenstammen reagierte. Der
Antikérper 3/9-2 wurde unter Verwendung von Isolaten der Bayerischen
Meningokokkentragersammlung validiert (Claus et al., 2003). Die 822 Isolate
der Bayerischen Meningokokken sind vollstandig durch MLST charakterisiert.
Daruber hinaus liegt fur jeden Stamm die Information vor, ob das NmeDI-R-Gen
vorhanden ist.

Die von Claus et al. 2000 untersuchte MLST-Stammsammlung mit 103
pathogenen Isolaten zeigte eine Spezifitat von NmeDI fur ST-8 uns ST-11
Komplex Meningokokken von 95%. Es handelt sich dabei um das NmeDI-R-
Gen. Dieser Wert wurde mit der Bayerischen Meningokokkenstudie bestatigt.
Von 822 Menigokokkenisolaten gehorten 10 Isolate zu den ST-8 und ST-11
Komplex Meningokokken, die in der DNA-DNA Hybridisierung alle NmeDI-
positiv waren (Claus et al., 2000(a) Claus et al., 2002; Claus et al., 2005). Von
den verbleibenden 812 Meningokokkenisolaten waren nur 5 (<1%) NmeDI-

positiv, ohne zu den ST-8 und ST-11 Komplex Meningokokken zu gehoren (4
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von 136 Isolaten gehoérten zu den ST-44 Komplex Meningokokken, 1 Isolat zu
den ST-914 Komplex Meningokokken)(Claus et al., 2003).

Es wurde gezeigt, dass flnfzehn ausgewahlte  NmeDl-positive
Meningokokkenisolate der Bayerischen Stammsammlung mit dem mAK 3/9-2
im Dot-blot reagierten, wahrend funfzehn ausgewahlte NmeDI-negative Isolate

derselben Stammsammlung mit dem mAK 3/9-2 nicht reagierten.

Abb. 8: Validierung des mAK 3/9-2 im Dot-blot

Abb. 8A: Dot-blot von Meningokokken Lysaten mit mAK 3/9-2
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Abb. 8B: Schema der im Dot-Blot getesteten Neisseria meningitidis-Stamme
(N.m.)

1 2 3 4 5 6
A |N.m. N.m. N.m.
2120 2135 ST-11+

ST-11 ST-74 NmeDIR+
Pos.kontr. | Neg.kontr.
B N.m. N.m. N.m.
ST-11+ ST-11+ ST-11+
NmeDIR+ |[NmeDIR+ | NmeDIR+

C

D N.m. N.m. N.I. N.m. N.m.
ST-11+ ST-11+ ST-11+ ST-11+
NmeDIR+ |NmeDIR+ NmeDIR+ | NmeDIR+

E N.m. N.m. N.m. N.m. N.m.
ST-8+ ST-8+ ST-44+ ST-44+ ST-44+

F IN.m. N.m.

ST-44+ |ST-914+

Abb. 8 A+B: Dot-blot von Meningokokken Lysaten mit mAK 3/9-2

Testung reprasentativer ~ Menningokokkenstamme  der  Bayerischen
Tragerstudie. 10 der 822 Meningokokkenisolate gehoérten den ST-11 und ST-8
Komplex Meningokokken an. Die Spezifitat von NmeDI fur ST-11 und ST-8
betragt 95%.
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4.Diskussion

4.1 Sensitivitat und Spezifitdt des monoklonalen Antikdrpers 3/9-2

Zur Identifikation der hypervirulenten Meningokokkenpopulationen ST-8 und
ST-11 Komplex, die von besonderer Bedeutung fur weltweite Serogruppe-C
Erkrankungen sind, wurde ein monoklonaler Antikdrper gegen die
Endonuklease des R-M-Systems NmeDI erzeugt. Dieser stellt einen exzellenten
epidemiologischen Marker dar, um in Meningokokkenpopulationen die ST-8 und
ST-11 Komplexe zu identifizieren (Claus et al., 2003).

Der Einsatzbereich eines mAK im Bereich von Diagnostik und Forschung hangt
sowohl von der Sensitivitat als auch von der Spezifitat des Antikérpers ab. Die
Sensitivitat bezeichnet die Wahrscheinlichkeit, mit der ein positiver Befund
tatsachlich positiv getestet wird. Die Sensitivitat eines Antikorpers steht in
direktem Zusammenhang mit seiner Affinitat. Die Spezifitat eines z.B. in der
Infektiologie verwendeten Antikorpers ist hingegen definiert als die
Wahrscheinlichkeit, mit der ein diagnostisches Verfahren bei einem
Nichtinfizierten negativ ausfallt. Bezuglich unseres mAK ist die Sensitivitat
zunachst nicht von Interesse, die Spezifitdt wurde wie folgt an diversen
Stammsammlungen getestet.

Der Einsatz des NmeDI-spezifischen mAK 3/9-2 zur Identifikation der ST-8 und
ST-11 Komplex Meningokokken erfolgte zunachst an Meningokokkenisolaten
der diversen Stammsammlungen (Claus et al., 2003). Die von Claus et al. 2000
untersuchte MLST-Stammsammlung mit 103 pathogenen Isolaten zeigte eine
Spezifitat von NmeDI fur ST-8 uns ST-11 Komplex Meningokokken von 95%.
Diese wurde in der Bayerischen Meningokokkenstudie bestatigt. Von 822
Menigokokkenisolaten gehdrten 10 Isolate zu den ST-8 und ST-11 Komplexen,
die in der DNA-DNA Hybridisierung alle NmeDI positiv waren (Claus et al., 2000
(a) und 2002). Aufgrund der niedrigen Anzahl von ST-8 und ST-11 Komplex
positiven Stammen war der positive Vorhersagewert (% positiver
Vorhersagewert = Echt Positive/(Echt Positive + Falsch Positive) in der
Bayerischen Meningokokkenstudie 67%. Der negative Vorhersagewert (%

negativer Vorhersagewert = Echt Negative/(Echt Negative + Falsch Negative)
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war 100% und die Spezifitdt 99,4% (Claus et al., 2002). Desweiteren wurde
gezeigt, dass funfzehn ausgewahlte NmeDI-positive Meningokokkenisolate der
Bayerischen Stammsammlung mit dem mAK 3/9-2 im Dot-blot reagierten,
wahrend funfzehn ausgewahlte  NmeDl-negative Isolate derselben
Stammsammlung mit dem mAK 3/9-2 nicht reagierten. Der mAK 3/9-2 reagierte
ebenfalls mit acht ausgewahlten Stammen der ST-8 Komplex Meningokokken
und mit neun ausgewahlten Stammen der ST-11 Komplex Meningokokken, die
zwischen 1967 und 2000 in verschiedenen Landern isoliert wurden. Diese
Untersuchungen bestatigten die Reaktivitat von mAK 3/9-2 mit den NmeDI-
positiven Stammen (Claus et al., 2003). Der NmeDI-spezifische mAK 3/9-2
reagierte ansonsten weder mit anderen Neisserienstammen wie z.B.
N.animalis, N.canis, N.cinerea, N elongata, N gonorrhoeae, N lactamica noch
mit anderen Bakterienspezies wie Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa (Claus et al., 2003).

Diese Untersuchungen zeigen die Spezifitat von mAK 3/9-2 fur ST-8 und ST-11
Komplex Meningokokken. Der hohe negative pradiktive Wert von 100% ist
somit auf den mAK 3/9-2 Ubertragbar.

Unsere Arbeitsgruppe konnte in fortlaufenden Arbeiten zeigen, dass einige der
getesteten Staphylococcus aureus Stamme auf den NmeDI-spezifischen mAK
3/9-2 positiv reagierten (Claus et al., 2003). Diese Reaktion ist auf eine
unspezifische Bindung des AK mit Protein A von Staphylokokken zurtick-
zufihren, da diese Staphylococcus aureus Stamme auch mit Antikdrpern gegen
den humanen Komplementfaktor C3 und mit murinen mAK, die gegen die
Kapsel der Serogruppe-B Meningokokken gerichtet sind, reagierten. Daher
empfehlen wir zur Anwendung des mAK 3/9-2 in zukUnftigen Studien zum
Direktnachweis von ST-11 und ST-8 Meningokokken in klinischen Materialien
die Elimination der Fc-Region des AK, da das Fc-Stuck an Protein A bindet
(Claus et al., 2003). In der Testung des mAK 3/9-2 im ELISA mit einem NmeDI -
positiven (Stamm 2517) und einem NmeDI-negativen C-Meningokokkenstamm
(Stamm 2631) zeigte sich, dass das cytosolisch gelegene Antigen flr unseren
AK nicht frei zuganglich war. Das Meningokokkenprotein war im ELISA nicht

detektierbar, obwohl das rekombinante Peptid, das in Escherichia coli
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exprimiert wird, im ELISA detektierbar war. Wir vermuten, dass das Epitop in
der korrekt gefalteten Proteinstruktur nicht zuganglich ist, und daher
denaturierende Methoden notig sind (Claus et al., 2003). Allerdings gelang es
uns nicht, durch denaturierende Vorbehandlung der Meningokokken eine
Reaktivitat im ELISA zu erzielen (siehe 3.6). Ein Grund daflr konnte eventuell
eine zu geringe Sensitivitat des ELISA sein.

Zur Bearbeitung bestimmter wissenschaftlicher Fragestellungen ware ein
Direktnachweis von ST-8 und ST-11 Komplex Meningokokken winschenswert.
So kdnnte man beispielsweise das ST-8 bzw. ST-11 Meningokokkentragertum
in Serogruppe C - vakzinierten Populationen untersuchen.

FUr die Entwicklung eines Schnelltestes ware zum Beispiel ein immun-
chromatographischer Test geeignet, wie er bereits zum Nachweis von
Plasmodium falciparum und Clostridium difficile angewendet wird. Flr dieses
Testprinzip wirde neben dem mAK 3/9-2, der den N-terminalen Bereich der
ENase reprasentiert, noch ein zweiter mAK bendotigt, der sich gegen den C-
terminalen Bereich der ENase richtet. In der hier vorliegenden Arbeit wurde
dieser AK bereits hergestellt und als 4/3 bezeichnet. Im ELISA nach der 1.
Subklonierung erschien dieser AK spezifisch, wir sahen auch keine
Kreuzreaktivitat bei Testung mit dem Zelllysat 3/9 (siehe Abb.3.4). Leider stellte
sich sowohl im Dot-Blot als auch im Western-Blot heraus, dass dieser mAK 4/3
nicht spezifisch war, da er sowohl mit dem NmeDI-positiven (Stamm 2120,
Serogruppe C, St-11) als auch mit dem NmeDlI-negativen (Stamm 2135,
Serogruppe B, ST-32) Stamm reagierte. Neben der ENase-spezifischen 40kD-
Bande bei dem NmeDl-positiven Stamm 2120 zeigte sich eine unspezifische
Reaktion mit dem NmeDI-negativen Stamm 2135 (siehe 3.7). Gegebenenfalls
ist also eine erneute Herstellung von monoklonalen Antikorpern gegen NmeDlI

notwendig, um eine hohere Sensitivitat zu erreichen.
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4.2 Anwendungsgebiete des NmeDI spezifischen mAK 3/9-2

Ein Einsatz des mAK 3/9-2 im Bereich der bakteriologischen Routinediagnostik
ist nicht sinnvoll, da es sich um einen Antikdrper zur Feintypisierung handelt,
die in der Routinediagnostik nicht durchgefthrt wird.

Empfohlen wird der Einsatz des NmeDl-spezifischen mAK 3/9-2 in
Meningokokken-Referenzzentren. Hier kann der mAK im Dot-blot Verfahren als
Bestatigungstest eingesetzt werden, wenn Meningokokkenstamme in der PorA-
Typisierung variable Regionen (VR) aufweisen, die mit ST-8 uns ST-11
Komplex Meningokokken assoziiert sind. Hierzu zahlen folgende
Kombinationen: 5-Familie/2-Familie, 5-Familie/10-Familie oder 22-Familie/9-
Familie (http://outbreak.ceid.ox.ac.uk/PorA-VR/vrioder2.htm). In diesem Fall
wird am Nationalen Referenzzentrum fur Meningokokken der getestete Stamm
mit dem NmeDI-spezifischen mAK 3/9-2 in einem Dot-Blot detektiert. Man erhalt
so die Information, ob es sich um einen ST-8 oder ST-11 Komplex Stamm

handelt, ohne eine kosten-und zeitintensive MLST durchfihren zu missen.

Abb. 9 zeigt den am Nationalen Referenzzentrum fiir Meningokokken (NRZM)

verwendeten Algorithmus auf:

Meningokokkenstamm
l PorA- Sequenzierung (VR1/VR2)
5-Familie/2-Familie oder 5-Familie/10-Familie oder 22-Familie/9-Familie

mAK 3/9-2 Test auf Porin B Serotypen 2a und 2b
(ELISA)

Negatlv

Keln Hinweis - ST-8 oder ST-11 wahrscheinlich

auf MC der ST-8 + 2a ST-11 wahrscheinlich

und ST-11 Komplexe + 2b ST-8 wahrscheinlich
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Der Einsatz des mAK 3/9-2 im Bereich der Forschung ist denkbar bei
Tragerstudien zur gezielten Identifizierung von ST-8 und ST-11 Komplex
Meningokokken bei Tragern, z.B. nach Vakzinierungskampagnen gegen die
Serogruppe C. Von Ramsey et al. wurde eine Studie zur Wirksamkeit eines
Serogruppe-C-Konjugatimpfstoffes bei Teenagern und Kleinkindern gezeigt
(Ubersicht in Ramsay et al., 2001), der seit 1999 in GroRbritannien zur
systemischen Impfung von Kindern und Jugendlichen unter 18 Jahren
eingesetzt wird. Die Wirksamkeit dieses Impfstoffes fur Teenager lag bei 97%
und fiir Kleinkinder bei 92%. Damit bestatigte sich die Uberlegenheit des C-
Konjugat-Impfstoffes gegenuber dem normalen C-Polysaccharid Impfstoff, der
bei Kleinkindern aufgrund einer T-Zell-unabhangigen Immunantwort ineffektiv
ist (Ubersicht in Ramsay et al., 2001). Die Einfihrung des C-Konjugat-
Impfstoffes hatte eine signifikante Auswirkung auf die Epidemiologie der
Meningokokken-Erkrankungen in GrofRbritannien. Im ersten Jahr wurden
schatzungsweise 500 Krankheitsfalle und 50 Todesfalle verhindert (CDR
Weekly, 2001; Frosch Uni-Med Science 2003). Die mit hohen Mortalitats- und
Morbiditatsraten einhergehende Erkrankung, die vor allem ST-11 Komplex
assoziiert ist, unterstreichte die Impfempfehlung mit einem solchen C-Konjugat-
Impfstoff. Nach direktem Schutz der Geimpften zeichneten sich Hinweise fur die
Etablierung einer Herdimmunitat in der nicht geimpften Bevolkerungsgruppe ab
(Ramsay et al., 2001). Die Elimination von C-Meningokokken unter geimpften
Tragern unterbricht die Verbreitungskette in einer Population und flhrt zur
Reduktion der Erkrankungsrate in der Bevolkerung unabhangig von deren
Vakzinierungsstatus (Borrow et al., 2000).

Eine weitere Einsatzmdglichkeit des mAK 3/9-2 flr Forschungszwecke ware die
immunhistochemische Untersuchung von Tonsillengewebe zur Identifikation der
ST-8 und ST-11 Komplex Meningokokken. Dazu ware ein Schnelltest von
Nativmaterial, wie Abstriche es Oropharynx, denkbar. Der dazu bendtigte mAK
musste jedoch hochaffin sein. Ein besonderer Vorteil ware, dass der Einsatz
kulturunabhangig moéglich ware (Sim et al., 2000).

Von R.J. Sim et al. wurde die Beziehung zwischen Tragertum von Neisseria

meningitidis und Entwicklung einer invasiven Meningokokkenerkrankung
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untersucht, die nach wie vor nicht ganz verstanden ist. Sim et al., verglich
Abstriche des Nasopharynx von 32 Patienten im Alter von 2 bis 36 Jahren mit
immunhistochemischen Untersuchungen der Tonsillen nach Tonsillektomie
mittels eines mMAK gegen PorA. Die Untersuchung legt nahe, dass die
Besiedlung mit Neisseria meningitidis weit mehr verbreitet ist, als zuvor
gedacht. Die Nasopharynxabstriche waren im Vergleich zu den
immunhistochemischen Untersuchungen nach Tonsillektomie nur in einem
Viertel der Falle positiv. Neisseria meningitidis wurde bei 3 der 32 untersuchten
Patienten durch die Nasopharynxabstriche diagnostiziert, was dem geschatzten
Tragertum in der Bevodlkerung von etwa 10% entspricht. Im Vergleich dazu
waren in der PorA-Immunhistochemie 14 der 32 Patienten, also 45%, Trager
von Neisseria meningitidis - Antigen. Diese Untersuchung lasst vermuten, dass
das Tragertum in der Bevolkerung weit Uber 10% liegt. Ausserdem zeigte diese
Untersuchung, dass Neisseria meningitidis sich bei 4 der 32 Patienten nicht auf
der Oberflache der Tonsillen aufhielt, sondern in der tiefer gelegenen
Epithelzellschicht zu finden war, die durch Abstriche des Nasopharynx nicht
erreichbar waren (Sim et al., 2000). Es ist nattrlich unklar, ob es sich bei diesen
Antigennachweisen tatsachlich um einen Nachweis vermehrungsfahiger
Meningokokken handelt. Bisher hat unsere Arbeitsgruppe noch keinen Hinweis
auf die Moglichkeit der Verwendung der mAK zu Detektion von Meninigokokken
in Gewebeschnitten. Die Probleme des Nachweises mittels ELISA lassen die
Anwendung des mAK 3/9-2 aufgrund der zu geringen Sensititvitat eher

unwahrscheinlich erscheinen.

4.3 Methodenvergleich

Herkdmmliche serologische Typisierungsmethoden pathogener Mikroorganis-
men wie Neisseria meningitidis erlaubten in der Vergangenheit zwischen
verschiedenen Laboren, in denen die Daten erhoben wurden, keinen
zuverlassigen Datenvergleich. Um dieses Problem zu Uberwinden, wurde die
Multilocus Sequenz Typisierung (MLST) zur DNA-Sequenz basierten

Charakterisierung von Mikroorganismen entwickelt (Urwin and Maiden, 2003).

63



Diskussion

Die MLST basiert auf der Analyse der Allele verschiedener Stoffwechselgene.
Es werden 400-500 bp lange interne DNA-Fragmente von sieben
Stoffwechselgenen, die keiner Immunselektion unterliegen, untersucht (Maiden
et al., 1998). Typen-spezifische Sequenzunterschiede beruhen auf spontanen
Mutationen oder horizontalem Gentransfer, die die Funktion der Bakterienzelle
nicht negativ beeinflussen. So erhdlt man einen Einblick in die
Populationsstruktur der bakteriellen Spezies (Maiden et al., 1998). Bis heute
wurden mittels MLST mehr als 3000 verschiedene Sequentypen von Neisseria
meningitidis in mehr als 50 Landern identifiziert (http:// bubmlst.org/neisseria).
Neben dem objektiven Vergleich der Daten ist mittels der MLST auch ein
schneller  globaler Vergleich von Daten via Internet moglich
(http://bubmist.org/neisseria). Vor allem im Hinblick auf die globale
Epidemiologie von Infektionskrankheiten ist die MLST unerlasslich (Urwin and
Maiden, 2003).

Vergleicht man die MLST und die Anwendung des mAk 3/9-2 bezulglich Kosten,
Dauer, Arbeitsanfall und Genauigkeit, lasst sich folgendes feststellen:

Die MLST ist teurer und zeitaufwendiger als der Einsatz des mAk 3/9-2. Der zu
untersuchende Stamm bedarf je einer PCR der 7 Stoffwechselgene mit
anschliessender Aufreinigung und Sequenzierung, das heisst 7 PCR-
Reaktionen und 14 Sequenzreaktionen. 2 Arbeitstage bis zum Ergebnis sind als
realistisch einzustufen, und auch nur dann, wenn in den ausfihrenden Laboren
eine ,high-throughput-facility“ und automatische Datenanalyse mdglich ist. Die
Genauigkeit der MLST ist allerdings bei 100% anzusetzen. Zudem werden ST-8
und ST-11 Meningokokken differenziert. Die Anwendung des mAK 3/9-2 ist
kostengunstiger und innerhalb eines Arbeitstages gut zu bewaltigen. Die
Spezifitat des mAK 3/9-2 fur NmeDI liegt bei 95% und ist damit sehr genau
(Claus et al., 2003). Das Probenmaterial ist fur die MLST leichter zu gewinnen.
Die PCR kann direkt vom Transportmaterial, wie beispielsweise einem Tupfer,
gemacht werden. Bei Anwendung des mAK im Dot-Blot ist dies nicht mdglich,

da Kulturmaterial vorliegen muss.
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Tab. 3: Vergleich von MLST und mAK 3/9-2

MLST mAK 3/9-2 Dot-Blot
Dauer > 2 Tage 1 Tag
Kosten Hoch (Materialkosten |Niedrig (Materialkosten < 10
ca.60 Euro) Euro)
Kulturunabhangige Protokolle vorhanden | Bisher nicht moglich
Durchfuhrung (Kriz et al.,2000)
Diskriminierung Alle Sequenztypen Auf gemeinsame Erfassung
der ST-8/ST-11 Komplexe
beschrankt

4.4 Methodenkritik

Die Auswahl der Endonuklease des R-M-Systems NmeDI als Target fur die
Herstellung des mAK 3/9-2 beruhte auf folgenden Uberlegungen: fiir
Meningokokken wurden von unserer Arbeitsgruppe R-M-Systeme beschrieben,
die als genetische Marker identifiziert wurden und spezifisch fir verschiedene
klonale Linien der Meningokokken sind (Claus et al., 1999, 2000 (a) und 2001).
Die Gene, die NmeDI kodieren, sind zwischen den Genen pheS und pheT
inseriert, die die a-und B-Kette der Phenylalanyl-tRNA-Synthetase kodieren.
Der Lokus in der Nahe der tRNA-Synthetase-Gene scheint ein bevorzugter
Integrationsort fir heterologe DNA-Fragmente der Meningokokken zu sein. Die
pheS/T-Insertionen sind klonal stabil verteilt und die Insertionsvariabilitat ist
innerhalb klonaler Linien vermutlich gering. Dies konnte mit der InsertionsgrofRe
und der dadurch reduzierten homologen Rekombinationsfrequenz Uber die
flankierenden Gene pheS und pheT begrindet sein. NmeDl kommt bei
Meningokokken der klonalen Linien ST-8 und ST-11 Komplex vor. Unser mAK

3/9-2 richtet sich gegen die sequenzspezifische Endonuklease des R-M-
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Systems NmeDI und somit gegen ein intrazellulares Protein; dieses unterliegt
keiner Immunselektion und ist epitopstabil. Dies wird zudem dadurch
begunstigt, dass NmeDI nicht bei kommensalen Neisserien vorkommt und
somit die Ausbildung eines Pools variabler Sequenzen von NmeDIl wenig
wahrscheinlich ist. Endonukleasen sind sehr heterogen und weisen nur eine
geringgradige Verwandschaft untereinander auf (Jeltsch et al., 1995). In den
von uns durchgefuhrten Experimenten erwies sich der AK daher auch als
spezifisch (Claus et al., 2003).

Nachteile in der Benutzung des mAK 3/9-2 liegen darin, dass der AK nicht im
routinegangigen ELISA angewendet werden kann, da wir mit den verwendeten
Zellaufschlussmethoden das intrazellulare Antigen nicht detektieren konnten
(siehe 3.6 und 4.1). Zudem kann der Ak nicht zum Direktnachweis von ST-8
bzw. ST-11 Komplex Meningokokken eingesetzt werden, da sich eine
Kreuzreaktivitat mit Protein A diverser Staphylococcus aureus- Stamme
herauskristallisiert hat, sodass vor Gebrauch des Ak die Fc-Region eliminiert
werden muss, damit nur die Fab-Fragmente mit ihrer antigenbindenden Aktivitat
vorhanden sind (Claus et al., 2003).

Fraglich ist der Einsatz unseres Ak auf histologischen Praparaten, wie es von
Sim et al. zur Identifikation der ST-8 und ST-11 Komplex Meningokokken auf
Tonsillengewebe durchgefiihrt wurde (Ubersicht in Sim et al., 2000). Hier stellt
sich die Frage, ob der mAk 3/9-2 zum histologischen Nachweis der ST-8 und
ST-11 Komplex Meningokokken sensitiv genug ware.

Als Alternative zur Herstellung eines mAk nach konventioneller Methode ware
einPhage-Display denkbar. Diese Methode erlaubt die Herstellung von
Antikérpern hoher Spezifitat und Affinitat (Ubersicht in Ohlin und Borrebaeck,
1996), und ist daher der konventionellen Methode der Herstellung monoklonaler
Antikorper uberlegen. Einen NmeDlI-spezifischen mAk durch Phage-Display
herzustellen, ware bezuglich eines Schnelltestes zum Nachweis von ST-8 und
ST-11 Komplex Meningokokken aufgrund der hoheren Affinitat in Erwagung zu
ziehen. (http://www.immun.Ilth.se/TEXTER/MO/phage_display.html).
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5. Zusammenfassung

Die Population der Meningokokken besteht aus einer heterogenen Mischung
von Isolaten, die selten Erkrankungen hervorrufen und von Gruppen eng
verwandter Stdmme (klonale Linien), die zum Ausbruch der Erkrankung fuhren
konnen. Diese klonalen Linien besitzen eine erhdhte Fahigkeit zur
Verursachung der Erkrankung und werden daher als hypervirulente Linien
bezeichnet (Maiden et al., 1998). Klonale Linien kommen aber auch bei
avirulenten Stammen vor, was bedeutet, dass es viele Klone und klonale Linien
gibt, aber nur wenige davon mit der Erkrankung assoziiert sind. Die beiden
wichtigen hypervirulenten Meningokokkenlinien ST-8 und ST-11 Komplex sind
von besonderer Bedeutung fur weltweite Serogruppe-C Erkrankungen. Von
Claus et al. wurde 2000 durch DNA-DNA-Hybridisierung gezeigt, dass das
putative R-M-System NmeDI spezifisch fur diese beiden Linien ist. Die
untersuchte MLST-Stammsammlung wies eine Spezifitdt von NmeDI fir die ST-
8 und ST-11 Komplexe von 95% auf (Claus et al., 2000). NmeDI stellt somit
einen exzellenten epidemiologischen Marker zur ldentifikation der ST-8 und ST-
11 Komplex Meningokokken dar. Aufgrund dieser Ergebnisse kam unsere
Arbeitsgruppe zu dem Entschluss, einen monoklonalen Antikorper gegen die
Endonuklease des R-M-Systems NmeDI zu erzeugen, um ihn zur raschen
Identifizierung von ST-8 und ST-11 Komplex Meningokokken in der Diagnostik
des Nationalen Referenzzentrums fur Meningokokken einzusetzen. Dazu
wurden der 5- und 3’- Bereich des Endonukleasegens des Stammes 2120
(Serogruppe C, ST-11) in den Expressionsvektor pQE-32 kloniert und das
jeweilige kodierte Protein exprimiert. Die Herstellung der mAK erfolgte nach
konventioneller Methode. Das jeweilige Protein wurde daher nach Aufbereitung
und Konzentrationsbestimmung zur Immunisierung je zweier Mause verwendet.
Nach mehrfacher Immunisierung der Tiere und Immunisierungskontrolle durch
Western-Blot der Mausseren, wurden nach Splenektomie der Mause die
Mausmilzzellen mit Myelomzellen fusioniert. Das Sreening des Fusionserfolges
wurde mittels ELISA durchgefihrt. Zellen positiv getesteter Uberstéande wurden

weiter kultiviert und kloniert, bis schliesslich nach der 3. Subklonierung je ein
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monoklonaler Antikorper vorlag. Die Bezeichnung des mAK des N-terminalen
Bereiches lautet mAK3/9, die des mAK des C-terminalen Bereiches mAK4/3.
Die mAK wurden dann sowohl im ELISA, als auch im Western-Blot und Dot-Blot
an verschiedenen NmeDl-positiven und NmeDI-negativen Stdmmen getestet.
Aufgrund der Problematik, dass das durch den Antikdrper zu erkennende
Antigen cytosolisch vorliegt, konnte dieses im ELISA trotz verschiedener
Zellaufschlussmethoden nicht detektiert werden. Im Western-blot und im Dot-
Blot reagierte der mAK 3/9 NmeDI-spezifisch. Der mAK 4/3 erwies sich als
NmeDI-unspezifisch, da er auch mit einem NmeDI-negativen Stamm reagierte.
Der AK 3/9 wurde anschliessend unter Verwendung von Isolaten der
Bayerischen Meningokokkentragersammlung validiert (Claus et al., 2003). Es
wurde gezeigt, dass flunfzehn ausgewahlte NmeDI-positive Meningokokken-
isolate der Bayerischen Stammsammlung mit dem mAK 3/9 reagierten, derweil
funfzehn ausgewahlte NmeDI-negative Isolate derselben Stammsammlung
nicht mit dem mAK 3/9 reagierten. Der mAK 3/9 wird in der Diagnostik des
Nationalen Referenzzentrums fur Meningokokken am Institut fir Hygiene und
Mikrobiologie zur ldentifikation der ST-8 und ST-11 Komplex Meningokokken

nun routinemanig eingesetzt.
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7. Anhang

7.1 Abkirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AK Antikdrper

Amp. Ampicillin

Blot Transfer von DNA oder Proteinen auf eine Membran
bp Basenpaare

C Celsius

cpm Impulse (counts) pro Minute

cps Kaspelgenkomplex von N. meningitidis

C-Terminus Carboxyterminus

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

ddH,0 doppelt destilliertes Wasser

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Mischung der Desoxyribonukleintriphosphate dATP, dCTP, dGTP,
dTTP

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

ENase Endonuklease

ET Elektrophoretischer Typ

FCS Fetales Kalberserum

g Erdbeschleunigung (gravity)

h Stunde

HAT Hypoxanthin Aminopterin Thymidin

HGPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase

IL Interleukin

IPTG Isopropyl-1-thio R-D-Galaktosidase

kb Kilobasenpaare

LB-Medium Luria-Bertani-Medium
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LPS

M

M
mAK
MBL
MC
MCC
Min
MLEE
MLST
N.m.
NmeDI
N-Terminus
oD
OMP
PBS
PCR
PEG
pH
Primer
RDA
R-M-System
RT
SDS
sec
ST
Tab.
Taq
TBE
TE
Tris

U

Lipopolysaccharid

mikro

molar

monoklonaler Antikorper
Mannose-binding Lektin

Meningokokken
Meningokokken-Serogruppe-C-Konjugat
Minute

Multilocus-Enzymelektrophorese
Multilocus-Sequenztypisierung
Neisseria meningitidis

Putatives R-M-System

Aminoterminus

Optische Dichte

outer membrane protein
Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Polyethylenglycol

neg. dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-konz.
Oligonukleotid

Reprasentative Differenzanalyse
Restriktions-Modifikations-System
Raumtemperatur
Natriumdodecylphosphat

Sekunde

Sequenztyp

Tabelle

Thermus aquaticus
Tris-Borat-EDTA-Puffer
Tris-HCI-EDTA-Puffer
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Unit(Enzymeinheit)
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uv

Vol.

VR

Ultraviolett

Volt

Volumen
Variable Region
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