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Einflihrung 1

1. Einfihrung

1.1 Epidemiologie von Neisseria meningitidis

Neisseria meningitidis (Meningokokken) sind gramnegative, aerobe
Diplokokken der Gattung Neisseria, die mindestens 20 bekannte Spezies
umfasst [3]. Sie werden in 12 Serogruppen unterteilt, von denen weltweit die
Serogruppen A, B und C fur den Grofteil der Erkrankungen verantwortlich sind.
In Deutschland werden bei invasiven Infektionen seit Jahren fast ausschlieflich
die Serogruppen B (etwa zwei Drittel aller Falle) und C (etwa ein Viertel aller
Falle) registriert. In Asien und Afrika dominieren die Serogruppen A und C, im
afrikanischen ,Meningitisgurtel” vornehmlich Meningokokken der Serogruppe A
[4]. N. meningitidis gehort damit zu den weltweit fuhrenden Ursachen fur
Meningitis und Sepsis bei ansonsten gesunden Individuen. Im Jahre 2006 lag
die Inzidenz der invasiven Meningokokken-Erkrankungen im gesamten
Bundesgebiet bei 0,67 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner [5]. Am haufigsten
betroffen von invasiven Meningokokkenerkrankungen sind Sauglinge und
Kleinkinder, da deren Immunsystem noch keine protektiven Antikérper
entwickeln hat [4]. Gleichzeitig weisen Kleinkinder die geringsten, Jugendliche
und junge Erwachsenen dagegen die hochsten Tragerraten auf [3]. Der
Tragerstatus gilt als immunisierender Prozess, infolge dessen es zur Bildung
protektiver Antikorper kommt. Daneben bilden die gesunden Trager das einzige
bisher bekannte Reservoir flir N. meningitidis.

Die deutliche Diskrepanz zwischen den relativ hohen Kolonisierungsraten mit
etwa 10 % der Europaer und den relativ geringen Inzidenzen der
Meningokokkeerkrankung zeigt, dass es sich bei Meningokokken um
Kommensale handelt, die nur in wenigen Fallen zum Krankheitsausbruch
fuhren [3].

Neben Meningokokken gelten nur die Gonokokken als humanpathogene
Neisserien. Zu den apathogenen Neisserien zahlen z.B. N. lactamica und N.
cinerea, die enge Verwandtschaft zu den Pathogenen N. gonorrhoeae und N.

meningitidis aufweisen [3].
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1.2 Pathogenese von Neisseria meningitidis

Warum Meningokokken bei manchen Menschen diese schweren Verlaufe
hervorrufen, bei den meisten jedoch asymptomatisch den Nasenrachenraum
kolonisieren ist noch nicht endgultig geklart. Wichtige Mechanismen in diesem
Zusammenhang scheinen Unterschiede in der Epithelzelladhdrenz und -
invasion, in der Zerstérung von Endothelzellen und in der inflammatorischen
Reaktion des menschlichen Immunsystems zu sein. Des Weiteren
pradisponieren Defekte der Antikorperbildung bzw. des Komplementsystems,
Schadigungen der Schleimhaute sowie Allgemeinerkrankungen, die zur
Immunsuppression fluhren (z.B. CLL, Myelom, Z.n. Splenektomie) zum
Ausbruch der Erkrankung. Eintritt in die Blutbahn erhalten die Meningokokken
wesentlich haufiger als dies klinisch relevant wird, da dies in aller Regel nur
kurze Zeit (transient) stattfindet. Gelingt es den Bakterien in einem solchen Fall
sich dem humoralen Immunsystem und der Phagozytose zu entziehen, kommt
es zur entscheidenden Vermehrung innerhalb der Blutbahn. Diese Vermehrung
der Meningokokken korreliert mit der systemischen Freisetzung von Zytokinen
wie IL-1, IL-6 und TNF-a, einer SchlUsselreaktion in der Pathogenese der
Erkrankung (Ubersicht in: [1]).

1.3 N. meningitidis - Ubertragung und Erkrankung

Die Ubertragung der Meningokokken, deren einziger Wirt der Mensch ist, erfolgt
durch Inhalation von Aerosolen oder direkten Kontakt mit Sekreten des
Nasopharyngealtraktes [1].

Das Krankheitsspektrum erstreckt sich von vorubergehenden
asymptomatischen Bakteriamien bis hin zu foudroyanten septischen Verlaufen,
die innerhalb weniger Stunden zum Tode fuhren konnen. Generell ist der
klinische Verlauf einer Meningokokken-Sepsis schwerer als der einer isolierten
Meningokokken-Meningitis. Die Meningokokken-Sepsis imponiert durch
Symptome wie abrupt einsetzendes Fieber, petechiale Blutungen, die bis zur

Purpura fulminans fortschreiten kénnen, rasch beginnende Hypotension mit
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akuten suprarenalen Hamorrhagien (Waterhouse-Friderichsen-Syndrom) und
Multiorganversagen.

Seit Juli 2006 empfiehlt die Standige Impfkommission (STIKO) am RKI eine
Impfung mit einem konjugierten Meningokokken-C-Impfstoff fur alle Kinder ab
einem Alter von 12 Monaten. In Deutschland stehen weiterhin Polysaccharid-
Impfstoffe fur die Impfung gegen Meningokokken der Serogruppen A/C oder
A/C/W135/Y zur Verfugung, die jedoch bei Personen unter einem Alter von 2
Jahren nur eingeschrankt wirksam sind. Gegen die bei uns vorherrschende

Serogruppe B existiert dagegen bisher noch kein zugelassener Impfstoff [4].

1.4 Klassifizierung und Einteilung von N. meningitidis

Die klassische Einteilung der Meningokokken erfolgt anhand der folgenden vier
Oberflachenantigene: die Polysaccharidkapsel stellt die Basis der
Serogruppeneinteilung dar, die Unterteilung in Serotypen beruht auf Klasse 2
und 3 OMPs (outer membrane proteins, PorB), die der Serosubtypen auf
Klasse 1 OMPs (PorA). Die Bestimmung des Immunotyps erfolgt durch die
Analyse der Lipooligosaccharid-Epitope, sodass ein serologisch klassifizierter
Stamm letztendlich in der Reihenfolge Serogruppe, Serotyp, Serosubtyp und
Immunotyp bezeichnet wird [4, 6]. Da bei invasiven Meningokokkenerkrankung
nur einige wenige Serogruppen vorkommen [3, 7], erlaubt die Einteilung in
Serogruppen keine genaue Diskriminierung flr epidemiologische Studien.
Hinzu kommt, dass sich nicht alle Stamme aufgrund ihrer hohen genetischen
Diversitat und Phasenvariabilitat in Serotypen und Serosubtypen einteilen
lassen. Nicht zuletzt spielt auch der hohe Selektionsdruck auf die
Oberflachenantigene als Ursache der hohen Transformationsrate eine wichtige
Rolle [8, 9]. Somit kann eine Beurteilung der klonalen genetische Struktur bzw.
der genetischen  Verwandtschaft fir  Langzeitepidemiologien  der
Meningokokkenpopulation durch Serogruppen, Serotypen und Serosubtypen
nur bedingt erfolgen [10].

Weitaus genauer lassen sich Meningokokken in Epidemiologie und Dynamik

durch die Methoden der Multilocus-Enzym-Elektrophorese-Typisierung (MLEE)
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und der Multi-Locus-Sequenztypisierung (MLST) diskriminieren [11]. Die MLEE
analysiert Enzymvarianten wichtiger Stoffwechselenzyme durch Beurteilung
ihrer elektrophoretischen Mobilitat und erfasst damit mehrere unabhangige
genetische Loci, sodass auch eng verwandte Stamme differenziert werden
konnen [10]. Ein groRer Nachteil dieser Methode liegt jedoch in der
unzureichenden Vergleichbarkeit der Ergebnisse, sobald diese aus
unterschiedlichen Laboren kommen. Die MLST ermdglicht durch
Sequenzierung von 430 — 501bp langen Nukleotid-Sequenzen die Detektion
von sieben sogenannten housekeeping-Genen [11]. Dabei handelt es sich um
Gene, die fur essentielle Enzyme der Meningokokken kodieren und somit
keinem erhohten Selektionsdruck unterliegen [12]. Neben der Moglichkeit, die
Analyse direkt (ohne Bakterienisolierung) aus dem Blut oder Liquor des
Patienten durchzufihren, besteht der gro3e Vorteil der MLST in der guten
Vergleichbarkeit ihrer Ergebnisse wodurch der Aufbau einer weltweiten
Datenbank moglich wurde. Auf diese Weise konnen epidemiologische Studien
uber grof3e Zeitraume und unter Einbeziehung mehrerer Labore durchgefuhrt
werden [11].

Stamme mit der gleichen Allelkombination der untersuchten Gene werden in
einem Sequenztyp zusammengefasst [11]; Sequenztypen wiederum, die in vier
oder mehr Allelen mit einem bestimmten zentralen Sequenztyp
ubereinstimmen, werden als ein klonaler Komplex bezeichnet, der dann nach
dem zentralen Sequenztyp benannt wird [7].

Die Analyse multipler Loci des Genoms von N. meningitidis hat auch deshalb
solch groRe Bedeutung, weil Meningokokken hohe Rekombinationsraten und
damit eine nicht-klonale Populationsstruktur aufweisen [12, 13]. AufRerdem
zeigen |solate der Tragerpopulation ausgepragte genetische Unterschiede [14,
15], wahrend die meisten Krankheits-assoziierten Stamme einigen wenigen
hypervirulenten Linien angehoren, die sich innerhalb ihrer housekeeping-Gene
kaum unterscheiden [11, 16]. Genetische Analysen von N. meningitidis mittels
Multi-Locus-Sequenztypisierung (MLST) konnten zeigen, dass in der Regel nur
diese als hypervirulente Linien bezeichneten Genotypen fur die meisten

Erkrankungsfalle verantwortlich sind [11] und damit in den Krankheitsisolaten im
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Vergleich zur Tragerpravalenz stark Uberreprasentiert sind [10, 16]. Gleichzeitig
werden Stamme der hypervirulenten Komplexe nur sehr selten aus gesunden
Tragern isoliert [14, 15]. Bis heute bleibt die Frage, welche genetischen
Strukturen genau fir die unterschiedliche Krankheits-verursachende Potenz der
hypervirulenten Linien gegenuber den Tragerisolaten verantwortlich sind,

unbeantwortet.

1.5 Virulenzfaktoren der Meningokokken

1.5.1 Die Polysaccharidkapsel

Die Polysaccharidkapsel erfullt bei N. meningitidis eine ganze Reihe von
Funktionen. Zum einen verhindert sie die Austrocknung der Bakterien wahrend
der Transmission [17]; darUber hinaus schitzt sie die Meningokokken vor der
Phagozytose durch menschliche Abwehrzellen [18]. Auch fur die
Serumresistenz der Bakterien benotigen diese die Expression ihrer Kapsel [19].
Damit gilt die Polysaccharidkapsel der Meninokokken als deren
Hauptvirulenzfaktor [19-21].

Auf der Grundlage der chemischen Zusammensetzung und immunologischer
Eigenschaften der Polysaccharidkapsel werden heute 12 verschiedene
Serogruppen unterschieden, von denen in der Regel nur funf Serogruppen (A,
B, C, W135 und Y) mit der Meningokokkenerkrankung assoziiert sind [22]. Die
Gene die fir N. meningitidis noétig sind, um Synthese, Transport und
Modifizierung der Kapsel zu gewahrleisten werden im Kapsel-Synthese-Gen-
Cluster (cps) zusammengefasst, das insgesamt aus funf Regionen (A-E)
besteht [23]. Die Gene fur die Synthese der Polysaccharidkapsel finden sich in
der Region A [24], wobei durch Variationen der Gene in dieser Region A
Polysaccharidkapseln verschiedener Serogruppen exprimiert werden konnen.
So weisen z.B. die Stamme der Serogruppen B, C, W-135 und Y, deren Kapsel
Sialinsdure enthalt, verschiedene Varianten des Gens siaD auf; dieses Gen
kodiert fur eine Polysialyltransferase [24, 25]. Der Austausch von Allelen, die fur
die Polysialyltransferase kodieren, ermoglicht es beispielsweise einem B-

Stamm eine Serogruppe C-Kapsel zu exprimieren [24].
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Daneben unterliegt die Kapsel der Phasenvariation; dabei wird die Synthese
der Polysaccharidkapsel entweder durch Insertion einer mobilen DNA-Sequenz
(1IS1301) in das Gen siaA (Region A) reversibel inaktiviert oder mittels eines
»Slipped strand mispairing“- Mechanismus im Polysialyltransferase-kodierenden
Gen siaD unterbrochen [26, 27]. Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass
auch irreversible Vorgange zur Kapselausschaltung vorkommen [28].

Dieses Ausschalten der Kapselexpression konnte den Meningokokken dazu
dienen, die Epithelbarriere des Nasopharynx besser zu Uberwinden und mittels
nachfolgender Reexpression in der Blutbahn dem Immunsystem des Wirts zu
entgehen [26]. So hat sich gezeigt, dass Meningokokken wahrend der
Kolonisation des Nasenrachenraums oft in unbekapseltem Zustand vorliegen
[27, 29]. Es sind jedoch auch Stamme bekannt, denen die Regionen A, B und C
des cps-Locus fehlen und damit von vornherein keine Kapsel exprimieren
kénnen. Die Operons fiur Kapselsynthese, Modifikation und Transport sind bei
diesen sogenannte Kapsel-null-Locus (cnl) Stammen durch nicht kodierende
Regionen ersetzt [29]. Dabei konnen Tragerisolate sowohl in bekapseltem als
auch in unbekapseltem Zustand vorkommen [27, 29].

Ahnlich dem LPS der Meningokokken (s. Kapitel 1.5.3) zeigt auch die
Poklysaccharidkapsel antigenes Mimikry; so gleicht die a-2-8 Polysialinsaure
der Serogruppe B Kapsel Oberflachenstrukturen neuronaler Zellen des
Menschen. Aufgrund dieser Eigenschaft konnte bis heute kein Impfstoff

entwickelt werden [30].

1.5.2 Zellwand von N. meningitidis

Der typische Zellwandaufbau von Gram-negativen Bakterien lasst sich auch bei
Meningokokken beobachten (Abbildung 1). Hier finden sich die wichtigsten
Virulenzfaktoren von N. meningitidis, zu denen neben der Kapsel (s. Kapitel
1.5.1) bestimmte Aullenmembranproteine, Lipooligosaccharide (s. Kapitel
1.5.3) und Pili gehdren. Die AulRenmembranproteine lassen sich in die Klassen
1-5 unterteilen: die Porine Por A (Klasse 1 Auflenmembranprotein) und PorB
(Klasse 2 und 3 Aulienmembranprotein) bilden Poren in der aul3eren Membran,

durch die kleinere hydrophile Teilchen die Membran Gberwinden kénnen [4].
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Daneben zahlen auch die ,opacity-associated proteins“ wie Opa und Opc zu
den AulRlenmembranproteinen (beide Klasse 5 AuRenmembranproteine). lhre
Funktion besteht in erster Linie darin, Adharenz an Wirtszellen (Opa und Opc)

und Leukozyten (Opa) zu vermitteln [31, 32].

Pilus

Membranproteine

Kapsel

T
ot

AN

Lipopolysaccharid

~

111@1134 ]l

Periplasmaraum

Zytoplasmamembran

TTTTT'TTT'T 111
um $ dddd

Proteine

Abbildung 1: Aufbau der Zellwand Gram-negativer Bakterien [1]

Als wichtigste Adhasine gelten jedoch die aus der aulleren Membran
herausragenden Pili, welche die initialen Schritte der Epithel- und
Endothelzelladharenz vermitteln [4]. Dabei unterliegen sowohl Pili, als auch
Opa und Opc Proteine der Phasenvariation, das hei3t sie werden nicht
permanent exprimiert. Auch die Porine sind einem hohen Selektionsduck

ausgesetzt, der sich in standigen Variationen der Antigenitat aul3ert [3].

1.5.3 Das Lipopolysaccharid (LPS)

Das Lipopolysaccharid (LPS) der Meningokokken ist von auf3erordentlicher

Bedeutung fur die Pathogenese der invasiven Meningokokkenerkrankung. Das
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LPS von N. meningitidis besteht aus einem in der aulleren Membran
verankertem Lipidanteil, an den ein Polysaccharidanteil angeschlossen ist.

Das Lipid A gilt hierbei als die eigentlich toxische Komponente der
Meningokokken. Im Gegensatz zum LPS der meisten anderen Gram-negativen
Bakterien besteht der Polysaccharidanteil nur aus wenigen Zuckerresten,
weshalb das LPS der Meningokokken haufig auch als Lipooligosaccharid (LOS)
bezeichnet wird [33].

An das Lipid A sind zwei Heptosemoleklle Uber ein Keto-desoxy-octulon-
Saure-Molekul (Kdo 1) gebunden. Das Kdo | und ein weiteres damit
verbundenes Kdo |l sowie die beiden Heptosemolekule bilden die Kernstruktur
des LPS [34, 35]. Nach dem Kdo | verzweigen sich die entsprechenden
Zuckerketten uber die beiden Heptosemolekule. Die o-Kette hangt direkt an
Heptose |, wahrend die - und y-Kette Uber Heptose Il mit ihr verbunden sind
[35]. An die beiden Heptosemolekule kdnnen unterschiedliche Oligosaccharid-
Substituenten angefligt sein, sodass man heute insgesamt 12 verschiedene
Immunotypen des LPS kennt. Die verschiedenen Immunotypen unterliegen der
Phasenvariation, was einigen Meningokokken in Abhangigkeit von ihrer
genetischen Ausstattung einen Wechsel zwischen verschiedenen LPS-Typen
ermdglicht. Auf diesem Wege gelingt es beispielsweise L3, 7, 9 Meningokokken
zum L8 Phanotyp zu wechseln [36]. Dies ist deshalb relevant, da die
verschiedenen Immunotypen zu bestimmten  Zeitpunkten in  der
Meningokokken-Wirtszell-Interaktion gehauft auftreten. So dominiert der L8-
Immunotyp vornehmlich wahrend der Kolonisation des Nasopharynx, wahrend
die L3, 7, 9 Stamme im Tiermodell hauptsachlich aus der Blutbahn isoliert
werden [20, 27]. Die Immunotypen L2, 3, 5, 7, 9 weisen terminal eine Lacto-N-
neotetratose auf [6, 37]; diese weist strukturelle Ahnlichkeiten mit
Glycosphingolipiden an der Oberflache humaner Zellen auf [38, 39]. Vermutlich
reprasentieren diese immunologisch identischen Strukturen antigenes Mimikry,
das bekanntermallen entscheidende Bedeutung flir humanpathogene Erreger
besitzt, da sie sich auf diese Weise dem Immunsystem entziehen konnen [33,
40].
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Das LPS der Meningokokken stellt den wichtigsten Aktivator fur dendritische
Zellen und deren Zytokinproduktion dar [31, 41]. Der Polysaccharidanteil des
LPS dagegen, v.a. die a-Kette, verhindert eher die Erkennung und Phagozytose
unbekapselter Meningokokken durch dendritische Zellen, beeinflusst jedoch
nicht die DC-Aktivierung und Zytokinproduktion [42].

1.6 Das Zwei-Partner-Sekretions System am Beispiel von B. pertussis

1.6.1 Bordetella pertussis

Bei Bordetella pertussis handelt es sich um ein Gram-negatives Bakterium, das
als Erreger des Keuchhustens den Respirationstrakt des Menschen infiziert. Zu
seinen Virulenzfaktoren gehért neben den Toxinen (Pertussistoxin,
Adenylatcyclasetoxin und Dermonekrotiktoxin) und den Adhasinen Fimbrien
und Pertactin auch das filamentose Hamagglutinin (FHA), das als wichtigstes

Adhasin angesehen wird [43].

1.6.2 Struktur und Funktion des FHA
Das filamentdése Hamagglutinin von Bordetella pertussis ist ein 220-kDa grol3es

Oberflachenprotein, das einen Hauptbestandteil des azellularen Impfstoffes zur
Immunisierung gegen Keuchhusten darstellt [44, 45]. Zum einen vermittelt das
FHA Uber eine Carbohydrat-Bindungsstelle Adharenz an zilientragende Zellen,
wie sie im Nasopharynx des Menschen vorkommen, zum anderen bindet FHA
uber eine Heparin-bindende Domane auch an nicht-zilientragende Epithelien
[46]. DarUber hinaus interagiert die RGD-Domane (Arg-Gly-Asp) des FHA mit
dem B2 Intergrin Rezeptor CR3 auf der Oberflache humaner Makrophagen [47-
49] und zeigt Relevanz bei der Invasion respiratorischer Epithelzellen Uber ein
asPB1 Integrin [50]. Das filamentdse Hamagglutinin von Bordetella pertussis wird
mittels des two-partner-secretion (TPS) Systems, das im Folgenden

beschrieben ist, sezerniert.
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1.6.3 Das TPS System

Gram-negative Bakterien haben insgesamt  sechs  verschiedene

Sekretionswege zur Proteinsekretion entwickelt; sie werden in die Klassen | bis

IV, die Autotransporter-Sekretion
und das two-partner-secretion
(TPS) System unterteilt, wobei die

letzten beiden heute auch als

Klasse Vv zusammengefasst
werden [51, 52]. Fur den Transport
der Proteine Uber die innere

Zellmembran steht prinzipiell der

Mechanismus der Tat-mashinery

oder der Sec-mashinery zur

SPTPS  TpsA SP TpsB Verflgung, wobei letztere in N.

Abbildung 2: Schematische Darstellung des two- menmgltldls hochkonserviert

partner-secretion-pathway scheint [53]. Uber die &uRere
SP = Signalpeptid; TPS = TPS-Doméne; TpsA
sezerniertes Protein ; Sec = Sec-Apparat ; TpsB

Membran werden die Proteine der

Meningokokken dann mittels der

Transporter fiir TpsA; @M = duflere Membran; iM
Innere Membran Autotransportersekretion oder dem

im Folgenden ausfuhrlicher beschriebenen TPS System sezerniert [53]. Beim
TPS System handelt es sich um einen in Gram-negativen Bakterien weit
verbreiteten Transportmechanismus zur Sekretion grof3er Exoproteine, wobei
das eigentlich sezernierte Protein als TpsA und dessen zugehoriger
spezifischer Transporter als TpsB bezeichnet wird. Beide Gene sind in den
derzeit untersuchten Spezies in einem gemeinsamen Operon organisiert. [53,
54]. Am N-terminalen Ende der TpsAs befindet sich ein abspaltbares
Signalpeptid (SP), das den Transport Uber die innere Membran mittels des Sec-
Apparates vermittelt [55, 56]. Dem Signalpeptid folgt eine als TPS-Domane
bezeichnete hochkonservierte Sequenz, die mit einer ,Rezeptorregion des
Transporters TpsB in der aulleren Membran interagiert (Abbildung 2) [57].
Durch den periplasmatischen Raum wird das Protein vermutlich ungefaltet

transportiert; die Faltung zum funktionsfahigen Protein erfolgt schliel3lich an der
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Zelloberflache [56]. Der Transporter TpsB gehdrt zur Familie der Kanal-
bildenden Porin-ahnlichen Proteine und weist die charakteristische Sequenz
eines integralen Proteins der auf’eren Membran auf. Man geht heute davon
aus, dass diese Proteine spezifische p-barrel Kanale bilden, um ihre
zugehdrigen Exoproteine Uber die dulere Membran zu transportieren [54].

Bei Bordetella pertussis kodiert das fhaB Gen (10,7 kb) fur das Vorlauferprotein
FhaB, aus dem durch proteolytische Spaltung das eigentlich 220 kDa grolRe
biologisch aktive FHA entsteht. Das fthaC Gen kodiert fur das zugehorige
Transportprotein FhaC.

1.6.4 TPS und FHA-homologe Gene in Meningokokken
Zu Beginn dieser Studie sind die Genome des Serogruppe A-Stammes Z2491

[58], des Serogruppe B-Stammes MC58 [59] und des Serogruppe C-Stammes
FAM18 [2] sequenziert. In allen drei sequenzierten Stammen finden sich
putative tpsA Gene, die aufgrund ihrer Ahnlichkeiten mit dem Hamagglutinin
von Bordetella pertussis im Stamm MCS58 als hemagglutinin/hemolysin-related
proteins (hrps) annotiert wurden [59] und im Folgenden mit hrpA bezeichnet
werden. |hre zugehoérigen Transportgene tpsB werden entsprechend hrpB
genannt. Die hrpA Gene sind mit einer Lange von 5,5-8 kb erheblich klrzer als
das mehr als 10 kb grol3e fhaB von B. pertussis. Homologien zwischen den
HrpA Proteinen der Meningokokken und dem FhaB von B. pertussis finden sich
in erster Linie im N-terminalen Abschnitt, wahrend im C-terminalen Abschnitt
kaum Homologien vorkommen [60].

Zu den hrpA Genen gehéren das NMAO0O688 mit seinem zugehérigen hrpB
(NMAO0687) im Z2491 und das NMCO0444 (hrpA) mit NMC0443 (hrpB) im
FAM18 [53]. Bei der Sequenzierung des Stammes MC58 konnten insgesamt
funf hrpA Gene identifiziert werden, wovon NMB1779 und NMB0497 nahezu
identische Kopien voneinander darstellen, wahrend die drei weiteren putativen
hrpA Gene NMB0493, NMB1214 und NMB1768 vor allem C-terminal starke
Unterschiede aufweisen [53, 59]. Homologe zu diesen drei ORFs finden sich
aulBer im Stamm MCS58 in keinem anderen der vollstandig sequenzierten
Meningokokkengenome [53, 54]. Mit den beiden durch NMBO0497 und
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NMB1779 kodierten nahezu komplett homologen HrpAs sind die durch
NMB1780 und NMBO0496 kodierten HrpBs assoziiert, die ebenfalls beinahe
100%ige Homologien aufweisen [54, 60]. Bei den anderen hrpA-kodierenden
Genen NMB0493, NMB1214 und NMB1768 im Stamm MC58 liegt nur dem

zuletzt genannten hrpA (NMB1768) ein putatives Transportgen (NMB1762)
benachbart [53].

Tabelle 1: hrpA und hrpB Gene in sequenzierten Meningokokkengenomen nach Schmitt et al. 2007

Stamm hrpA Gen' Homologie auf Proteinebene hrpB Gen Homologie auf Proteinebe

in Prozent zu NMB1779 in Prozent zu NMB1780
72491 NMAO0688 77,4 NMAO0687 98,6
MC58 NMB1779 100 NMB1780 100
NMB0497 93,5 NMB0496 99,3
NMB0493 13,4 2
NMB1214 16 2
NMB1768 13,9 NMB1762 445
FAM18 NMC0444 65,4 NMC0443 99

! NMA, NMB und NMC bezeichnen Gene in den Genomen der Stammen Z2491, MC58 und FAM18,
die fiir Proteine kodieren, welche homolog zum FhaB (HrpA in Meningokokken) und FhaC (HrpB in
Meningokokken) von B. pertussis sind.

2 nicht detektiert. Fir NMB0493 und NMB1214 konnten keine putativen hrpB Gene in der

Genomsequenz des Stammes MC58 detektiert werden.

Wahrend die putativen hrpB Gene NMA0687, NMB1780, NMB0496 und
NMCO0443 nahezu identische Sequenzen (Tabelle 1) aufweisen, zeigt das nur
im MC58 vorkommende NMB1762 hrpB deutliche Unterschiede (nur 45 %ige
Sequenzhomolgie auf Proteinebene) zu den Ubrigen hochkonservierten hrpBs
[53, 54, 60]. Etwas komplexer stellen sich die Homologieverhaltnisse der hrpAs
dar (Tabelle 1). Wahrend die Produkte der Gene NMB1779 und NMB0497
93,5%ige Homologien aufweisen (vor allem in der das TPS Signal
umfassenden N-terminalen Domane) zeigen sich beim hrpA Gen NMCO0444
klare Abweichungen vom NMB1779/0497 hrpA - etwa 65 %ige Homologien auf
Proteinebene zwischen NMC0444 und NMB1779 [53, 60]. Bei den hrpA Genen
NMBO0493, NMB1214 und NMB1768 finden sich jeweils nur sehr geringe
Homologien (13-16% auf Proteinebene) zum hrpA von NMB0497/1779 [60].
Allerdings zeigen sich zwischen den beiden hrpAs NMB0493 und NMB1214



Einflihrung 13

und dem NMB1768 hrpA vor allem N-terminal im Bereich der
Sekretionsdomane héhere Homologien - NMB1214 im Vergleich zu NMB1768
etwa 59% Homologie; NMNB0493 im Vergleich zu NMB1768 etwa 75%
Homologie [53, 60].

1.6.5 Verteilung des TPS-Systems in Meningokokkenstdmmen einer
Tragerstudie

In Dot Blot Hybridisierungen wurde die Verteilung der hrpA Gene NMB0493,
NMB1214, NMB1768 und NMB0497/1779 in der Population der Meningokokken

untersucht [61]. Zu diesem Zweck wurden Meningokokkenstamme verwendet,

die aus einer Tragerstudie [29] am Haus stammen. Die insgesamt 822
Meningokokkenisolate (a1 - a822) wurden bei 8000 gesunden Tragern (Kinder
und Jugendliche zwischen 3 und 26 Jahren) im Zeitraum von November 1999
bis Marz 2000 aus deren Rachenabstrichen isoliert.

In der Arbeit von M. Bdsl wurden die Hybridisierung der Blots mit Sonden
durchgefuhrt, die C-terminale Anteile der Gene NMB0493, NMB1214 und
NMB1768 erfassten. Die Sonden fur die Gene NMB0497 und NMB1779
konnten zwischen diesen beiden Genen nicht differenzieren, weshalb die
Hybridisierung nur mit der Sonde fir NMB1779 durchgefihrt wurde. Von allen
auswertbaren Stammen zeigten 80% (451/690) mindestens ein Gen, das zu
den hrpA Genen von MC58 homolog ist. Fur diese Arbeit ergab sich daraus die
Fragestellung, ob die verbliebenen Stamme mit negativem
Hybridisierungsergebnis (20%) tatsachlich kein TPS System aufweisen, oder ob
die verwendeten Sonden dieses aufgrund ihrer Spezifitdt nicht detektieren

konnten.

1.7 Hypothesen und Ziele der Arbeit

Bis heute ist es nicht gelungen einen Impfstoff gegen Serogruppe B
Meningokokken zu entwickeln. Daher scheint es von besonderer Wichtigkeit
andere Virulenzfaktoren neben der Kapsel und deren Bedeutung fur die
Interaktion mit dem Wirt genauer zu untersuchen und damit die Mechanismen

durch die N. meningitidis Invasion und Erkrankung auslost besser zu verstehen.
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Da die hrpA Gene der Meningokokken Ahnlichkeit zum Hamagglutinin von
Bordetella pertussis aufweisen und dieses den wichtigsten Virulenzfaktor des
Erregers darstellt, ist die genauere Untersuchung der HrpAs von besonderem
Interesse. Folgende Fragestellungen sollen dabei Gegenstand dieser Arbeit

sein:

1. Verteilung der putativen TPS Systeme NMB1768-NMB1762 und
NMC0444-NMCO0443 in der Meningokokkenpopulation

2. Expressionsanalysen in Stammen mit positiver Hybridisierungsreaktion
fur diese beiden TPS Systeme

3. Funktion des TPS bei der Adharenz von Meningokokken an Epithelzellen

4. Expression und Aufreinigung des  Transportproteins  HrpB
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2.1 Gerate

2. Material und Methoden

Brutschranke

Hera cell Heraeus, Hanau, Deutschland

Elektrophoresekammern

Biometra, Géttingen, Deutschland

Gel —

Dokumentationssystem

Herolab UVT-28MP, Wiesloch, Deutschland

Hybridisierungsofen

Biometra OV5, Géttingen, Deutschland

Kahlgerate Kihlschrank 4°C
Kihltruhen —20°C und —-80°C
Heizblock Typ 2099-DA Heizblock, Gebriider Liebisch, Bielfeld,

Deutschland

Neubauer Zahlkammer

Hartenstein, Wirzburg, Deutschland

Mikroskop Wilovert, Hund, Wetzlar

Netzgerat 200/2.0 Power Supply, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
pH-Meter digitales pH-Meter WTW, Weilheim, Deutschland
Roéntgenkassette X-Omatic Kodak, Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland

Roéntgenfilmentwickler

Curix 60, AGFA

Schittler

Certomat H, B. Braun, Melsungen, Deutschland

Vakuumtrockner Speed Vac Plus, Sc110A, Savant, New York, USA
Shaker Phero Shaker, Biotec-Fischer, Reiskirchen, Deutschland
Photometer GeneQant pro - RNA/DNA Calculator, Biochrom,
Cambridge, UK
U-2000, Hitachi, San Jose, USA
Sterilbank Cleanbench Gelaire BSB 4A , Mailand, Italien

Ultraschallgerat

Ultraschall und Labortechnik G. Heinemann, Schwabisch-

Gmiind, Deutschland

Thermocycler Trio-Thermoblock, Biometra, Géttingen, Deutschland
UV-Crosslinker Stratalinker 1800, Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Vortex GLW M35, Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland
Waagen Mettler, Weilheim, Deutschland

Westernblot-Kammer

Mini trans-Blot ® Cell, Bio-Rad, Miinchen

Zentrifugen

Sorvall RC-5b plus, Heraeus, Hanau, Deutschland
Megafuge 1.0 Heraeus sepatech, Hanau
MikroRapid/K, Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Biofuge 15R, Heraeus sepatech, Hanau
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2.2 Bezugsfirmen

Chemikalien und Hilfsmittel wurden von folgenden Firmen bezogen:
Ambion, Austin, USA

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

American Type Culture Collection, Manassas, USA

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Biochrom AG, Berlin Deutschland

Boehringer, Ingelheim, Deutschland

Cambrex, Verviers, Belgien
Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

Difco Laboratories, Augsburg, Deutschland

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Schweden

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

New England Biolabs, Schwalbach, Deutschland

Perkin Elmer, Weiterstadt, Deutschland
Promega, Madison, USA

Roche, Penzberg, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland
Sigma, Minchen, Deutschland
Stratagene, Amsterdam, Niederlande

2.3 Verbrauchsmaterialien

porablot NY plus (Nylonmembran), Marcherey-Nagel, Duren, Deutschland
Whatman Papier, Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland
Nylonmembran, Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland
Réntgenfilme Hyperfilm™ MP, Amersham Biosences, Buckinghamshire,
England

Eppendorfgefalle (0,5 ml, 1 ml, 2 ml), Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland
Nuclease-freie Microfuge-Caps, Ambion, Austin, Texas, USA

15 ml Réhrchen steril, Greiner, Nurtingen, Deutschland

50 ml Réhrchen steril, Greiner, Nurtingen, Deutschland

Lysing Matrix B, Qbiogene (MP Biomedicals), Heidelberg, Deutschland

Sterile Filter 0,2 um PorengrofRe Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland
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Zellkulturflaschen, Nunclon™ A, Nunc A/S, Roskilde, Danemark
96 MicroWell™ Platten, Nunclon A, Nunc A/S, Roskilde, Danemark
Weiterhin wurden wiederverwertbare Gefale, Pipetten etc. verwendet, wie sie

von jedem Laborausstatter zu beziehen sind.

2.4 Kits

QIAprep Miniprep, Qiagen, Hilden, Deutschland

QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland

Rneasy Mini Kit , Qiagen, Hilden, Deutschland

QIAGEN One Step RT-PCR-Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland
QlAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland
QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland
DIG DNA Labeling Kit, Roche, Penzberg, Deutschland
ZeroBlunt TOPO PCR Cloning Kit, INVITROGEN, Carlsbad
pGEM-T Vektor System, Promega, Madison, USA

2.5 Gebrauchslésungen

Blaumarker DNA (GEBS) | 0,05% Bromphenolblau, 0,5% Sacrosyl, 50mM
EDTA pH 8,0, 20% Glycerin in H,0
DEPC-H,0 1ml Diethylpyrocarbonat in 11 H,0 Gber Nacht
(Lichtschutz); anschlieRend autoklavieren
(Inaktivierung des DEPC)

DEPC inaktiviert RNAsen

dNTP Stocklosung von SIGMA
enthalt aquimolare Mengen von dATP, dCTP,
dGTP, dTTP
EDTA Ethylendiaminotetraacetat
Stocklosung 0,5 M pH 8,0 (autoklaviert)
Na*-Acetat Natrium-Acetat
Stocklésung 3 M, pH 4,5 (autoklaviert)
MgSO4 1M MgSO, Stockldsung

Glycerin Stock: Glycerin 100%
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high-SDS

10,5 g SDS ultrapure

75 ml Formamid deionized (MERCK)
37,5 ml 20xSSC pH 7,0

7,5 ml 1 M NaH,PO4 pH 7,0

1,5 ml 10% Sarkosyl

30 ml 10% Blocking Reagent

- bei 60°C in Lésung bringen; bei —20°C
aufbewahren

Sarkosyl

Stocklésung: 10% in H,0

10x Lammli

30 g Tris, 144 g Glycin a.d. 1|1 H>O, pH 8,7

Maleinsaure-Puffer

0,1 M Maleinsaure, 0,15 M NaCl, pH 7,5

Saponin

1% Saponinpulver (Serva, Heidelberg,
Deutschland) in RPMI, sterilfiltriert Gber Sterile
Filter 0,2 um PorengrofRe

SSPE 20x 100 mM Nas;HPO,4 wasserfrei; 20 mM EDTA-
Dinatriumsalz; 100 mM NaH,PO4 xH,0 3,6 M NaCl
SSC 20x 3 M NaCl, 0,5 M Natriumcitrat in H,0, pH 7,0
TAE 50x 2 M Tris, 0,1 M EDTA, 5,71Vol% Eisessig in H,0
Tris-HCI pH 6,8 Stocklosung 1M
TE Puffer 10 mmol/l Tris-HCI, pH8 (25°C),
1 mmol/l EDTA, pH8
BSA Bovines Serumalbumin
10xTBS 60,5 g Tris, 87,6 g NaCl, pH 7,4
1xTBS 100 ml 10xTBS, 900 ml H,0
TBS Tween 0,05% Tween 20 in 1xTBS
TBS Tween/Triton 0,05% Tween 20, 0,2% Triton in 1xTBS
Tween 20 Stocklosung 100%
10% Tween20 in H,0
1xSS 5% [3-Mercaptoethanol, 2% SDS, 12,5% Glycerin,
0,3 M TrisHCI pH 6,8, 0,05% Bromphenolblau
IPTG Stocklosung 1M Isopropylbeta-D-Thiogalactosid

2.6 Sterilisationsverfahren

Autoklavieren:

Sterilfiltrieren:

121°C far 20 min.
Filtration durch sterile Filter 0,2 um Porengrolie
(Schleicher & Schuell)
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2.7 Bakterienstamme

2.7.1 N. meningitidis

Tabelle 2: Verwendete Meningokokkensstamme

Stamm Serogruppe Sequenztyp Referenz
(Genotyp)
MC58 B ST-32 [62]
2120 C ST-11 [15]
02 B ST-854 [29]
a1l B ST-804 [29]
al5 NG ST-910 [29]
o184 C ST-939 [29]
a193 ST-799 [29]
a279 C ST-278 [29]
0366 ST-791 [29]
0634 Cnl ST-845 [29]

NG: non groupable (nicht serotypisierbar)

2.7.2 Gentechnisch modifizierte Stamme

Tabelle 3: Gentechnisch modifizierte Stamme

Stamm Parental Resistenzen Genotyp Bezeichnung® Referenz
2517 2120 Cm AsiaD 2120 AsiaD [42]
3727 2517 Cm, Sm AsiaD, 2120 AsiaD [60]

ANMCO0444 ANMCO0444
3838 2517 Cm, Sm AsiaD, 2120 AsiaD A0443 [60]
ANMCO0443
2921 2517 Cm, Kan AsiaD , AlgtA 2120 AsiaD AlgtA [42]
3726 2921 Cm, Kan,  AsiaD, AlgtA, 2120 AsiaD [60]
Sm ANMCO0444 AlgtAA0444
3839 2921 Cm, Kan, AsiaD, AlgtA, 2120 AsiaD [60]
Sm ANMC0443 AlgtAA0443

Resistenzen: Cm = Chloramphenicol, Kan = Kanamycin, Sm = Spectinomycin

* die Ziffern bezeichnen NMC-Nummern (Annotierung nach [2])
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2.7.3 E. coli

Nach der Klonierung von PCR Produkten in den pCR-Blunt Il TOPO Vektor des
Topo BE Kloning Kits wurde das Konstrukt in den E. coli Stamm TOP10
(Invitrogen) transformiert. Fur Klonierungen in pQE32 wurde der Stamm DH5a

verwendet. Fur die Proteinexpression wurde das konstruierte Plasmid in E. coli

M15[pREP 4] (Qiagen) transformiert.

2.8 Kulturbedingungen fur Bakterien

Wenn nicht anders vermerkt, wurden Meningokokken bei 37°C und 5% CO, auf

GC-Agar angezuchtet. E. coli wurden bei 37°C auf LB-Agar angezuchtet.

2.8.1 Nahrmedien

GC-Agar:
LB Medium:

SOC Medium:

PPM:

PPM+:

BD Difco, Heidelberg, Deutschland

1% Bacto-Trypton

0,5% Hefeextrakt

0,5% NaCl

Verfestigung durch Zugabe von 15 g Agar auf 1 | Medium
2% Bacto-Trypton

0,5% Hefeextrakt

10 mM NacCl

2,5 mM KCI

20 mM Glucose

10 mM MgCl,

10 mM Mg SOq4

15g Protease Pepton

5g NaCl

0,5g Starke

20 ml Stammlésung (5% KaHPO4, 20% KH,PO4 in H20)
- pH 8 einstellen, ad 11 H,O

50 ml PPM
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500 ul Vitamin Mix (PolyViteX, BioMérieux, Marcy | Etoile,
Frankreich)
250 pl 8,4% NaHCO3
250 pl 2M MgCl,
RPMI RPMI1640, 2 g/L NaHCO3, 2 mM stabiles L-Glutamin,

Biochrom, Berlin, Deutschland

2.8.2 Antibiotika
Tabelle 4: Antibiotikakonzentrationen
Antibiotikum Konzentration fiir Meningokokken Konzentration fir E.coli
Kanamycin 100 pg/ml 30 pg/mi
Ampicillin 100 pg/ml
Spectinomycin 125 pg/ml 75 pg/mi

2.9 Praparation chromosomaler DNA aus Bakterien

Die Isolierung chromosomaler DNA aus Meningokokken wurden mit dem
QlAamp DNA Mini Kit von QIAGEN durchgefuhrt.

Die Uber Nacht auf GC angezuchteten Meningokokken wurden in 1,5 ml 1xPBS
eingerieben und ca. 1,5x 10" Bakterien (entspricht 1 ml ODgoonm 2) fiir 5 min bei
6000 rpm abzentrifugiert. Das weitere Procedere folgte den Angaben des

Herstellers.

2.10 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien
2.10.1 Plasmidisolierungskits

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Bakterien wurde in dieser Arbeit der
QIAprep Miniprep-Kit von Qiagen verwendet.

Zunachst wurden die Bakterien, die das gewilnschte Plasmid enthielten Uber
Nacht bei 37° C auf LB-Agar angezlchtet. Die Isolierung erfolgte anschlieend

aus dem flissigen Nahrmedium entsprechend dem Protokoll des Herstellers.
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2.10.2 Schnellpraparation ohne Kit

Daneben wurde eine weitere Methode Plasmid-DNA aus E. coli zu isolieren
verwendet:
Bendtigte Losungen:
Losung 1: 50mM Glucose, 25mM TrisHCI (pH8),
10 mM EDTA
Losung 2: 0,2 M NaOH, 1% SDS; frisch ansetzen

Losung 3: 5 M K'- Acetat, 11 % Essigsaure
100%iger Ethanol (eisgekunhlt)
70%iger Ethanol (eisgekuhlt)
H,O (+RNAse)

Isolierungsprotokoll:

Die Anzuchtung der Bakterien erfolgte analog der oben genannten Methode.
Pro Bakterienklon wurden 2 ml der Bakteriensuspension in je in 2-ml-
Eppendorf-Cap gegeben und diese fur eine Minute bei 13.000 rounds per
minute (rpm) und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes, wurde dem Pellet 100 ul Lésung 1 zugefligt und dieses durch
Vortexen vorsichtig aufgelost. Anschlieend wurden je 200 ul frisch angesetzte
Ldsung 2 hinzugegeben, die Caps getaumelt und jedes flr ca. 5 Minuten auf
Eis gestellt. Nach weiteren 150 ul Lésung 3 wurde erneut getaumelt und 5
Minuten auf Eis gekuhilt.

Nun wurden die Cap-Loésungen fur 3 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert (4°
C). Der dabei entstandene Uberstand (ca. 400 pl) wurde abgenommen und in
neue 1,5-ml-Eppendorf-Caps gegeben. Nach Zufugen von 800 ul 100%igen
Ethanol wurden die Caps 15 Minuten bei -20° C zwischengelagert.

Danach wurden die Proben wiederum bei 13.000 rpm und 4° C fur 10 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand sehr vorsichtig verworfen und 400 pl 70%iger
Ethanol zugefiugt. Nachdem ein letztes Mal fir 10 Minuten (13.000 rpm, 4° C)

zentrfugiert und der Uberstand abgenommen wurde, blieben die Caps bei 70° C
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solange mit offenem Deckel stehen (10-15 Minuten) bis der Ethanol vollstandig
abgetrocknet war.
Das kaum sichtbare verbleibende Pellet wurde in 30 ul Wasser (+RNAse)

geldst und zur Lagerung bei -20° C tiefgefroren.

2.11 RNA Isolierung aus Bakterien

Die RNA-Isolierung aus Meningokokken erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit von
Qiagen. Die Meningokokken wurden Uber Nacht auf GC-Agar angezuchtet und
am Tag der Isolierung in 8 ml PPM* angeimpft. Anschlielend wurde eine ODgoo
von 1 in 1 ml PPM" eingestellt und die Bakterien abzentrifugiert. Das weitere

Protokoll folgte den Angaben des Herstellers.

2.12 DNA-Verdau mit DNAse
Um eine mdogliche Kontamination der RNA mit DNA zu beseitigen wurde die
isolierte RNA zusatzlich mit DNAase behandelt.

50-pl-Ansatz 39 pl RNA

5 ul 0,05M Mg SO4 (DEPC- behandelt)
5 ul 1 M NA-Acetat (DEPC- behandelt)
1 ul DNase (10 U/ul, Fa. Roche)

Der Ansatz wurde 1 Stunde bei 37°C inkubiert und anschlief3end noch einmal

uber die Saulen des RNA-Isolierungs-Kits aufgereinigt (Protokoll s. Hersteller).

2.13 Polymerase—Kettenreaktion (PCR)
In dieser Arbeit wurde flr die Polymerase-Ketten-Reaktion flr kurze Fragmente
uberwiegend die PicoMaxx Polymerase von Stratagene und fur lange

Fragmente die High Fidelity Taq Polymerase von Invitrogen verwendet.
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Ein moglicher Ansatz und ein Amplifikationszyklus

aufgezeigt:

Ansatz:

sind

reverse-Primer
forward primer
dNTP

Wasser

genomische DNA

Pico Maxx Polymerase

20 ng

Tl

1Tl

3 ul der Stocklésung

10x ThermoPol Reaction Buffer 5 pl

2-5 units
auf 50ul

Programm fir Thermocycler :

1. Schritt
2. Schritt
3. Schritt
4 .Schritt
5. Schritt

95°C
95°C
TA*

72°C
72°C

10°
407
307

1

157

DNA-Denaturierung
Denaturierung
Annealing
Extension

finale Extension

Schritte 2-4 werden als Schleife 35 mal wiederholt

im folgenden

* Ta entspricht der Annealingtemperatur der Primer, die sich fur jeden

Primer aus seinem GC/AT Gehalt errechnet. Folgende Formel dient

dabei als Grundlage:
Ta=4 xMMetnc)+2xMmatnr)—-2

Nx : absolute Nukleotidanzahl x (=A, C, G, T) der Primersequenz

Die verwendeten Primer finden sich im Anhang.
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2.14 Aufreinigung von PCR-Produkten

Eine PCR-Purifikation dient grundsatzlich der Reinigung amplifizierter DNA
(PCR-Produkt) von Primern, Nukleotiden, Polymerasen und Salzen. In dieser
Arbeit wurde zu diesem Zweck der PCR-Purification-Kit von QIAGEN

verwendet. Beim Protokoll wurden die Angaben des Herstellers berlcksichtigt .

2.15 RT-PCR

Bei einer RT-PCR wird von einem RNA-Template mit Hilfe einer reversen
Transkriptase eine DNA-Kopie erstellt. Diese Kopie wird dann wie in einer
normalen PCR amplifiziert. So kann festgestellt werden, ob ein Gen, das in
einem Genom vorhanden ist, auch exprimiert wird. Nur wenn diese RNA-Kopie
erstellt wird kann daraus im folgenden Schritt Proteinsynthese stattfinden.

Um in der Auswertung kein falsch-positives Ergebnis zu erhalten, muss jegliche
Kontamination mit DNA ausgeschlossen werden. Um dies sicher zu stellen,
wurde immer auch eine PCR mit RNA als Template durchgefuhrt; diese PCR
muss bei einer nicht kontaminierten RNA-Probe negativ sein.

Fir die Durchfihrung der RT-PCR wurde der RT-PCR-Kit von QIAGEN nach
den Angaben des Herstellers verwendet. Die Primer finden sich im Anhang mit
der Bezeichnung RT NMB1762.

Ansatz:
RNA Template 3ul
reverse-Primer 3ul
forward primer 3l
dNTP 2 ul der Stocklésung
5 x Puffer 10 pl
Enzym Mix 2-5 units
RNAse freies Wasser auf 50l
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Programm fir Thermocycler :

1. Schritt 50°C 35 reverse Transkription

2. Schritt 95°C 15’ Inaktivierung der reversen
Transkriptase
Aktivierung der Tag Polymerse

3. Schritt 95°C 30~ Denaturierung

4 Schritt 52°C 30~ Annealing

5. Schritt 72°C 17 Extension

6. Schritt 72°C 10’ finale Extension

Schritte 2-4 werden als Schleife 30 mal wiederholt.

Kontroll-PCR:
entsprechend RT-PCR-Ansatz s. o.

- Ansatz:
als Template: RNA in gleicher Menge wie bei RT-PCR
- Programm: RT-PCR-Programm ab Schritt 2

2.16 Horizontale DNA Gelelektrophorese im Agarosegel
DNA wird in Agarosegelen elektrophoretisch nach dem Molekulargewicht

aufgetrennt.

In dieser Arbeit wurden 1% (w/v in 1 x TAE) Band siza  ng/band
Agarosegele verwendet (ROTI®GAROSE, Roth, 10 122
Karlsruhe). Zur einfacheren Handhabung der %m :g
Proben beim Auftragen in die Geltaschen wurden ', 4000 i
jene, mit 10 Vol% Blaumarker vermischt, in die f“ﬁ:m S0

200 5

7000 20
\mm 15
Nmu 100

Taschen pipettiert. Zur Bestimmmung der Grolde

der DNA-Fragmente wurde ein GroRen- und

Gewichtsmarker  (smartladder, Eurogentech, §$ i:
Seraing, Belgien) aufgetragen (Abbildung 3). Die . 00 40

0 i

Auftrennung erfolgte bei Raumtemperatur in 1XTAE
Abbildung 3: Smartladder

Laufpuffer mit Spannungen zwischen 100 und 200
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Volt. Nach Abschluss der Auftrennung wurde das Gel zur Anfarbung der DNA
fur ca. 10 Minuten in eine Ethidiumbromidlésung (10 pug/ml) gelegt. Unter UV-
Licht wurden dann die DNA-Banden sichtbar und konnten mit Hilfe eines Gel-
Dokumentationssystems im Bild festgehalten werden. Die Isolierung der
aufgetrennten DNA erfolgte anschlieBend mittels Gelextraktionsverfahren
(s.2.17).

2.17 DNA Extraktion aus einem Elektrophoresegel

Verwendet man eine grokere Menge DNA zum Auftrennen im Agarosegel (s.
2.16), so kann anschlieRend die entsprechende Bande mit der gesuchten
GroRe wieder aus dem Gel isoliert werden. Auf diese Weise lassen sich
verschieden gro3e DNA-Fragmente aus einer Probe gewinnen. Dazu wurde in
dieser Arbeit der QlIAquick Gel Extraktions Kit von Quiagen verwendet und das

Protokoll entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefihrt.

2.18 DNA-Verdau mit Restriktionsenzymen

In dieser Arbeit wurde zirkulare Plasmid-DNA mit Enzymen verdaut, die an
bestimmten Stellen des Plasmids dessen DNA zerschneiden und damit
linearisieren. Diese Restriktionsenzyme erkennen in der Regel nur eine
spezifische Basensequenz, wodurch bei bekanntem (sequenziertem)
Plasmid/Genom die Schnittstelle exakt bestimmt werden kann. Verdaut man
entsprechend genomische DNA mit dem gleichen Restriktionsenzym wie zuvor
das Plasmid, so fugt sich das hierbei zugeschnittene DNA-Fragment nach dem
Prinzip eines Puzzles in das linearisierte Plasmid ein (Genaueres s.

Klonierung).

Verwendete Restriktionsenzyme:

Enzym Schnittstelle Puffer/Temperatur
HindIII 5-AAGCTT-3’ NEB2/37°C
3’-TTCGAA-5’
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Sall 5-GTCGAC-3° BSA/37°C
3-CAGCTG-5°

Alle verwendeten Restriktionsenzyme stammten von New England Biolabs.

Ein moglicher Ansatz fur einen solchen DNA-Verdau:

20-pl-Ansatz
10 pl Plasmid
2 ul 10xPuffer
2 ul 10xBSA

1 pl Restriktionsenzym
5 ul Wasser (auf 20 pl)

2.19 DNA-/ RNA-Quantifizierung
Die Quantifizierung der isolierten DNA- bzw. RNA-Menge erfolgte mit Hilfe
eines Photometers mittels der Absorption.
Dabei gilt:  OD2gonm = 1 entspricht 50ug/ml dsDNA
ODg26onm = 1 entspricht 40 pg/ml RNA

2.20 Hybridisierung von membrangekoppelter DNA

DNA-Abschnitte, z.B. PCR-Produkte werden mit Digoxigenin (DIG), das an
dNTP gekoppelt ist markiert. Diese markierten DNA-Proben, sogenannte
Sonden, dienen zur Hybridisierung an membrangebundene DNA. Auf diese
Weise kann mit Hilfe von anti-DIG-Antikdrpern und CSPD eine grol3e Anzahl
von DNA-Proben auf diese Hybridisierungsprodukte hin durchsucht werden.

Der eigentliche Nachweis erfolgt durch Chemolumineszenz.
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2.20.1 ,Random primed” DNA-labeling mit Digoxigenin-dNTP

Die Markierung der DNA-Sonden erfolgte mit Hilfe der DIG-DNA-Labeling-
Mixture (Roche, Mannheim) nach Angaben des Herstellers. Verwendet wurden
hier PCRs mit den Primern NMB1762 und NMCO0443 (s. Anhang). Die
Konzentration der Sonde wurde durch Vergleich mit Dig-markierter Kontroll-
DNA ermittelt.

2.20.2 Hybridisierung von DNA

Die zu untersuchende DNA-Probe (z.B. bestimmte Genabschnitte eines

Meningokokkenstammes) wurde auf einer Nylonmembran mittels UV-
Crosslinking fixiert und anschlieBend mit den Sonden hybridisiert, nachdem
diese 10 Minuten im Wasserbad (100°C) denaturiert und kurz auf Eis abgekuhlt
worden waren. Dabei sollte die Konzentration der Sonde mindestens 10 ng
Sonde pro ml high-SDS betragen.

Zunachst  wurde die nukleinsauretragende Membran in eine
Hybridisierungsrohre  eingebracht und dann bei 42°C in einem
Hybridisierungsofen in 10 ml high-SDS fur eine Stunde vorhybridisiert. Das
wiederverwendbare high SDS wurde abgegossen und mit der eigentlichen
Hybridisierung begonnen. Diese erfolgte Uber Nacht bei ebenfalls 42°C mit 10
ml der in high-SDS gelosten Sonde.

2.20.3 Nachweis mit CSPD

Zum Nachweis der Hybridisierung erfolgte nun die chemolumineszente

Detektion der Hybridisierungsprodukte.

Benotigte LoOsungen

Waschpuffer 0,3% Tween20 in Maleinsaure

Puffer A 2 x SSC, 0,1% SDS in H,0

Puffer B 0,1 x SSC, 0,1% SDS in H,0

Puffer C* 1% Blockierungsreagenz in Maleinsaure
anti-DIG-AP” 1:10.000 in Puffer C

Puffer D* 0,1 M TrisHCI pH 9,6, 0,1 M NaCl in H,0
CSPD* 1:100 in Puffer D (vor Licht schiitzen)
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Anti-DIG-AP, Blockierungsreagenz und CSPD stammten von Roche, Penzberg,

Deutschland”.

Protokoll
Die  hybridisiete  Membran  wurde  verschiedenen  Wasch-  und

Inkubationsschritten zugefthrt:
2 x 5 Minuten in Puffer A bei Raumtemperatur
2 x 15 Minuten in Puffer B bei 68°C
5 Minuten in Waschpuffer
30 Minuten Puffer C
30 Minuten anti-DIG-AP in Puffer C
2 x 15 min in Waschpuffer
5 Minuten in Puffer D
5 Minuten mit CSPD in Puffer D

Anschlieend wurde der Blot in Frischehaltefolie eingewickelt und fur etwa 15
Minuten in den Brutschrank (37°C) gelegt.

Far 5 min bis 1 h wurde ein Film aufgelegt und danach entwickelt.

2.20.4 Nylonmembran strippen

Um die Nylonmembranen mehrmals hybridisieren zu konnen, musste nach
jeder Hybridisierung ein sogenanntes Strippen erfolgen.

Ziel des Nylon-Strippens ist das Entfernen der gebundenen Sonden.

Dazu wurden die Membran zunachst zweimal 15 Minuten bei 37°C in 0,2 M
NaOH, 0,1% SDS und danach kurz in 2 x SSC gewaschen. Die Aufbewahrung
erfolgte ebenfalls in 2 x SSC.

2.21 Dot- Blot

Um eine groRe Anzahl von DNA-Proben auf das Vorhandensein bestimmter
Gene zu testen wurde die zu testende DNA direkt auf eine Nylonmembran
gegeben und durch UV-Crosslinking auf der Membran fixiert.

In dieser Studie wurden Dot-Blots mit der DNA von Meningokokkenstammen

verwendet, die aus einer am Hause durchgefuhrten Tragerstudie [15] stammen.
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2.22 Klonierung in E. coli

Bei einer Klonierung wird ein bestimmter Genabschnitt (DNA Fragment) in ein
Plasmid integriert und anschlieRend in eine Wirtszelle (in dieser Arbeit E. coli)
transformiert. E. coli-Bakterien vervielfaltigen diese Plasmide, die dann zur
weiteren Verarbeitung dienen, wie z.B. Expressionsversuche von Proteinen, die
auf den Plasmiden kodiert sind (s. 2.25).

2.22.1 Enzyme

Neben den unter 2.18 aufgefuhrten Restriktionsenzymen wurden fir die

Klonierungen folgende weitere Enzyme verwendet:

a) Alkalische Phosphatase (Shrimp)

Shrimp alkalische Phosphatase (SAP) katalysiert die
5'Dephosphorylierung von DNA. Dies verhindert bei Ligation eines DNA
Fragments in einen Plasmidvektor, der mit nur einem Restriktionsenzym
linearisiert wurde, dass der linearisierte Vekor ohne Interposition des
Fragmentes religiert. Zu diesem Zweck wurde stets die SAP von Roche
mit  beigefugtem Puffer und entsprechenden Protokollangaben
verwendet. Nach der Dephosphorylierung wurde das Enzyms durch
Erhitzen auf 65°C fur 15 Minuten deaktiviert.

b) Quick T4 DNA Ligase

Die Quick Ligase katalysiert die Bildung einer Phosphodiesterbindung
zwischen benachbarten 5°-Phosphat- und 3’-Hydroxyl-Enden in
doppelstrangiger DNA. In dieser Arbeit wurde die Quick Ligase von New

England Biolabs mit ihrem zugehorigen Puffer verwendet.

2.22.2 Ligation
PCR-Produkte wurden zunachst in den Vektor des ZeroBlunt TOPO PCR

Cloning Kit von Invitrogen kloniert (Protokoll entsprechend den Angaben des

Herstellers).
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Fur die Ligationen des mittels Restriktionsenzymen aus- und damit
zugeschnittenen DNA Fragments (aus dem oben genannten Vektor) mit dem
pQE-Vektor von Qiagen (s. 2.23) wurde die Quick Ligase (New England

Biolabs) verwendet.

2.22.3 Transformation

Bei der Transformation wurden 100 ul der aufgetauten E.coli-Suspension dem
Ligationsansatz zugegeben, 30-60 Minuten auf Eis gestellt und schliel3lich mit
30 Sekunden Hitzeschock (42°C) behandelt. Das weitere Procedere folgte
wiederum den Angaben von Invitrogen.

Die uber Nacht gewachsenen Klone wurden separat auf flussigem und festem
antibiotikahaltigem Nahrmedium angeimpft und 24 Stunden angezichtet. Die
Isolierung der Plasmide aus den Bakterien erfolgte entsprechend den Angaben
in 2.10.

2.23 Plasmidkonstruktion
Zur Herstellung des Transporters HrpB des two-partner secretion (TPS)
Systems wurde ein Plasmid konstruiert, das die Information flr den kompletten
Transporter kodiert. Wie aus der
Grafik (Abbildung 4) erkennbar wird, | 6XHistidin

HrpB
wurde das Fragment zur besseren Salr Hindiir

Detektion und spateren Aufreinigung
am N-terminalen Ende mit 6xHistidin
gekoppelt.

Dem 1,8 kb grolRen PCR-Fragment
diente die genomischen DNA des
Meningokokkenstammes 2120 als

Template (Primer siehe Anhang:

NMCO443). Nach ngatlon mit dem Topo Abbildung 4: Plasmid zur Proteinexpression
BE Cloning Vektor (Invitrogen), wurde  VvonHmB
das Plasmid in E.coli vermehrt und mit Hilfe des QlAprep Miniprep- Kits isoliert.
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Nach Verdau mit Sall und HindIIl (Restriktionsenzyme von New England
Biolabs; Verdau nach Herstellerangaben) wurde das PCR-Fragment dann mit
dem durch die jeweiligen Enzyme verdauten Vektor pQE32 legiert (Quick-
Ligase von New England Biolabs). Die Karte des fertigen Plasmids zeigt die
Abbildung 4.

2.24 Sequenzierung

Alle Sequenzierungen dieser Arbeit wurden in der automatisierten Sanger-
Methode [63] mittels des Prism ready reaction dye deoxy terminator cycle
sequencing kit (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) durchgefuhrt.
Durch Zugabe von di-deoxy-Nukleotiden kommt es bei einer Polymerisation zu
Kettenabbrichen, wodurch eine Sequenzierung moglich wird. Entsprechende
Primer zur Amplifikation wurden vom Anfang, bzw. bei doppellaufiger
Sequenzierung, vom Anfang und Ende der zu sequenzierenden
Nukleinsaurefolge abgeleitet.

Die  Annealingtemperatur  fur  jeden Primer wurde aus der
Nukleinsaureverteilung analog der Vorgehensweise bei einer PCR (s. 2.13)
errechnet. Die Auswertung der Fragmente nach Elektrophorese im
Polyacrylamidgel erfolgte automatisiert (ABlI Prism Sequencer 377, Perkin
Elmer).

2.25 Proteininduktion
2.25.1 Induktion

Um das HrpB-Protein der Plasmidkonstruktion zu exprimieren, wurde das

konstruierte Plasmid in den E. coli Stamm M15pREP4] von Qiagen
entsprechend Herstellerangaben transformiert und die gewachsenen Klone in
LB + Ampicillin (100 ug/ml) + Kanamycin (12 pug/ml) Medium angeimpft und
uber Nacht bei 37°C und 200 rpm geschuttelt. Von dieser Bakteriensupension
wurden pro Klon 2,5 ml abgenommen und in 47,5 ml LB + Ampicillin (100

ug/ml) + Kanamycin (12 ug/ml) Medium resuspendiert und solange bei 37°C
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und 200 rpm geschuttelt bis eine ODgoo von 0,5-0,7 erreicht war. Zu diesem
Zeitpunkt wurde von jedem Klon eine nicht-induzierte Negativprobe
entnommen, nach Einstellung einer ODggo von 0,4 in 1ml fur 5 Minuten (14.000
rpm) zentrifugiert und anschlie3end das Zellpellet in 50 pl 1xSS gelost. Um die
Proteinproduktion zu induzieren, wurde jeder Kultur 50 pl 1M IPTG
(Endkonzentration 1 mM) zugegeben und weiter geschittelt (37°C und 200
rom). Nach der IPTG Zugabe musste jede Stunde (Stunde 1-5) je 1 ml Kultur
entnommen, davon eine ODgg von 0,4 eingestellt und dies dann zentrifugiert
werden (5 Minuten, 14.000 rpm). Das Zellpellet jeder Stunde wurde dann in 50
ul 1xSS resuspendiert, wahrend die zugehdrigen Bakterienssuspensionen nach
5 Stunden Induktion bei 4000 x g fir 20 Minuten zentrifugiert und ihre Pellets
nach Abnahme des Uberstandes tiefgefroren wurden (-20°C).

Die in 1xSS gelosten Stundenproben wurden dann zur Proteindetektion
elektophoretisch aufgetrennt und mittels Western Blot und Coomasie (je Gel 20
ul Probe auftragen) sichtbar gemacht. Dieses Procedere wurde angewandt um
zu Uberprufen, ob die Proteinexpression in den entsprechend induzierten
Klonen regelrecht stattgefunden hat.

Im Anschluss folgt die Aufreinigung des exprimierten Proteins.

2.25.2 Proteinaufreinigung mittels Ni-NTA-Resin

Losungen
Lysepuffer 6M  Guanidin-HCI, 500mM NaCl, 20mM

NazPOg, pH 7,8
Denaturierungswaschpuffer |8M Urea, 0,5M NaCl, 20mM NaH,PO4, pH 5,8
Denaturierungselutionspuffer | 8M Urea,0,5M NaCl, 20mM NaH,POq,, pH 3,8

Imidazolelutionspuffer 250mM Imidazol, 50mM Na;HPO,4, 300mM
NaCl, pH8

EDTA 0,05M EDTA, pH8 und 0,5M EDTA, pH8

NiCl, 5mg/ml

NaOH 0,5M
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Zelllyse
Die bei -20°C tiefgefrorenen Zellpellets (s. 2.25.1) wurden 15 Minuten auf Eis

aufgetaut und anschlie3end zuerst in 10 ml Lysepuffer resuspendiert und dann
60 Minuten auf Eis vorsichtig geschittelt. Zu diesem Zeitpunkt wurden 12 pul
dieses Lysats entnommen, mit 60 ul Wasser, 18 ul 5xSS vermischt und bei -
20°C tiefgefroren (als Lysatprobe zur spateren Gelauftragung). Das Ubrige
Lysat wurde flr 20 Minuten bei 10.000 x g (Raumtemperatur) zentrifugiert, der
Uberstand in ein neues GefalR uUberfihrt und ebenfalls 12 pl fir die
Gelauftragung entnommen (Verdinnung analog Lysatprobe). Der restliche
Lysatiiberstand wurde dann mit den gewaschenen Ni?* Beads weiterverarbeitet

(s.u.).

Aufarbeitung der NiZ-Beads fiir 500 ml Induktionskultur

1ml der Slurry Ni** Beads (Ni2+-NTA-Agarose, Pro Bond, Invitrogen) wurden mit

0,5 ml Lysepufffer gemischt und kurz abzentrifugiert. Nach Abnahme des
Uberstands, wurde dieser Waschschritt noch zweimal wiederholt (insgesamt
dreimaliges Waschen) und anschlieRend die gewaschene Matrix auf Eis

gestellt.

Bindungsreaktion zwischen Ni2*-Beads und HisTag-Proteinen

Der Lysatiiberstand wurde mit den gewaschenen Ni?* Beads gemischt und {iber
Nacht bei 4°C inkubiert.

Aufreinigung
Zunachst wurde das Matrix-Proteingemisch auf ein PD-10 Saulchen (von GE

Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Schweden) gegeben. Anschlieffend lief
man diese langsam durchtropfen, wobei von dem entstandenen Flow-through
eine Probe entnommen und fur die Gelauftragung ein 1:6 Verdinnung angelegt
wurde. Diese Verdunnung war nétig, um eine Ausfallungsreaktion zwischen
dem SDS der sample solution und dem im Lysepuffer enthaltenen Guanidin-
HCI zu verhindern. Im nachsten Schritt wurden die unspezifisch gebundenen

Proteine durch Waschen der abgesetzten Beads mit 75 ml
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Denaturierungswaschpuffer entfernt und von dem Wasch-Flow-through erneut
eine Probe entnommen (wiederum 1:6 Verdinnung).

Um die spezifisch gebundenen Proteine zu isolieren, wurde 0,5 mi
Denaturierungselutionspuffer auf das Saulchen gegeben, fur 10 Minuten
inkubiert und die anschlieBend durchgetropfte Losung in ein neues Cap
gegeben. Dieser Schritt wurde nochmals wiederholt, wobei erneut jeweils eine
Probe zur Gelauftragung entnommen wurde (1:6 Verdunnung). Nach dem
gleichen Prinzip erfolgte auch eine dritte und vierte Elution mit je 0,5 ml
Imidazolelutionspuffer und eine flnfte Elution mit 0,5 ml 0,5M EDTA. Alle
unverdinnten Eluate wurden bei 4°C gelagert, wahrend die verdinnten Proben

tiefgefroren wurden.

2.25.3 Reinigung der Ni#* Beats
Zur Reinigung der Ni** Beats wurden die Saulchen nacheinander mit je 8 ml der
folgenden Puffer gespdlt: 0,05M EDTA

0,5M NaOH

steriles H,O

5mg/ml NiCl,

steriles H,O

Zur langerfristigen Lagerung bei 4°C wurde den Ni** Beats 20%iger Ethanol
zugeflgt.

2.25.4 HisTag-Blot

Bevor die vorbereiteten Proben (s.0.) fur den Western Blot bzw. die

Coomassiefarbung elektrophoretisch aufgetrennt werden konnten, mussten alle
Proben fir 5 Minuten bei 95°C inkubiert und im Anschluss kurz auf Eis
abgekuhlt werden. Schlieldlich wurde jede Probe kurz abzentrifugiert.

Die Auftrennung erfolgte im 9%igen Trenngel bei 30 mA, der Blot auf die
Nitrocellulosemembran (Protran BA85 Cellulosenitrat, Schleicher & Schuell,
Dassel, Deutschland) bei 300 mA (vgl. 2.26).

Im Folgenden wurde die Membran verschiedenen Wasch- und

Inkubationsschritten zugefuhrt:
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1xTBS
1xTBS/3%BSA

10 Minuten (2x), Raumtemperatur

60 Minuten, Raumtemperatur

BSA: Bovine Serum Albumine (AppliChem)

TBS Tween/Triton
1xTBS
1. Antikorper

10 Minuten (2x), Raumtemperatur
10 Minuten, Raumtemperatur

uber Nacht bei 4°C

Penta His Ak 1:5000 in 1xTBS/ 3% BSA

TBS Tween/Triton
1xTBS
2. Antikorper

10 Minuten (2x), Raumtemperatur
10 Minuten, Raumtemperatur

60 Minuten, Raumtemperatur

Goat a-mouse 1:5000 in 1xTBS/ 10% Magermilch

TBS Tween/Triton

10 Minuten (4x), Raumtemperatur

Durch Zugabe von ECL-Entwickler wurden die Poteinbanden sichtbar gemacht

(Genaueres s. 2.26).

2.26 Western Blot

Im Western Blot werden Proteine elektrophoretisch aufgetrennt und auf einer

Membran fixiert. Mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern kénnen bestimmte

Proteine nach Zugabe von ECL-Entwickler als Banden auf einem Film sichtbar

gemacht werden.

Lésungen

Polyacrylamid

Rotiphorese Gel 30, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Temed Tetramethylethylendiamine: Serva 35925

10% APS 10 g Ammoniumpersulfat a.d. 100 ml H,O, bei -20°C lagern

Lower tris 90,85 g Tris in ca 400 ml H,O lésen, pH 8,8 einstellen, 10 ml 20% SD§
zugeben, ad 500 ml H,O

Upper Tris 30,3 g Tris in ca. 400 ml H,O lésen, pH 6,8 entellen, 10 ml 20% SDS

zugeben, ad 500 ml H,O

sample solution

5% B-Mercaptoethanol, 2% 20%iges SDS, 25% Glycerin, 0,5 M Tris-
HCI pH 6,8, 1 Msp. Bromphenolblau

Elektrophoresepuffer

30,3 g Tris, 143,7 g Glycin, 25 ml 20% SDS, a.d. 1 |1 H,O use: 1:10
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Blotpuffer

700 ml H,O, 200 ml Methanol, 100 ml 10x Lammli

Blockingpuffer

1xPBS, 0,1% Tween20, 5% Magermilch

1. Antikérper

Penta His Ak: 1:5000 in 1 x PBS, 0,1% Tween20, 1% Magermilch

Penta His Ak 1:5000 in 1xTBS/ 3% BSA
Goat a-mouse IgG+M pox (Dianova) 1:5000 in Waschpuffer
IgG+M pox (Dianova) 1:5000 in 1xTBS/ 10%

2. Antikorper
Goat a-mouse
Magermilch

1xPBS, 0,1% Tween20

ECL™ Western Blotting Detection Reagents, Amersham Biosences,

Waschpuffer
ECL-Entwickler

Buchinghamshire, England

Gelzusammensetzung

Trenngel Sammelgel

5 ml Polyacrylamidgel | 0,75 ml Polyacrylamid

4 ml H,O 3,25 ml H,O
3 ml Lower Tris 1,25 ml Upper Tris
20ul Temed 20 pl Temed

60 pl 10%APS 35 ul 10% APS

Das Gel wurde wie vom Hersteller der Elektrophoresekammer vorgesehen

gegossen.

Probenvorbereitung

Die Uber Nacht auf GC-Agar Kkultivierten Bakterien wurden in 1x PBS
eingerieben (ODgoonm 0,2); 1 ml der PBS-Bakteriensuspension wurde bei 13000
rom fir 5 Minuten abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 25ul sample solution
resuspendiert, fir 10 min bei 100°C gekocht, auf Eis abgekuhlt, nochmals kurz
anzentrifugiert und bis zum Auftragen auf Eis gestellt.

Bis zum Erreichen des Trenngels liel¥ man die Proben bei 30 mA einlaufen; die
nachfolgende Auftrennung erfolgte bei 40 mA.

Die aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe einer Blotkammer auf eine
Nitrocellulosemembran (Protran BA85 Cellulosenitrat, Schleicher & Schuell,
Dassel, Deutschland) tberflhrt.

Nach einstiindiger schuttelnder Inkubation der Membran in Blocking Puffer

wurde im nachsten Schritt der 1. AntikOrper zugegeben (lUber Nacht bei 4°C).
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AnschlieBend wurde die Membran zweimal funf Minuten mit Waschpuffer
gereinigt und dann fir eine Stunde mit dem 2. Antikdrper inkubiert. Nach
erneutem Waschen (dreimal funf Minuten) wurde die Membran luftblasenfrei auf
eine Glasplatte gelegt, der ECL-Entwickler entsprechend den Angaben des
Herstellers daraufgegeben und schlieBlich mit Frischhaltefolie umwickelt. In der
Dunkelkammer wurde nun ein Film aufgelegt und nach wenigen Sekunden

Belichtungszeit entwickelt.

2.27 Coomassie-Gel

Um alle fur den Western Blot aufgetrennten Proteinbanden sichtbar machen zu
konnen, wurde ein Gel nicht geblottet, sondern mit Coomassie-Blau
(spezifischer Proteinfarbstoff) inkubiert. Dieses Gel wurde fir eine Stunde in
Coomassie-Blau-Lésung gefarbt und anschlieBend Uber Nacht in ein

Entfarberbad gegeben.

Commassie-Blau-Lésung 200 ml Ethanol absolut, 160 ml H,O, 40 ml
Eisessig, 200 mg Coomassie Birilliant Blau R 250
Entfarber 100 ml Eisessig, 200 ml Methanol, 700 ml H,O

2.28 Kultur von FaDu-Zellen
2.28.1 Kulturmedien fir FaDu-Zellen

Ansatz A: 490 ml EMEM
5 ml NEAA (100x)
5 ml Natrium-Pyruvat (100 mM)
>500 ml

Komplettmedium: 450 ml Ansatz A
50 mlI FCS (100%)
>500 ml

Losung X: 10 ul Zellsuspension (s. 2.26.2)
10 pl Trypanblau
80 ul 1x PBS
2100
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EMEM: Eagle’s Minimum Essential Medium with L-Glutamine
Cambrex, Verviers, Belgien

NEAA: Non-Essential Amino-Acids, 100x
Cambrex, Verviers, Belgien

Natrium-

Pyruvat: Na-Pyruvat Solution, 100mM
Cambrex, Verviers, Belgien

FCS: Fetal Bovine Serum

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Trypanblau:  Trypanblau 0,5% in NaCl

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

2.28.2 Kulturbedingungen FaDu-Zellen

FaDu-Zellen, beschrieben von S. R. Rangan [64], wurden aus einem

Hypopharynxkarzinom eines Patienten isoliert. Sie stellen damit veranderte
Epithelzellen dar und wurden in dieser Arbeit verwendet, um die Interaktion
zwischen Meningokokken und Pharynx-Epithelzellen zu untersuchen.

Die bei Lieferung tiefgefrorenen (-80°C) FaDu-Zellen (American Type Culture
Collection, Manassas, USA) wurden schnell in einem Wasserbad (37°C)
aufgetaut und nach Zugabe von 50 ml Komplettmedium fir 5 Minuten bei 1100
rom zentrifugiert. Um das im Einfriermedium enthaltene Dimethylsulfoxid
(DMSO) zu entfernen, wurde nach dem Zentrifugieren der Uberstand
abgenommen und das Pellet in 20 ml Komplettmedium resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde dann in eine Zellkulturflasche Uberfuhrt und in den
Brutschrank (37°C/5%CO3) gestellt. Nachdem ungefahr 90% der Zellen eine
Monolayer gebildet hatten (nach etwa 4-5 Tagen), erfolgte das Splitten der

Zellen.

2.28.3 Splitten der Zellen
Um die Zellen zu Splitten wurden nach Abziehen des alten Mediums und

zweimaligem Waschen der Zellen mit vorgewarmtem 1 x PBS, 1-2 ml
Trypsinlésung (Trypsin/EDTA Solution (0,05%/0,02%) in PBS, BiochromAG,
Berlin) in die Kulturflasche gegeben und diese fir ca. 5 Minuten in den
Brutschrank (37°C, 5% CO3) gestellt. Durch die Zugabe des Trypsins I6sten

sich die Zellen, die zuvor am Flaschenboden ein Zelllayer gebildet hatten. Im
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Anschluss wurden 20 ml frisches Komplettmedium zugegeben, 5-7 Minuten bei
1200 rpm zentrifugiert und nach Abnahme des Uberstandes erneut 20 ml
Komplettmedium zugegeben. Aus dieser Zellsuspension wurden 10 pl
entnommen und der Lésung X zugefugt (Zusammensetzung s.o.). 10 ul der
Losung X wurden gezahlt (Neubauerzahlkammer), die Ubrige Zellsuspension
auf neue Flaschen zur Weiterkultivierung verteilt bzw. fur den Infektionsversuch
vorbereitet (s. 2.29.2).

2.29 Infektionsversuch mit FaDu-Zellen

2.29.1 Prinzip des Infekionsversuches

Dieser Infektionsversuch untersuchte, in welchem Ausmal} verschiedene
Stamme von N. meningitidis an FaDu-Zellen (Hypopharynxkarzinom) binden.
Dazu wurde auf eine Monolayer-Schicht von FaDu-Zellen eine definierte Menge
Bakterien gegeben. In einem bestimmten Zeitraum konnten nun die Bakterien
an die Zellen adharieren. Danach wurde der Uberstand, der die nicht
adharenten Bakterien enthielt, abgenommen und in bestimmten Verdinnungen
ausplattiert. Die zuruckgebliebenen adharenten Bakterien wurden mit Hilfe von
1% Saponin in RPMI, welches Zellen lysiert, von den Zellen geloést. Durch die
Lyse der Zellen wurden auch die intrazellular vorhandenen Bakterien als
adharent mitgezahlt, wobei sich in vergleichbaren Experimenten in der Regel
weniger als 1 % der adharenten Bakterien tatsachlich intrazellular befanden.
Auch von der eben beschriebenen Bakteriensuspension wurde eine
Verdinnungsreihe erstellt und ausplattiert. Die Uber Nacht gewachsenen
Kolonien wurden gezahlt und das Verhaltnis der Anzahl der adharenten zur
Gesamtzahl der im well vorhandenen Bakterien gebildet.

Der sich ergebende Prozentwert gilt als Mal} fur die Adharenzfahigkeit eines

Meningokokkenstammes an Epithelzellen.
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2.29.2. Durchflhrung
Bendtigte Materialien/Medien.
RPMI1640
96-well Mikrotitrier-Platten
Saponin 1% in RPMI

Vorgewarmtes 1x PBS

Vorbereitungen:

1) 3 Tage vor dem Versuch wurden die FaDu-Zellen kultiviert und
fur den Infktionsversuch vorbereitet.

2) Die zu testenden Bakterienstdmme wurden Uber Nacht bei
37°C und 5% CO, auf GC-Agar kultiviert.

3) In 96-well-Platten wurden Verdunnungsreihen vorgelegt: je
180ul 1xPBS pro well.

Zunachst wurden die kultivierten und gesplitteten FaDu-Zellen in der
Neubauerkammer gezahlt und die Zellsuspension so verdinnt, dass sich eine
Konzentration von 1,5-2,5 x 10° Zellen pro ml ergab. Davon wurden nun pro
Bakterienstamm 3 mal je 100 ul pro well in eine 96-well-Platte gegeben und
diese fur 2-3 Tage bei 37°C, 5% CO; einen Brutschrank gestellt.

Als die Zellen konfluent waren, wurde das Komplettmedium abgezogen, die
Zellkulturschalen mit vorgewarmtem 1xPBS gespult und 100 ul RPMI jedem
well zugefugt. Die 96-well-Platte wurde bis zum Infektionsversuch bei 37°C, 5%
CO, gelagert.

Die Uber Nacht kultivierten Bakterien wurden in 10 ml RPMI angeimpft und fur
ca. 2 Stunden bei 37°C in den Schittler (200rpm) gestellt. Dann wurde die
optische Dichte (ODggonm) gemessen und eine ODggp von 0,1 eingestellt. Diese
Bakteriensuspension wurde mit RPMI 1:10 verdunnt. Somit ergab sich fur die
zu verwendende Bakteriensuspension eine OD von 0,01, was 10" Bakterien pro

ml entsprach.

Nach diesen Vorbereitungen wurden die FaDu-Zellen mit 100ul

Bakteriensuspension (ODggonm 0,01) infiziert. Dies ergab eine multiplicity of
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infection (MOI) von 10, d.h. auf eine Zelle kamen 10 Bakterien. Es folgte eine
funfstiindige Inkubation bei 37°C/5%CO,. Danach wurden die 200ul Uberstand
abgenommen, auf die vorbereiteten 96-well-Schalen (s. 3 bei Vorbereitungen)
uberfUhrt und eine Verdunnungsreihe erstellt. Die abgenommenen
Suspensionen wurden in 10er Schritten auf 10° verdiinnt; je 100ul der
Verdinnungsstufe -3, -4, -5 wurden anschlie3end auf GC-Agar ausplattiert.

Die wells, in denen die Inkubation erfolgte, wurden zunachst zweimal mit je
200ul RPMI gespllt, um alle verbliebenen Bakterien zu entfernen.
Anschlieend wurden 200ul 1%Saponin in RPMI zugegeben und die Platte fur
weitere 10 min inkubiert (37°C/5%CO;). Auch diese Suspension, die lysierte
Zellen und vorher adharente Bakterien enthielt, wurde abgenommen, eine
Verdunnungsreihe erstellt und ausplattiert.

Zudem wurden Kontrollplatten erstellt. Hierfir wurden je 100ul einer 104
Verdinnung der reinen Bakteriensuspension (ODgoonm 0,01) ausplattiert. Die
GC-Platten wurden Uber Nacht bei 37°C/5% CO; bebriutet und am nachsten

Tag die gewachsenen Einzelkolonien gezahlt.

2.29.3. Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel. Dabei wurden die Mittelwerte aus

den jeweils 3 gleichen Verdunnungsstufen und anschlieRend der Mittelwert aus
den Verdinnungsstufen -3, -4, -5 durch Einberechnen des Verdunnungsfaktors
ermittelt. Somit ergab sich fur jeden Stamm ein Wert fur die Anzahl der
adharenten und ein Wert fur die Anzahl der nicht adharenten Bakterien.

Das Verhaltnis von adharenten Bakterien zur Gesamtzahl der im well

befindlichen Bakterien ergab ein Mal} fur die Adharenz.

Adharenz = Adharente Bakterien x 100
(Adharente + nicht adharente Bakterien)

Fir jedes Experiment wurden mindestens drei unabhangige Versuche
durchgefuhrt.
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2.30 Software und Internetressourcen
2.30.1 Software
Adobe Photoshop 7.0.; Adobe Systems inc.

Microsoft Word 7.0., Word 2000; Microsoft Inc. (Textverarbeitung)
Microsoft Powerpoint 2000, Microsoft Inc. (Graphik)
Microsoft Excel 2000, Microsoft Inc. (Statistiken)

Sequence Navigator 1.0.1; Perkin Elmer (Sequenzanalysen)

2.30.2 Internetressourcen

www.ncbi.nim.nih.gov  Homepage des National Center for Biotechnology
Information mit Links zu GenBEnk und online Blast

http://pubmist.org/neisseria Seite fur MLST von Neisseria

www.rki.de Offizielle Homepage des Robert-Koch-Institutes

Die Literaturrecherche erfolgte mit Medline Uber den Server der Universitat

Wirzburg
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3. Ergebnisse

3.1 Verteilung ausgewahlter hrpB Gene in den Meningokokkenstammen
einer Tragerstudie

Eines der Ziele dieser Arbeit war es herauszufinden, ob es sich bei den Genen
NMCO0443 und NMB1762 tatsachlich um die vermuteten hrpB Gene der hrpAs
NMCO0444 und NMB1768 handelt. In diesem Zusammenhang wurde die
Verteilung der putativen Transportgene NMC0443 (hrpB, FAM18) und
NMB1762 (hrpB, MC58) in Dot Blot Hybidisierungen untersucht.

Fir die Detektion von NMB1762 und NMCO0443 bei den 830 Tragerisolaten

wurden Sonden erstellt, die nahezu das gesamte Gen umfassen. Die Spezifitat

NMB1762 NMC0443
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Abbildung 5: Dot Blot der Stdmme «201 - 300 mit je einer Sonde fur die HrpBs NMB1762 und
NMCO0443 hybridisiert.

der Sonden wurde durch Sequenzierung des entsprechenden PCR-Produkts
und anschlieBende Hybridisierung mit Stdammen, bei denen das Vorkommen
der untersuchten hrpB Gene bekannt ist (da die komplette Genomsequenz
publiziert ist), Uberpruft. Im Einzelnen wurde eine solche Kontroll-Hybridisierung
beim MC58 (Serogruppe B), Z-2491 (Serogruppe A), FAM18 (Serogruppe C)
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und a14 (cnl) durchgefihrt. Dartber hinaus diente eine Hybridisierung mit der
hrpB-Deletionnsmutante 3838 (2120 AsiaD ANMCO0443) als Negativkontrolle.

In Abbildung 5 sind die Dot Blots der Stamme o 201-300 nach Hybridisierung
mit den beiden Sonden exemplarisch gezeigt. Eine vollstandige Tabelle mit den
Hybridisierungsergebnissen fir NMB1762 und NMC0443 findet sich im Anhang.

3.1.1 Nachweis eines TPS Systems in Meningokokkenstdmmen verschiedener

klonaler Komplexe

In den von M. Boésl durchgeflhrten Dot Blot Hybridisierungen blieben 116 von
690 untersuchten Stammen (16,8%) fur alle vier hrpA Gene (NMB0497/1779,
NMB1768, NMB0493 und NMB1214) negativ [61]. Genauer betrachtet handelte
es sich bei 78,5% (91/116) der Stamme um solche mit Kapsel-null-Locus (cnl),
die nicht-hypervirulenten klonalen Komplexen zugeordent werden.

Um zu Uberprifen, ob diese Stamme tatsachlich kein TPS System aufweisen,
oder ob die von M. Bosl verwendeten Sonden aufgrund ihrer Spezifitat dieses
nicht detektieren konnten, wurden diese Stamme nun mit der fir NMCO0443
spezifischen Sonde hybridisiert. Dieses Vorgehen wurde gewahlt, da die hrpB
Gene im Gegensatz zu den hrpA Genen in den sequenzierten Genomen
hochkonserviert sind und damit eine Detektion des TPS System Uber den hrpB
Nachweis wahrscheinlicher schien.

Von den 116 fir die MC58 hrpAs negativen Stammen zeigten 113 Stamme
(97,6%) ein positives Hybridisierungsergebnis fir NMCO0443. Allein drei
Stamme o174, o181 und 0269 zeigten im Dot Blot fir NMC0443 keine positive
Reaktion. Diese Beobachtung bestatigt die Hypothese, dass die im MC58 hrpA
Gen Screening [61] negativ gebliebenen Stamme offensichtlich doch ein TPS
System besitzten, welches die verwendeten hrpA Sonden nicht detektieren
konnten. Dies lag vermutlich daran, dass die Sequenzhomologien zwischen den
derzeit bekannten hrpA Genen vor allem N-terminal zu finden sind (z.B. hrpA
des Stammes MC58 NMB0497/1779 und das hrpA des Stammes FAM18
NMCO0444), wahrend C-terminal doch deutliche Variationen auftreten; dies
erklart warum madglicherweise putativ vorhandene hrpA Gene mit der
NMBO0497/1779 spezifischen Sonde nicht erkannt werden konnten.
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Die spezifisch fir NMC0443 durchgeflihrten Dot Blots konnten nun zeigen, dass
in den untersuchten 116 Stammen ein zu NMCO0443 homologes hrpB Gen
vorkommt. Ausgehend von der allgemeinen Regel des TPS Systems, dass zu
jedem hrpB auch ein zugehodriges hrpA gehort [54], wurden deshalb im
Folgenden von allen 830 Tragerisolaten die Dot Blots des hrpB NMC0443 dem
putativ zughoérigen hrpA NMCO0444 (bzw. dem hierzu zu 100%homologen
NMB1780) gegenubergestellt und die Verteilungsmuster analysiert.

Von 830 durchgefihrten NMC0443 Dot Blots konnten 819 (98,4%) ausgewertet
werden. Dabei zeigten 806 Proben (98,4%) eindeutig positive
Hybridisierungsergebnisse; bei den 13 negativen/uneindeutigen Stammen
wurden PCRs durchgefuhrt (s. Kapitel 3.1.2).

Im direkten Vergleich der NMC0443 Dot Blots mit denen von NMB1779/0497
konnten von den ursprunglich 830 Proben nur 675 (81,3%) ausgewertet
werden, da bei den NMB 1779/0497 Dot Blots 155 Stamme kein eindeutiges
Ergebnis zeigten. Auch hier ergaben 75,3% der verglichenen Stamme positive
Signale fur beide Gene, zeigten also die Prasenz eines kompletten TPS
Systems an. Ein einziger Stamm blieb fir NMB1779/0497 und NMCO0443
negativ. 154 Stamme (22,8%) waren bei positivem Resultat fur NMC0443 im
NMB1779/0497 Blot negativ, wahrend 12 Stamme positiv fur NMB1779/0497
und negativ/uneindeutig fur NMC0443 hybridisierten.

Zur besseren Ubersicht der Ergebnisse wurden die haufigsten hypervirulenten
(Tabelle 5) und nicht-hypervirulenten (Tabelle 6) Komplexe genauer betrachtet:
100 % des ST-8 und ST-11 Komplexes, 88 % des ST-23, 95% des ST-32 und
92% des ST-41/44 Komplexes ergaben positive Hybridisierungsergebnisse mit
den Sonden fir NMB1779 und NMCO0443 (Tabelle 5).

Insgesamt 7,8% der hypervirulenten Stamme zeigten ein positives Signal mit
der Sonde fur NMCO0443, nicht jedoch fir NMB1779. Ein einziger Stamm (o
165, ST-23) liel® trotz positiven Signals mit der Sonde fur NMB1779 keine
Reaktion im Dot Blot mit der Sonde fur NMC0443 erkennen.

Bei den nicht-hypervirulenten klonalen Komplexen unterschieden sich die mit
Kapsel Null Locus (cnl) bezlglich der Blotreaktionen von NMB1779 und
NMCO0443 deutlich von den Ubrigen klonalen Komplexen (ST-22, ST-60, ST-
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162). Letztere zeigten Uberwiegend - das heillt 94 % der ST-22 Stamme, 88%
der ST-60 Stdmme und 90% der ST-162 Stdmme - positive
Hybridisierungsergebnise fur beide Gene wie dies auch bei den hypervirulenten
Komplexen zu beobachten war. Nur 9,1% der Stamme dieser drei klonalen
Komplexe ergaben ein negatives oder ungleiches Resultat fir NMB1779 und
NMCO0443. Bei der Mehrheit (104 Stamme) der 119 Stammen der cnl-Komplexe
dagegen fand sich kein Signal fur NMB1779 bei gleichzeitig positivem
Nachweis von NMCO0443 (Tabelle 6). Einzige Ausnahme stellte der ST-845

Komplex dar, der mit 10 von 11 Stammen fir beide Gene positiv war.

Tabelle 5: Verteilung der Dot Blot-Ergebnisse von NMB1779 und NMCO0443 in hypervirulenten Komplexen

klonaler Komplex  Serogruppe  Anzahl (Prozent) NMB1779 NMCO0443
(Genotyp)
ST-8 C 2/2 (100) + +
ST-11 Cc,w 3/3 (100) + +
ST-23 Y, NG 53/60 (88) + +
ST-23 Y, NG 6/60 (10) - +
ST-23 Y 1/60 (2) + -
ST-32 B 37/39 (95) + +
ST-32 B 2/39 (5) - +
ST-41/44 B, C,cnl, Y, NG 104/113 (92) + +
ST-41/44 B 9/113 (8) +

(+ = Hybridisierung positiv; - = Hybridisierung negativ)

Von allen 207 ausgewerteten nicht-hypervirulenten Stammen ergab sich nur fur
drei Stamme (o 700 und a 793, ST-60; a 359, ST-162) ein negatives Ergebnis
der NMCO0443 Hybridisierung. Fur diese drei Stamme und fur den oben
erwahnten hypervirulenten o 165 (ST-23) wurden PCRs durchgefiuhrt, die im
Kapitel 3.1.2 ausfuhrlich beschieben sind.

Aufgrund der negativen Hybridsierungen mit der Sonde fur NMB1779 bei
gleichzeitig positivem NMC0443 wurde angenommen, dass die fir NMB1779
spezifische Sonde das in den Kapsel Null locus Komplexen vermutete hrpA-
Homolog aufgrund der unvollstdndigen Homologien zwischen beiden Genen
nicht detektieren konnte.

Um diese Hypothese zu Uberprifen wurden 10 Stamme der negativ/fraglich -
positiv Konstellation ausgewahlt (Tabelle 7) und reprasentativ PCRs
durchgefuhrt (s. Kapitel 3.1.2).
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Tabelle 6: Verteilung der Dot Blot-Ergebnisse von NMB1779 und NMCO0443 in nicht-hypervirulenten

Komplexen

Klonaler Komplex Serogruppe Anzahl (Prozent) NMB1779 NMCO0443
(Genotyp)
ST-22 W,Y, Z, NG 30/32 (94) + +
ST-22 w 2/32 (6) - +
ST-60 29E, Y, NG 24/27 (88) + +
ST-60 29E 1/27 (4) - +
ST-60 29E 1/27 (4) - -
ST-60 NG 1/27(4) + -
ST-162 B 26/29 (90) + +
ST-162 B 2/29 (7) - +
ST-162 B 1/29 (3) + -
ST-53 cnl 47/50 (94) - +
ST-53 cnl 3/50 (6) + +
ST-198 cnl 39/40 (97,5) - +
ST-198 cnl 1/40 (2,5) + +
ST-845 cnl 10/11 (91) + +
ST-845 cnl 1/11 (9) - +
ST-1117 cnl 15/16 (94) - +
ST-1117 cnl 1/16 (6) + +
ST-1136 cnl 2/2 (100) - +

(+ = Hybridisierung positiv; - = Hybridisierung negativ)

Tabelle 7: Auswahl an Kapsel Null Locus Stdmmen (cnl), die im Dot Blot negativ fiur das hrpA (NMB1779)
und positiv fiir das hrpB (NMC0443) waren.

Dot Blot PCR
klonaler Komplex alpha  Serogruppe NMB1779 NMC0443 PCR NMCO0444-0443
(Genotyp)
ST-53 42 cnl 0 + +
ST-53 60 cnl 0 + +
ST-198 55 cnl - + +
ST-198 299 enl - + +
ST-198 339 cnl - + +
ST-845 30 cnl 0 + +
ST-845 62 cnl - + +
ST-1117 333 cnl 0 + +
ST-1117 598 cnl - + +
ST-1117 215 cnl 0 + +

(+ = Hybridisierung/PCR positiv; - = Hybridisierung negativ; 0 = Hybridisierung nicht eindeutig)
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3.1.2 PCR Ergebnisse zur Verteilung von NMC0443
Insgesamt wurden in dieser Arbeit 830 Meningikokkentragerisolate mit einer
Sonde spezifisch fur NMC0443 hybridisiert (s. Kapitel 3.1). 8 Stamme waren

dabei nicht eindeutig zuzuordnen, 5 weitere Stdmme negativ; fur diese 13

Stamme und die in Kapitel 3.1.1 beschriebenen 10 ausgewahlten Kapsel Null
Locus Stamme (Tabelle 7) wurden PCRs durchgefuhrt. Der forward Primer
wurde so gewahlt, dass er das 3’ Ende der hoch-konservierten hrpB Gene
(entprechende Nukleotide im NMCO0443 sind 1641 bis 1663) erkennen konnte,
wahrend der reverse Primer flir eine Sequenz in der Sekretionsdomane
(Vorkommen in allen hrpA Genen) des NMC0444 (Nukleotide 501 bis 520)
konstruiert wurde.

Far alle im Dot Blot fragwurdigen oder negativen Stamme erwies sich die PCR
als positiv (Tabelle 8). Einzige Ausnahme bildete der Stamm o 823 (ST-772),
der sowohl in der Hybridisierung, als auch in der PCR negativ blieb.

Dieses Ergebnis zeigt, dass in allen untersuchten klonalen Komplexen (Tabelle
8) ein TPS-System vohanden ist. Daruber hinaus beweist das Ergebnis der
PCR, dass im TPS-System der Meningokokken das hrpA Gen und sein hrpB
Gen grundsatzlich nebeneinander liegen.

Eine Ubersicht Uber alle NMCO0443 Hybridisierungsergebnisse einschliellich
durchgefuhrter PCRs findet sich im Anhang.

Tabelle 8: Ergebnisse der PCR fur im Dot Blot (NMC0443) negative Stdmme

Dot Blot PCR
Klonaler Komplex Anzahl (alpha-Stamm) NMC0443 NMC0444-0443

ST-23 1(165) - +
ST-60 2 (700, 793) - +
ST-89 1 (636) 0 +
ST-162 1 (359) - +
ST-254 1(388) 0 +
ST-774 1 (706) 0 +
1 (823) 0 -

ST-949 3 (174, 181, 269) 0 +
1(694) 0 +

1 (837) - +

(- = Hybridisierung/PCR negativ; + = PCR positiv; 0 = Ergebnis nicht eindeutig)
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3.1.3 Korrelation zwischen der Anwesenheit des putativen Transportgens
NMB1762 (hrpB) und dem hrpA NMB1768
Um die Verteilung des hrpA Gens NMB1768 und des putativ zugehorigen

Transportgens NMB1762 untersuchen zu konnen wurden Dot Blots fur
NMB1762 angefertigt und analog Kapitel 3.3.1 die Hybridisierungsergebnisse
mit denen der NMB1768-Blots [61] verglichen.

Von 830 untersuchten Stammen konnten 772 ausgewertet werden (93 %).
Dabei zeigten insgesamt 486 Stamme (62,9%) ein negatives
Hybridisierungsergebnis sowohl fur das hrpA Gen NMB1768 als auch fur seinen
putativen Transporter NMB1762 und 286 Stamme (37,1%) ein fur beide Gene
positives Resultat.

Im Folgenden wurden die Ergebnisse einiger haufiger hypervirulenter klonaler
Komplexe separat betrachtet (Tabelle 9) und den haufigsten nicht-
hypervirulenten Komplexen (Tabelle 10) gegenubergestellt. Von den 257
Stammen, die zu den hypervirulenten klonalen Komplexen ST-8, ST-11, ST-23,
ST-32 und ST-41/44 gehdren, ergaben 241 (93,8%) eindeutige Ergebnisse.

Tabelle 9: Verteilung der Dot Blot-Ergebnisse von NMB1768 und NMB1762 in hypervirulenten Komplexen

klonaler Komplex Serogruppe Anzahl (Prozent) NMB1768 NMB1762
(Genotyp)
ST-8 C 2/2 (100) - -
ST-11 C,W 8/8 (100) - -
ST-23 Y, NG 70/71 (99) - -
ST-23 Y 1/71 (1) - +
ST-32 B 34/41 (83) + +
ST-32 B 6/41 (15) 0 +
ST-32 B 1/41 (2) - -
ST-41/44 B, C,cnl, Y, NG 91/135 (67) + +
ST-41/44 B 31/135 (23) - -
ST-41/44 B 10/135 (7) 0/- +
ST-41/44 B 3/135 (2) + -

(+ = Hybridisierung positiv; - = Hybridisierung negativ; 0 = Ergebnis nicht eindeutig)

43,8% der untersuchten hypervirulenten Stamme zeigten ein negatives
Hybridisierungsergebnis fir NMB1768 (hrpA) und sein putatives Transportgen
NMB1762 (hrpB), wahrend 48,8% fir beide Gene eine positive Reaktion

aufwiesen. Bei den 7,8 % der Stamme, fur die entweder keine eindeutig positive
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bzw. negative Zuordnung mdglich war oder die Dot Blots fir NMB1768 und
NMB1762 nicht einheitlich positiv/inegativ waren, wurden PCRs zur eindeutigen
Klarung durchgefuhrt (Genaueres hierzu s. Kapitel 3.1.4).

Analog dem Vorgehen bei den hypervirulenten Komplexen, wurde eine
Gegenuberstellung der NMB1768- und NMB1762-Dot Blot Ergebnisse fur die
haufigsten nicht-hypervirulenten Komplexe vorgenommen (Tabelle 10).

Von 236 untersuchten Stamme der nicht-hypervirulenten Komplexe ST-22, ST-
60, ST-162, ST-53, ST-198, ST-845, ST-1117, ST-1136 konnten alle 236
(100%) eindeutig einem positiven/negativem Resultat zugeordnet werden.

Bei 234 Stammen (99,2%) waren die Dot Blots einheitlich korreliert (Tabelle
10): Die Stamme der klonalen Komplexe ST-22, ST-162, ST-53, ST-1117 und
ST-1136 zeigten alle zu jeweils 100 % negative Dot Blot-Ergebnisse fur
NMB1768 (hrpA) und far NMB1762 (hrpB). Bei ST- 60 waren 27 von 32
Stammen (84%) fur beide Gene negativ, bei ST-198 43 von 44 Stammen
(98%). Allein beim ST-845 Komplex ergaben 11 von 12 (92%) fur NMB1768
und NMB1762 positive Signale. Die beiden uneinheitlich korrelierten Stamme o
687 (ST-60) und a 701 (ST-198) wurde wie bei den hypervirulenten Stammen
einer PCR zugefuhrt (s. Kapitel 3.1.4).

Tabelle 10: Verteilung von NMB1768 und NMB1762 in nicht-hypervirulenten Komplexen

klonaler Komplex Serogruppe Anzahl (Prozent) NMB1768 NMB1762
(Genotyp)
ST-22 W,Y, Z, NG 37/37 (100) - -
ST-60 29E, Y, NG 27/32 (84) - -
ST-60 29E, Y, NG 4/32 (13) + +
ST-60 NG 1/32 (3) - +
ST-162 B 32/32 (100) - -
ST-53 cnl 57/57 (100) - -
ST-198 cnl 43/44 (98) - -
ST-198 cnl 1/44 (2) - +
ST-845 cnl 11/12 (92) + +
ST-845 cnl 1/12 (8) - -
ST-1117 cnl 18/18 (100) - -
ST-1136 cnl 4/4 (100) - -

(+ = Hybridisierung positiv; - = Hybridisierung negativ)

Insgesamt blieben also 92,8% der nicht-hypervirulenten Komplexe fur beide

Gene im Dot Blot negativ und nur 6,4% der Stdmme zeigten eine positive
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Reaktion fur NMB1768 und NMB1762. Zum Vergleich war der Prozentsatz
positiver Hybridisierungsergebnisse bei den hypervirulenten Stdmmen mit
48,8% (s.0.) gegenuber 6,4% bei den nicht-hypervirulenten Stammen deutlich
hoéher.

Eine ausflhrliche Tabelle mit allen Dot Blot Ergebnissen findet sich im Anhang.

3.1.4 PCR Ergebnisse des NMB1762 — NMB1768 Vergleichs

Wie bereits in Kapitel 3.1.3 erwahnt, wurde fur alle uneindeutigen

Hybridisierungen und fur solche, die zu keinem einheitlich positivem oder
negativem Ergebnis fur die Gene NMB1768 und NMB1762 fuhrten, eine PCR
durchgefuhrt. Die Primer waren so konstruiert, dass sie jeweils spezifisch fur
NMB1768 waren, bei den Stdammen, die im Dot Blot hierflr negativ ausfielen
und spezifisch fur NMB1762 bei den Stammen, die negative Ergebnisse im
NMB1762 Dot Blot zeigten (Tabelle 11).

6 Stamme wiesen im Dot Blot ein positives Signal fur NMB1768 bei gleichzeitig
negativer Reaktion fur NMB1762 auf. Alle flr diese Stamme mit NMB1762
spezifischen Primern angesetzten PCRs bestatigten die Anwesenheit des
Gens.

Weiterhin ergaben 38 Stamme im Dot Blot ein positives Ergebnis fur NMB1762,
blieben jedoch fir NMB1768 negativ oder nicht sicher zuzuordnen.

Analog wurden auch hier NMB1768 spezifische PCRs durchgefihrt, die bis auf
eine Ausnahme (o 796, ST-167) alle positiv ausfielen (Tabelle 11).
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass fiur alle im Dot Blot
uneinheitlichen Stamme durch die PCR gezeigt werden konnte, dass
NMB1768-positive Stamme auch fur NMB1762 positiv sind. Ebenso zeigten die
fur NMB1762 positiven Proben positive Ergebnisse fir NMB1768 (mit nur einer
Ausnahme fur ein Isolat des ST-167 Komplexes). Es kann daher vermutet
werden, dass auch das NMB1762 Gen (als hrpB) und sein zugehoriges
NMB1768 (als hrpA) ein TPS System darstellen.

Eine detaillierte Ubersicht aller fraglichen Stdmme und ihrer Hybridisierungs-

/PCR-Ergebnisse ist im Anhang einzusehen.



Ergebnisse 54

Tabelle 11: Ergebnisse der PCR fir im Dot Blot (NMB1768 bzw. NMB1762) negative Stdmme

Dot Blot PCR
Klonaler Komplex Anzahl NMB1768 NMB1762 NMB1768 NMB1762
ST-23
ST-32
ST-35
ST-41/44
ST-41/44
ST-41/44
ST-60

ST-99
ST-167
ST-198
ST-254
ST-364
ST-778
ST-939
ST-939
ST-974
ST-974

1)

—_—

oo o
+ + + + +

+
1

1
+
+ o+ S+ o+ 4+ o+ o+
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1

+ o o
+ O+ + + + + + +

1
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o + +
1
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+ o+ S+ L+ o+ o+ o+ o+

+ +

(+ = Hybridisierung/PCR positiv; - = Hybridisierung/PCR negativ; 0 = Ergebnis nicht eindeutig;
|/ = keine PCR durchgefiihrt, da Stamm bereits im Dot Blot positiv)

" Stamme, die keinem klonalen Komplex zugeordnet werden konnen

3.2 Expressionsanalyse der hrpBs in verschiedenen klonalen Komplexen
Im vorigen Kapitel wurde die Verteilung der beiden fhaC homologen Gene
NMB1762 und NMCO0443 in den haufigsten klonalen Komplexen der
Meningokokkentragerstudie analysiert. Da mit dieser Untersuchung jedoch
keinerlei Aussage darlUber getroffen werden konnte, ob die beiden Gene von
den positiv getesteten Stammen auch exprimiert werden, wurden
Expressionsexperimente mittels RT-PCR durchgefuhrt.

Zunachst wurden PCRs von genomischer DNA des Stammes MC58 (fur
NMB1762) und 2120 (fir NMC0444-0443) durchgefihrt, um die Funktion der
Primer zu Uberprifen. Im Anschluss wurden RT-PCRs angesetzt, mit denen

sich bei beiden Stammen die Expression der untersuchten Gene nachweisen
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lieR. Durch einen PCR-Ansatz mit RNA wurde eine Verunreinigung der

aufgereinigten RNA mit DNA ausgeschlossen.

Tabelle 12: Ergebnisse der RT-PCR fiir NMB1762 bzw. NMCO0444-0443 in ausgewahlten klonalen

Komplexen

klonaler Komplex Stamm RT-PCR NMB1762
ST-32 MC58 +
ST-18 o2 +
ST-35 o279 +
ST-41/44 al16 +
ST-269 all +
ST-791 0366 +
ST-793 o193 +
ST-845 0634 +
ST-910 alb +
ST-939 0184 +
klonaler Komplex Stamm RT-PCR NMC0444-0443
ST-11 2120 +
ST-8 o198 +
ST11 o223 +
ST-41/44 al16 +
ST-53 al4d +
ST-60 ol +
ST-162 al3 +
ST-198 ab5 +
ST-845 a30 +
ST-1117 333 +

+ = RT-PCR/PCR positiv; - = RT-PCR/PCR negativ

Exemplarisch wurden fir haufig vorkommende klonale Komplexe der
Tragerstudie bei 9 Stammen RT-PCRs zur Expressionsprafung von NMB1762
durchgefuhrt (Abbildung 6). Alle neun ausgewahlten Stamme (Tabelle 12)
zeigten positive Ergebnisse fur NMB1762, wahrend die PCR mit RNA als
Template zum Ausschluss einer Verunreinigung der RNA mit DNA negativ
ausfiel.

Im Gegensatz zu den RT-PCRs zum Nachweis der Expression von NMB1762,
wurde das hrpB des C-Stamms NMC0443 mit Primern getestet, die das
zugehorige hrpA NMC0444 mit umfassten. Dabei erkannte der forward Primer
das 3’ Ende des hrpB Gens NMC0443 und der reverse Primer eine konservierte
Region am 5’ Ende des hrpA Gens NMCO0444. Auch hier wurden RT-PCRs von



Ergebnisse 56

9 Stammen haufiger klonaler Komplexe angesetzt. Ublicherweise sind beim
TPS System die Gene, die flir das sezernierte Protein TpsA und das

zugehdrige Transportprotein TpsB kodieren in einem Operon organisiert [53].

MC 58 alpha 16
r RT- PCR PCR A /RT- PCR PCR A
(NMB Igt& (NMB Igt& NMB IgtA NMB IgtA
1762 1762 1762 1762

1 kb

Abbildung 6: RT-PCRs der Stamme MC58 und 16 zum Nachweis der NMB1762-Expression

Alle fir NMCO0444-0443 untersuchten Stamme ergaben positive RT-PCR-
Resultate und lieRen damit diese typische Operonstruktur erkennen, ein
weiterer Hinweis daflr, dass das TPS System auch in N. meningitidis
konserviert ist. Auch die durchgefuhrte Positivkontrolle (IgtA RT-PCR) und
Kontroll-PCR von DNA und RNA fielen regelrecht aus (Abbildung 7).

R NMONA44-0443 PCR e
RT-PCR RT-PCR PCR NMC0444-0443 PCR IgtA
NMC0444-0443 IgtA " RNA DNAY 7 RNA DNA
f \ [ B
/alpha 14 alpha7 alpha 13\ J/alpha 14 alpha7 alpha 13 \ (alpha 14 alpha7 alpha 1-3\alpha 14 G}pha 14 alpha7 alpha 1} alpha 14

Abbildung 7: RT-PCR der Stamme a7, a13, a14
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3.3 Infektionsversuche mit FaDu-Zellen

Einige HrpA homologe Proteine in anderen gramnegativen Bakterien sind
bekannte Adharenzfaktoren [54]. Um zu Uberprifen, ob auch die HrpA Proteine
der Meningokokken an der Adharenz an Wirtszellen beteiligt sind, wurden
Infektionsversuche mit hrpA und hrpB Deletionsmutanten und verschiedenen
Epithelzelllinien durchgeflhrt.

Der Serogruppe C Stamms 2120 gehort zum gleichen klonalen Komplex wie
der sequenzierte FAM18, dessen Genom nur ein einziges hrpA (NMC0444) und
hrpB (NMCO0443) aufweist [2]. Davon ausgehend, dass auch der 2120 nur ein
TPS System besitzt, wurden in dieser Arbeit Infektionsversuche mit Mutanten
des Serogruppe C Stamms 2120 durchgefuhrt. Auf diese Weise konnte die
Auswirkung der Genausschaltung auf die Adharenz einfacher beobachtet
werden als beim MC58 dessen Genom funf hrpAs (NMB1779, NMB0497,
NMB1768, NMB0493, NMB1214) und drei hrpBs (NMB1780, NMB0496,
NMB1762) aufweist [59].

Es wurden der unbekapselte 2120 (2517) und der unbekapselte, LPS-trunkierte
2120 (2921) als parentale Stammen ausgewahlt, da bekapselte Stamme kaum

an Epithelzellen adharieren [27].

3.3.1 hrpA Deletionsmutanten

Im Infektionsversuch wurde das Verhaltnis zwischen Anzahl adharenter
Bakterien und Anzahl adharenter plus nicht adharenter Bakterien in % ermittelt.
Der erhaltene Wert stellt ein Mal} fir die Adharenz an die Epithelzellen eines
Hypopharynxkarzinoms, sogenannte FaDu-Zellen [64] dar. Es wurden
Versuche fur die Stamme 2517 (2120 AsiaD), 3727 (2517 AhrpA) und sowie
2921 (2120 AsiaD AlgtA) und 3726 (2921 AhrpA) durchgefiihrt (Abbildung 8).
Mit 12,8% zeigte die AhrpA Deletionsmutante eine signifikant schlechtere
Adharenz (p< 0,05) als der parentale Stamm 2517 (2120 4siaD; 25,8%).
Ebenso fielen die Adharenzwerte der unbekapselten und LPS trunkierten
Deletionsmutante 2921 AhrpA mit 14,2% gegenuber 31,4% Zell-assoziierte
Bakterien bei Stamm 2921 signifikant geringer aus (p< 0,01).
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Abbildung 8: Adharenz der AhrpA Deletionsmutante der Stamme 2517 und 2921
an FaDu-Zellen 5 Stunden post infectionem; y-Achse: Adharente Bakterien in % der
Gesamtzahl der Bakterien im well.

Mittelwerte aus 10 Infektionsversuchen; der schwarze Balken zeigt die

Standardabweichung

Zusammenfassend lie sich also feststellen, dass HrpA speziell bei
unbekapselten, LPS-trunkierten Mutanten eine entscheidende Bedeutung bei

der Epithelzelladharenz von Meningokokken besitzt.

3.3.2 hrpB Deletionsmutanten

Wie im vorigen Abschnitt fir hrpA beschrieben, wurden im Folgenden
Infektionsversuche mit den hrpB Deletionsmutanten 3838 (2517 AhrpB) und
3839 (2921 AhrpB) sowie den zugehorigen parentalen Stamme 2517 (2120
AsiaD) und 2921 (2120 4siaD 4IgtA) durchgefuhrt.

Die hrpB Deletion beim unbekapselten Stamm 2517 flhrte zu einem geringen
Adharenzabfall (25,8% Adharenz bei Stamm 2517 gegenuber 17,3% bei
Stamm 2517 ANMCO0443, p=0,16), der allerdings nicht signifikant war.
Signifikant verringert (p< 0,05) stellten sich jedoch die Adharenzwerte bei der
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unbekapselten und LPS-trunkierten 2921-Deletionsmutante im Vergleich zum

parentalen Stamm 2921 (2120 4siaD AlgtA) dar (Abbildung 9).

r~—n.s.-—

r— p<0,05 ——

Diese signifikante

Verminderung zell-
assoziierter Bakterien nach
hrpB  Deletion ist ein
weiterer Hinweis fur eine
tatsachliche Funktion von
HrpB als Transporter flr

HrpA.

2517 2517AhmpB 2921 2921AhmpB

Abbildung 9: Adhérenz der AhrpB Deletionsmutante der Stamme 2517 und 2921 an FaDu-Zellen 5

Stunden post infectionem; y-Achse: Adharente Bakterien in % der Gesamtzahl der Bakterien im well

Mittelwerte aus 10 Infektionsversuchen; der schwarze Balken zeigt die Standardabweichung.

3.4 HrpB Expression in E.coli und Aufreinigung tiber Ni** Beads

F1 F2 E1 E2 E3

65 kD2 mm E;",...

s
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Eines der Ziele dieser Arbeit war
die Gewinnung eines gegen HrpB
gerichteten Antikorpers, um damit
die Proteinexpression und
Lokalisation des FhaC homologen
Proteins in der Bakterienzelle
bestimmen konnen. Dazu wurde
wie im Kapitel 2.23 beschrieben
zunachst ein Plasmid konstruiert,
Ausnahme des

das mit

Abbildung 10: Coomassie Gel des aufgereinigten HrpB Proteins NMC0443.

F1-E3 entspricht den einzelnen Aufreinigungsschritten des Proteingemisches (s. 2.25.2).
F1: Flow through 1; F2: Flow trough 2; E1/2/3: Eluate (s. 2.25.2).
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Signalpeptids die gesamte Nukleotidsequenz des hrpB Gens NMC0443
umfasst. Es gelang, ein Protein mit etwa 65 kDa Molekulargewicht in E. coli zu
induzieren. Das induzierte Protein (in der E.coli Suspension) konnte im Western
Blot mit gegen den HisTag gerichteten Antikorperen nachgewiesen werden
(Abbildung 11). Uber Ni** Beads wurde das induzierte Protein aufgereinigt
(Abbildung 10).

Mit der Herstellung des HrpB Proteins, das den putativen Transporter des TPS
Systems in Meningokokken darstellt, konnte die Entwicklung eines Antikorpers
beauftragt werden. Dies stellt einen bedeutenden Schritt in der weiteren

Verteilungs- und Funktionsanalyse des TPS Systems in Meningokokken dar.

65 kDa == —

Abbildung 11: Western Blot HrpB (NMC0443) Expression in pQE32 M15[pREP4]; t=0:
Suspension zum Zeitpunkt 0 kurz vor der Induktion; t=1: Suspension zum Zeitpunkt 1 h nach

Induktion
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4. Diskussion

Zahlreiche groRe Exoproteine in verschiedenen Gram-negativen Bakterien
werden durch TPS Systeme sezeniert [54]. Aktuell ist Uber die meisten dieser
Proteine sehr wenig bekannt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die
Verteilung der putativen TPS Systeme NMB1768-NMB1762 und NMC0444-
NMCO0443 in der Meningokokkenpopulation zu charakterisieren. Auf’erdem
wurden Expressionsanalysen in Stammen mit positiver Hybridisierungsreaktion
fur diese beiden TPS Systeme durchgefuhrt und die Funktion der HrpAs und
HrpBs bei der Adharenz von Meningokokken an Epithelzellen untersucht.
AnschlieBend wurde das Transportprotein HrpB in E. coli exprimiert und

aufgereinigt.

4.1 Das TPS Transportsystem in Gram-negativen Bakterien

Zu den wichtigsten Transportmechanismen Gram-negativer Bakterien fur die
Sekretion groler Exoproteine zahlt neben dem Autotranporter auch das Zwei-
Partner Sekretionssystem (TPS-System). Wahrend Autotransporter-Proteine
selbststandig die aullere Membran Gram-negativer Bakterien passieren,
bendtigen die als TpsA bezeichneten Exoproteine des TPS Systems ein
spezifisches Partnerprotein in Form eines kanalbildenden Transporters,
genannt TpsB [56]. Das zu sezernierende TpsA Protein weist ein N-terminal
gelegenes Signalpeptid mit benachbarter TPS-Domane auf. Das Signalpeptid
enthalt ein Spaltsignal, bekannt von Vorlauferproteinen, die von LepB-Typ
Peptidasen prozessiert werden. Beim Transport des TpsA Uber die innere
Membran mit Hilfe des Sec-Apparats wird das Signalpeptid abgespalten,
sodass die TPS-Domane des TpsA Proteins flr das TpsB erkennbar wird und
das TpsA nun von diesem uber die aullere Membran transportiert werden kann
[56].

Beim TPS System handelt es sich um ein weit verbreitetes Transportsystem in
Gram-negativen Bakterien. Zum heutigen Zeitpunkt ist es in Serratia

marcescens, Proteus mirabilis, Haemophilus influenzae, Bordetella pertussis,
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Haemophilus ducreyi und anderen Gram-negativen Bakterien beschrieben.
Auch im Genus Neisseria sind TpsA homologe Proteine bekannt, die als
hemagglutinin/hemolysin related proteins (hrps) bezeichnet werden [56, 59]. In
dieser Arbeit werden die TpsAs als HrpAs und ihre zugehdrigen Transporter

TpsBs als HrpBs bezeichnet.

4.2 Das TPS System im Genus Neisseria

4.2.1 Verteilung des TPS Systems in verschiedenen Neisseria Spezies

In der Vorgangerdissertation dieser Arbeit [61] konnten hrpA Gene neben N.
meningitidis auch in N. gonorrhoeae und N. lactamica detektiert werden. Auch
Snyder et al. konnten zeigen, dass homologe Gene zu NMB0493, NMB1214
und NMB1768 (Gruppe II hrpAs) in N. lactamica vorkommen [65]. Daneben
enthalt das Genom des N. gonorrhoeae Stammes FA 1090 ein ORF, das —
unterbrochen von multiplen Stop Codons — fur ein NMB1768 homologes HrpA
Protein kodiert [53]. Somit ist das Vorkommen von hrpA Genen weder
spezifisch fur Meningokokken noch bleibt es auf die pathogenen Spezies der

Neisserien, d.h. N. meningitidis und N. gonorrhoeae beschrank.

4.2.2 Das TPS System bei N. meningitidis

Das TPS System in N. meningitidis wurde zunachst beschrieben im Serogruppe

A Stamm Z2491, in dessen Genom eine Region gefunden wurde, die
Homologien zum FHA von B. pertussis aufweist [66]. Das TPS System des
Stammes 22491 besteht aus den ORFs NMAO688 (hrpA) und NMAO0687 (hrpB).
Klee et al. konnten die Anwesenheit homologer Gene des hrpA von Z2491 in
weiteren 13 Meningokokkenstammen, die sogenannten hypervirulenten
klonalen Komplexen angehoren nachweisen. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass auch in den Stammen, die mit den MC58 hrpA spezifischen
Sonden negativ hybridisierten, NMC0443 homologe hrpBs vorhanden sind
(s.Kapitel 3.1.1). Nach dem Prinzip des TPS Systems, dass zu jedem hrpB
auch ein zugehoriges hrpA gehort [54] konnte die Vermutung bestatigt werden,

dass ein TPS-System nicht nur in hypervirulenten, sondern auch in nicht-
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hypervirulenten klonalen Komplexen vorkommt. Durch die Sequenzierung des
Stammes a14 wurde ein hrpA (NMOO0398) gefunden [67] und damit die
Beobachtung dieser Arbeit bestatigt. Mittels PCR konnten sowohl die
Anwesenheit des hrpA nachgewiesen als auch dessen benachbarte Lage zum
hrpB im TPS System fur die oben genannten hrpA-negativ getesten Stamme
gezeigt werden. Daruber hinaus bestatigten die durchgefihrten RT-PCRs mit
Primern, die hrpA und hrpB umfassten die vermutete Operonstruktur in den
untersuchten Stammen. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass hrpA Gene bei
Meningokokken weit verbreitet sind (97% (210/216) der Stamme, die
hypervirulenten klonalen Komplexen angehdren wiesen mindestens eines der
hrpA homologen Gene NMB0493, NMB1214, NMB1768 und NMB0497/1779
auf) und viele Stamme mehrere homologe hrpA Gene besitzen. Bei den nicht-
hypervirulenten klonalen Komplexe dagegen zeigten 29% im Dot Blot kein
hrpA, das homolog zu den hrpA Genen von MC58 ist, wobei es sich hierbei
mehrheitlich (82,5%) um cnl Stdmme handelte.

Es wurde vermutet, dass auch die cnl Stamme, die bei der Dot-Blot-Analyse
keine positiven Hybridisierungen zeigten, ein hrpA besitzen, das nicht homolog
zu den hrpA Genen von MCS58 ist. Diese Hypothese konnte in dieser Arbeit
durch Hybridisierung der cnl-Stamme mit einer spezifisch gegen das hrpB
NMCO0443 gerichteten Sonde (s. Kapitel 3.1.1) bestatigt werden, da die Dot
Blots mit der NMCO0443 (hrpB) spezifischen Sonde bei nahezu allen cnl
Stammen positiv ausfielen. Man ging also davon, dass auch die mit der
NMCO0443 (hrpB) spezifischen Sonde positiv hybridisierten cnl Stamme ein hrpA
besitzen.

Im MCS58 ist neben vier weiteren hrpAs (NMB1214, NMB0493, NMB0497,
NMB1779) das hrpA NMB1768 bekannt. Das Gen NMB1762 zeigte im Dot Blot
die gleichen Verteilungsmuster wie das hrpA NMB1768, weshalb davon
ausgegangen wurde, dass es sich beim NMB1762 um das putativ zugehorige
Transportgen hrpB zum hrpA NMB1768 handeln musse. Gleichzeitig finden
sich zwischen den beiden hrpAs NMB0493 und NMB1214 und dem NMB1768
hrpA vor allem N-terminal im Bereich der Sekretionsdomane hohere
Homologien (NMB1214 im Vergleich zu NMB1768 etwa 59% Homologie;



Diskussion 64

NMNBO0493 im Vergleich zu NMB1768 etwa 75% Homologie), was vermuten
lasst dass alle drei durch das HrpB Protein NMB1762 transportiert werden [53,
60]. Schmitt et al. unterteilen alle bekannten hrpAs aufgrund von
Sequenzhomologien in 2 Gruppen: Gruppe I fasst die nahezu identischen Gene
NMB0497 und NMB1779 mit den singuldr vorkommenden hrpAs in den
Stdmmen Z2491 (NMA0688), FAM18 (NMC0443) und a14 (NMOO0398)
zusammen. Zur Gruppe Il werden die zunachst nur im MC58 nachgewiesenen
Gene NMB1768, NMB0493 und NMB1214 gezahlt. In dieser Arbeit blieben nur
6,4% der nicht-hypervirulenten Komplexe im Dot Blot fur NMB1768 (hrpA) und
NMB1762 (hrpB) positiv, wahrend bei den hypervirulenten Stammen mit 48,8%
positive Reaktionen fur beide Gene zeigten. Diese unterschiedliche Verteilung
des Gruppe II hrpA (NMB1768) mit putativ zugehorigem hrpB (NMB1762) kann
als Hinweis fur deren Bedeutung in der Virulenz der Meningokokken gesehen
werden. Bemerkenswert scheint hierbei die Beobachtung, dass die Gruppe 11
hrpAs zwar nahezu nicht (nur 6,4%) in den nicht-hypervirulenten klonalen
Komplexen zu finden sind, daflr aber bei N. lactamica weit verbreitet sind [65].
So lied sich feststellen, dass N. lactamica als apathogenes Bakterium
insgesamt 85 von 127 sogenannten ,Virulenzgenen“ mit den Pathogenen N.
meningitidis und N. gonorrhoeae gemeinsam hat [65]. Dies lasst vermuten,
dass die Virulenz der pathogenen Neisserienspezies nicht im Besitz einzelner
Gene per se begrindet liegt, sondern dass vielmehr die Kombination dieser
Gene und deren Sequenzvariationen die Funktion ihrer Genprodukte und damit
die Virulenz des Erregers verandern.

Ahnlich den Gruppe II hrpAs zeigen auch andere Adhérenzfaktoren von N.
meningitidis unterschiedliche Verteilung in hypervirulenten und nicht-
hypervirulenten klonalen Komplexen. So kommt das Adasin NadA bei etwa
50% der Krankheitsisolate vor, wahrend nur 16,2% der Tragerisolate das nadA
Gen aufweisen [68].

Eine entscheidende Bedeutung der Gruppe I hrpA (NMCO0444 bzw. dessen
Homolg NMB0497/1779) fur die Virulenz der Meningokokken bleibt aufgrund
der Tatsache, dass dieses TPS System in allen untersuchten hypervirulenten

und nicht-hypervirulenten klonalen Komplexe vorhanden ist, unwahrscheinlich.
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Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass die unterschiedlichen C-
terminalen Sequenzen der hrpAs auch deren Funktionalitdt beeinflussen und

sie dadurch doch Einfluss auf die Virulenz nehmen.

4.3 Funktion der HrpA und HrpB Proteine

4.3.1 Bedeutung von TpsA Proteinen in Gram-neqativen Bakterien

Nur bei einigen Proteinen der TpsA Familie konnte bis heute ihre funktionelle
Rolle charakterisiert werden; meist sind sie mit der Virulenz ihrer Erreger
assoziiert [56]. Eine bekannte Funktion der TpsA Proteine stellt die Ca*'-
unabhangige Zytolysin/Hamolysin Aktivitat des ShIA von S. marcescens dar;
auch die TpsA Proteine von Proteus mirabilis und Edwarsiella tarda gehoren
zur Gruppe der Zytolysine [56].

Besonders ausfuhrlich untersucht ist das FHA von B. pertussis, das als der
wichtigste Faktor zur Adhasion an zilientragende Zellen des oberen
Respirationstraktes gilt und damit zur funktionellen Gruppe der Adhasine gehort
[46]. Auch die TpsAs von Haemophilus influenzae/ducreyi und Erwinia
chrysanthemi weisen adhasive Funktion auf [56]. Das TpsA Protein HxuA1 von
H. influenzae stellt mit seiner Einbindung in den Eisenstoffwechsel eine dritte
funktionelle Gruppe dar [56].

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung der HrpA Proteine der Meningokokken fur
deren Adharenzfahigkeit an Wirtszellen untersucht. Schmitt et al. konnten
zunachst keinen signifikanten Unterschied in der Adharenz an Epithelzellen
zwischen hrpA Deletionsmutanten des Stammes MCS58 und den zugehdrigen
parentalen Stammen nachweisen [60]. Daraus war zu schliefden, dass offenbar
keines der funf (NMB1779, NMB0497, NMB1768, NMB0493, NMB1214) im
MC58 bekannten hrpA Gene allein fur sich genommen Epithelzell Adharenz
vermittelt. Vielmehr war zu vermuten, dass die von den verschiedenen hrpA
Genen kodierten Proteine eine redundante Funktion bei der Wirtszellinteraktion
ausuben. Um den Einfluss der hrpA und hrpB Gene und die Auswirkungen ihrer
Deletion auf die Adharenzfahigkeit der Meningokokken beurteilen zu kénnen

wurden in dieser Arbeit Infektionsversuche mit Mutanten des Serogruppe C
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Stamms 2120 durchgeflhrt, da dieser nur ein einziges hrpA (NMC0444) und
hrpB (NMCO0443) aufweist.

Es wurden der unbekapselte 2120 (2517) und der unbekapselte, LPS-trunkierte
2120 (2921) als parentale Stammen ausgewahlt, da bekapselte Stamme kaum
an Epithelzellen adharieren [27]. Der LPS-trunkierte Stamm wurde verwendet,
da eine Verklrzung der a-Kette des LPS die Adharenz der Meningokokken an
Epithelzellen verstarkt. Den parentalen Stammen 2517 (2120 4siaD) und 2921
(2120 4siaD 4IgtA) wurden die hrpA Deletionsmutanten 3727 (2517 AhrpA)
und 3726 (2921 AhrpA) sowie die hrpB Deletionsmutanten 3838 (2517 AhrpB)
und 3839 (2921 AhrpB) gegenuber gestellt. Bei den infizierten humanen
Zelllinien handelte es sich um Epithelzellen eines Hypopharynxkarzinoms,
sogenannte FaDu-Zellen [64]. Da die Epithelzellen des Nasopharynx eine
mechanische Barriere fur Meningokkokken darstellen, treten die Bakterien
gleich zu Beginn der Infektion eines Menschen mit diesen in Kontakt; die
Interaktion der Meningokokken mit dieser Zelllinie ist daher flr das Verstandnis
der Invasion von besonderem Interesse.

Es hat sich gezeigt, dass die hrpA Deletionsmutante eine signifikant geringere
Adharenzfahigkeit an FaDu-Zellen besal} als der zugehdrige parentale Stamm;
besonders deutlich fiel dies bei der unbekapselten, LPS-trunkierten hrpA
Deletionsmutante auf. Bereits in vorangegegangenen Studien konnte gezeigt
werden, dass sowohl Kapselexpression als auch die Expression der LPS a-
Kette Meningokokken vor der Interaktion mit menschlichen Abwehrzellen
schutzen kann [42]. Kapselexpression und die Expression der LPS a-Kette
unterliegen in Meningokokken der Phasevariation [27, 36], weshalb LPS-
Trunkierung und Kapseldefizienz offensichtlich sowohl fir die Kolonisierung als
auch in der Pathogenese Bedeutung besitzen [20, 27]. Auch die Funktion
anderer Strukturen der aul3eren Meningokokkenmembran wie des Opc — ein
bekanntes Adhasin — ist vom Fehlen der Kapselexpression und der LPS-
Trunkierung abhangig [69].

Bei der Untersuchung der adhasiven Eigenschaften der HrpAs zeigten sich
deutliche Adharenzverluste bei der Deletionsmutante 2120 4siaD AlgtA AhrpA
gegenuber 2120 4siaD AlgtA. Dabei bleibt zu erwahnen, dass diese
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Beobachtung nur bei den hier durchgefiuhrten Infektionsversuchen mit
Epithelzellen gemacht werden konnte; parallel durchgefiihrte Infektionversuche
mit dendritschen Zellen [61] ergaben keine Adharenzunterschiede zwischen
Deletionsmutante und parentalem Stamm. Dies lasst vermuten, dass das
Adharenzvermogen der HrpAs Zelltyp spezifisch ist.

Die Deletion des hrpB Gens NMC0443 im 2120 4siaD AIgtA ergaben ebenfalls
deutlich reduzierte Adharenzwerte, wenn diese auch im Vergleich zur hrpA

Deletion geringer ausfielen (s. Kapitel 3.3.2).

4.3.2 Bedeutung von TpsB Proteinen in Gram-neqgativen Bakterien

Die TpsB Proteine reprasentieren das zweite Kennzeichen des TPS Systems in
Gram-negativen Bakterien; sie werden zur gro3en Familie der Kanal-bildenden,
porindhnlichen ~ AuRenmembranproteinen  gezahlt  [70]. Die  TpsB
Transportkanale, die fur die Translokation ihrer zugehdrigen TpsA Proteine
zustandig sind, werden mit diesen Ublicherweise in einem Operon organisiert
[56]. Heute kennt man zwei Klassen von TpsA translozierenden TpsB
Proteinen: zum einen kann die Translokation mit der Aktivierung des jeweiligen
TpsAs verknupft sein, wie dies fur S. marcescens diskutiert wird, zum anderen
besteht die Funktion des B. pertussis FhaC (TpsB) allein in der Sekretion des
FHA [54].

Die Deletion des hrpB Gens NMCO0443 im Stamm 2120 4siaD AIgtA und die
daraus folgende verminderte Adharenzfahigkeit der Mutante an Epithelzellen
kann als Hinweis fur die funktionelle Relevanz der HrpAs und ihrer Sekretion
durch das zugehorige HrpB Transportprotein gesehen werden. Allerdings
schlielen diese Ergebnisse nicht prinzipiell die Mdglichkeit aus, dass das HrpB
als Transmembranprotein selbst an Epithelzellen adhariert. Zur Klarung, ob es
sich beim HrpB tatsachlich um das Transportprotein fur HrpAs handelt, kdnnten
Versuche mit Westernblots von Lysaten und Kulturiberstanden des Wildtyps,
der hrpA- und hrpB- Deletionsmutanten, sowie mit gegen HrpA/HrpB

gerichteten Anitseren dienen.
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4.3.3 Interaktion von TpsA und TpsB Proteinen in Gram-negativen Bakterien

Der genaue Signalweg der Integration von TpsB Transmembranproteinen in die
aullere Membran Gram-negativer Bakterien ist noch nicht endgultig geklart;
man konnte zeigen, dass die letzten C-terminalen Residuen der TpsB Proteine
entscheidend fir die Lokalisation des TpsBs von H. influenzae in der
Auflenmembran sind [56, 71]; dies weist Ahnlichkeit mit dem Signalweg von
Porinen auf, bei denen ebenfalls ein C-terminal gelegenes Membran
durchspannendes Segment entscheidend fur die Porinlokalisation ist [56, 72].
Man geht davon aus, dass die Interaktion zwischen TpsA Proteinen und ihren
zugehorigen Transportern (TpsB) im periplasmatischen Spalt stattfindet.
Entscheidend fur diese Interaktion ist die TPS Domane der TpsAs, wahrend bis
heute noch nicht genau geklart ist, welche strukturelle Region des
Transportproteins TpsB an der Erkennung des TpsA Partners Beteiligung findet
[56]. Zum besseren Verstandnis dieser Zusammenhange im Meningokokken
TPS System erschien es essentiell das Transportprotein in aufgereinigter Form
zur Verfugung zu haben (s. Kapitel 3.4). Im Verlauf war eine
Antikérperentwicklung gegen den Transporter geplant um mehr Uber dessen
Lage und Funktion zu erfahren.

Derzeit wird vermutet, dass die TpsA Proteine die auliere Membran in
ungefalteten Zustand passieren und sich erst an der Zelloberflache in ihre
eigentliche Konformation falten. Die Frage, ob die TpsA Proteine bei ihrer
Faltung unterstutzt werden, konnte noch nicht eindeutig beantwortet werden. Es
gibt Hinweise dafur, dass einige konservierte Motive in der TPS Doméane an der
Proteinfaltung beteiligt sind [56, 57, 73].

Nach Abschluss dieser Studie konnte gezeigt werden, dass das TPS System
sowohl fiir das intrazellulare Uberleben als auch beim Verlassen infizierter
Wirtszellen entscheidende Bedeutung besitzt. Dabei konnten sezernierte HrpA
Proteine als Lysine wirken, die fur die direkte Freisetzung der Meningokokken
aus den Vakuolen der infizierten Wirtszelle verantwortlich sind. In diesem
Zusammenhang wurde nachgewiesen, dass hrpB und hrpA Gene wahrend
einer Infektion mit Meningokokken hochreguliert werden [74]. Bei

Untersuchungen der Biofilmstruktur konnte weiterhin beobachtet werden, dass
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das HrpA Protein auch hier eine entscheidende Rolle spielt. Zum einen fiel eine
verstarkte HrpA Produktion unter anaeroben Biofilm-Bedingungen auf, zum
anderen zeigte sich, dass auch die Struktur und Formation des Biofilms in

Anwesenheit von HrpA verandert war [75].

4.4 Experimentelle Ansatze zum TPS-System der Meningokokken

In dieser Arbeit ist es gelungen, das HrpB Protein des Stammes 2120 (Homolog
zu NMCO0443) in E. coli zu exprimieren und aufzureinigen. Damit wurde die
Voraussetzung fur eine ganze Reihe von Experimenten geschaffen. Mit der
Entwicklung eines spezifischen Antikdrpers gegen dieses HrpB kdnnen Fragen
zur Synthese, Transport, Lage und Verteilung des HrpB Transportproteins
beantwortet werden. Von Interesse ist auch die genaue Lokalisation der HrpA-
Proteine; hierbei ist sowohl eine Assoziation mit der auReren Membran der
Bakterien als auch die Abgabe in den Extrazellularraum vorstellbar, weshalb
auch die Aufreinigung des HrpA Proteins eines der weiteren Ziele darstellt. Mit
der Aufreinigung verbunden soll auch die Antikorperproduktion gegen HrpA und
damit Untersuchungen zur Lokalisation der HrpAs durchgefuhrt werden.

Bei den Infektionsversuchen wurde das Adharenzverhalten des
Meningokokkenstammes 2120 im Vergleich mit hrpA und hrpB
Deletionsmutanten untersucht. Uber die Versuche zum Adhéarenzverhalten der
Meningokokken hinaus kdonnten andere Experimente mit der Fragestellung der
Zytotoxiziat der HrpA Proteine von Interesse sein; damit konnte weiterer
Aufschluss Uber eine mdgliche Funktion dieser Proteine in der Pathogenese der
Meningokokkenerkrankung gewonnen werden. Aul3erdem scheint die Analyse
immunologischer Aspekte im Zusammenhang mit HrpA und HrpB Proteinen von

besonderem Interesse.
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Zusammenfassung

Das two-partner secretion-system (TPS-System) ist ein unter Gram-negativen
Bakterien weit verbreiteter Weg der Proteinsekretion. Die als TpsA
bezeichneten Exoproteine des TPS Systems bendtigen ein spezifisches
Partnerprotein (genannt TpsB) in Form eines kanalbildenden Transporters.

Im sequenzierten Genom des Meningokokkenstammes MC58 finden sich funf
putative tpsA Gene, die als hemagglutinin/hemolysin-related protein (hrps)
bezeichnete werden. Neben MCS58 finden sich auch in den anderen
sequenzierten Meningokokkenstammen (FAM18, Z2491, a14) hrps. Diese
weisen N-terminal Homologien zum filamentésen Hamagglutinin (FHA) von B.
pertussis auf, das als TpsA-Protein des two-partner-secretion-system (TPS) aus
der Zelle transportiert wird. In dieser Arbeit werden die hrps als hrpA Gene bzw.
HrpA-Proteine bezeichnet.

Alle sequenzierten Meningokokkenstamme verfugen Uber tpsB homologe Gene
(hrpB), die jeweils in enger Nachbarschaft zu den hrpA Genen zu finden sind.
Das Vorhandensein von hrpA und hrpB Genen deutet darauf hin, dass auch
Meningokokken Uber ein funktionales TPS-System verfugen.

Bei einer Dot-Blot-Analyse von 830 Meningokokkenstammen aus einer
bayerischen Tragerstudie mit Sonden spezifisch fur die C-terminalen Bereiche
der im Stamm MC58 gefundenen hrpA Gene hybridisierten 80% der
ausgewerteten Stamme mit mindestens einer der Sonden. Stamme der
hypervirulenten klonalen Komplexen (ST-8, ST-11, ST32, ST-44) zeigten sogar
in Uber 99% eine positive Reaktion. Dagegen wiesen die nicht-hypervirulenten
klonalen Komplexe zu 29% im Dot Blot kein hrpA auf, das homolog zu den hrpA
Genen von Stamm MC58 ist, wobei es sich hierbei mehrheitlich (82%) um cnl
Stamme handelte, so dass sich nur in 10% der untersuchten Kapsel-null-locus-
Stamme (cnl) ein zu den hrpA Genen von MC58 homologes Gen nachweisen
lie®. Mit der Hypothese, dass auch diese Stamme ein hrpA besitzen, welches
sich im C-terimalen Anteil von denen des MC58 unterscheidet wurden in dieser
Arbeit Dot Blots durchgefuhrt, deren Sonde spezifisch fur das hrpB NMC0443

war. 97,6% der mit dieser Sonde untersuchten Stamme zeigten die
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Anwesenheit eines hrpB Homologs. Um die Vermutung zu bestéatigen, dass
allen hrpB Genen ein zugehoériges hrpA Gen benachbart liegt, wurden
reprasentativ PCRs von haufigen klonalen Komplexen durchgefuhrt. Dabei
konnte gezeigt werden, dass ein TPS-System sowohl in den hypervirulenten als
auch den nicht-hypervirulenten klonalen Komplexen der Meningokokken
vorkommt.

Die vielfaltigen Funktionen von bereits untersuchten TpsA Proteinen sind
zumeist mit der Pathogenitat der Bakterien assoziiert. In dieser Arbeit wurde ein
modglicher Einfluss der HrpA Proteine auf die Adhasion der Bakterien an
humane Zellen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl eine
kapsellose, als auch eine kapsellose, LPS-trunkierte hrpA Deletionsmutante
signifikant schlechter an Epithelzellen adhariert als die parentalen
Vergleichsstamme. Ebenso zeigten die analog durchgefuhrten
Infektionsversuche mit der hrpB Deletionsmutante einen Adharenzverlust, der
jedoch nur fur die unbekapselte und LPS trunkierte hrpB Deletionsmutante
signifikant war.

In dieser Arbeit ist es gelungen das HrpB Protein des Stammes 2120 in E. coli
zu exprimieren und aufzureinigen, sodass die Entwicklung eines gegen HrpB
gerichteten Antikorpers in Auftrag gegeben werden konnte. Mit Hilfe dieses
Antikorpers sollen noch offene Fragen zur Synthese und dem Transport des
HrpB Transportproteins beantwortet werden. Aulerdem kdnnen weitere
Untersuchungen zur Lage und \Verteilung der HrpBs in der
Meningokokkenmembran dazu beitragen, weiteren Aufschluss uber die

Komplexitat von Pathogenitat und Virulenz von N. meningitidis zu geben.
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Anhang

A.1 Verwendete Primer

Primer forward primer Sequenz 5 >3’ reverse primer Sequenz 5" >3’
NMB1762 TGAAACTTCCTTTATCCTATTTG ATAGCCTACCTGAAAACCGC
(Sonde)
NMC0443 TCGCTTTATCGTTCGATAACC GCCAACGGTTGAGGTAAGC
(Sonde)
NMB1762 GCTGCCCTACCGTGTGAG GGATGTGTCATAGGCAAATAG
(PCR)
NMB1768 GGCCGTGATGTTGCTATTCAG CGGTCTAGGTAGGTGCTGC
(PCR)
NMC0444-  TATGTTTGCTTATGATCTGTTTG TGGGGTTGGCAATAATCACG
0443 (PCR)
RT GCTGCCCTACCGTGTGAG GGATGTGTCATAGGCAAATAG
NMB1762
RT TATGTTTGCTTATGATCTGTTTG TGGGGTTGGCAATAATCACG
NMCO0444-
0443
RT IgtA TGCCGCAAAATCCAGCCAC GCTGGAAGTTTTGTCGGAAG
NMC0443  AAAAAAGTCGACTGAAAACGATG AAAAAAAAGCTTTTAGAAACTGTA
(Plasmid) CAGAACTTATC ATTCAAGTTGAA

A.2 Dot Blot Hybridisierungen und PCR Ergebnisse von NMB1768/NMB1762

Dot Blot Dot Blot PCR PCR
alpha final ass  Serogruppe NMB1768 NMB1762 NMB1768 NMB1762
143 23 Y - + +
370 32 B 0 + +
387 32 B 0 + +
392 32 B 0 + +
711 32 B 0 + +
713 32 B 0 + +
716 32 B 0 + +
373 35 B 0 + +
389 35 B 0 + +
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50 44 B - + +

128 44 B 0 + +

154 44 B 0 + +

317 44 B + - +
440 44 B - + +
470 44 B 0 + +

696 44 B 0 + +

710 44 B 0 + +

712 44 B 0 + +

740 44 B 0 + +

795 44 B + - +
687 60 - + +
484 99 - + +

796 167 Y - + -

701 198 cnl - + +

388 254 0 + +
490 364 B - + +
480 778 B 0 + +

120 939 C 0 + +

201 939 C + 0 +
202 939 C + 0 +
760 939 B 0 + +

771 939 C 0 + +

161 974 B - + +

799 974 B + - +
49 B + - +
130 0 + +

140 B 0 + +

170 - + +

261 B - + +

777 0 + +

778 0 + +

781 B 0 + +

782 0 + +

784 B 0 + +

insg. 38 insg. 6

A.3 Dot Blot Hybridisierungen mit Sonden spezifisch fiir NMB1762 bzw. NMC04443

klonaler

Komplex Anzahl Serogruppe NMB1762 NMBO0443
ST-8 2 C - +
ST-11 8 C, W, NG - +

ST-18 7 B, NG + +
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ST-22

ST-23

ST-24
ST-32

ST-35

ST-44

ST-53
ST-60

ST-89
ST-92

ST-99

ST-103
ST-116
ST-162
ST-167

ST-175
ST-178
ST-198
ST-254

ST-269
ST-364
ST-376
ST-461
ST-778
ST-791
ST-793
ST-830
St-842

ST-845
ST-866
ST-870
ST-882

ST-910
ST-917

37

68

40

28
16

100

N O W
o N B

WOWN=2 22 aWwONNNOWWg"RFTROONGgRwurNvraFgoo

W, Y, Z, NG

us]

B,C,Y,
B, NG, cnl
cnl
29E, NG
29E,NG, Y
NG
Y, NG
Y
29E, W, Y, NG
X, NG
NG
Y
B
NG, Y
B,Y
Y
29E, NG
cnl
29E, NG
NG
B,C
B
B,CY
B
B
B,C
B
NG
B
B
cnl
cnl

W W ww

Z
o)

+ + + + + + + o+

o+ o+

+ + + 4+

+ + + 4+

+ + + + +

+ + + + + + +

+ 4+ + + + F A+ o+ A+ F o+ F o+ F o+ o+ + o+
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ST-938

ST-939
ST-949
ST-963
ST-971
ST-972

ST-1117
ST-1136

SN OGN W

—
>

vy)

B,C
B,Y
NG
NG

cnl
cnl

+ + + + + + + + 4+ o+

A.4 Dot Blot Hybridisierungen und PCR Ergebnisse fir NMC0443/NMC0444

Dot Blot PCR
klonaler Komplex Anzahl (Alpha) Serogruppe NMCO0443 NMC0444-0443

ST-8 2 Cc +
ST-11 8 W, C +
ST-18 7 B +
ST-22 38 W, Z,Y, NG +
ST-23 69 Y, NG +

1 (a 165) Y - +
ST-24 2 Z,NG +
ST-32 41 B +
ST-35 44 B, C, NG +
ST-44 134 B, C,cnl, Y, NG +
ST-53 57 cnl +
ST-60 30 29E, Y, NG +

2(a700,a793) 29E, NG - +
ST-89 2 NG +

1 (a 636) NG 0 +
ST-92 13 Y, NG +
ST-99 6 20E, W, X, Y, NG +
ST-103 4 NG +
ST-116 3 Y +
ST-162 31 B +

1 (a 359) B - +
ST-167 21 B, Y, NG +
ST-175 8 Y +
ST-178 9 29E, NG +
ST-198 44 cnl +
ST-254 15 29E, NG +
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1 (a 388) X 0 +
ST-269 13 B,C +
ST-364 3 B +
ST-376 3 B,C, Y +
ST-461 6 B +

ST-774 1 (a 706) 29E 0 +

1 (a823) 29E 0 -
ST-778 2 B +
ST-791 7 B,C +
ST-793 7 B +
ST-830 9 NG +
ST-842 4 B +
ST-845 12 cnl +
ST-866 2 B +
ST-870 2 B +
ST-882 3 B +
ST-910 8 NG +
ST-917 3 B +
ST-938 5 B +
ST-939 19 B,C +
ST-947 1 B +
ST-949 8 B,Y +

3(@174,a181,a

269) Y, NG 0 +
ST-963 2 NG +
ST-971 2 NG +
ST-974 3 B +
ST-1117 18 cnl +
ST-1136 4 cnl +

Sequenztyp Anzahl (Alpha) Serogruppe NMC0443 NMC0444+0443

ST-213 3 B +
ST-759 3 B +
ST-818 1 NG +

1 (a 694) NG 0 +
ST-843 3 29E, NG +
ST-876 2 NG +
ST-912 3 NG +
ST-934 2 NG +
ST-953 2 B +
ST-955 4 B +
ST-976 2 B +
ST-1134 2 C +
8 NG +
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(a70, 114, 208,

321,
372,417, 448,

466)

1(a837) NG - +
klonaler Komplex Anzahl (Alpha) Serogruppe NMB1779 NMC0444+0443

ST-53 2 (a42,60) cnl 0 +
ST-198 3 (a 55, 299, 339) cnl - +
ST-845 2 (a 30, 62) cnl 0/- +
ST-1117 3 (a 215, 333, 598) cnl 0/- +
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