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Zusammenfassung

A. Zusammenfassung

H. influenzae i ein fakultativ anaerobes, Gram-negatives Bakterium und wird in die Familie der
Pasteurellacaeca eingeordnet. Das Bakterium zeigt Auxotrophien fir Hamin unter aeroben
Bedingungen und fir Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD) bei aeroben wie anaeroben
Wachsum. Es konnen zwel Unterarten unterschieden werden: die bekapsdten Stamme, die
sysemische Erkrankungen hervorrufen und die unbekapsdten bzw. nicht-typiserbaren Stamme, die
flr Oberflécheninfektionen verantwortlich snd. Da be H. influenzae bisher nur wenig Uber die
NAD-Aufnehme bekannt war, soliten in dieser Arbet Proteine identifiziert und charakterisert
werden, die an der NAD-Aufnahme beteiligt Sind.

Das AulZenmembranprotein e(P4), kodiert von dem hel-Gen, wurde as eine Komponente des
Haminaufnahmesystems beschrieben. In dieser Arbeit wurde eine hel-Deetionsmutante hergestellt,
anhand der nachgewiesen wurde, dal3 e(P4) as saure Phosphatase nicht an der Hamin-, sondern an
der NAD-Aufnahme betelligt ist. Mit Hilfe von verschiedenen Phosphatase-Assays und dem Mdat-
Enzym-Assay konnten NADP und Nikotinamid-Mononukleotid (NMN) as physiologisch relevante
Subdtrate identifiziert werden. Die biologische Relevanz von e(P4) fur die NAD-Aufnahme wurde
durch Mutantenandyse in Wachstumstests und Transport-Assays nachgewiesen. Es wurde gezeigt,
dal’ die hel-Ddetionsmutante mit NAD und NMN en signifikantes Wachstumsdefizit hatte und nicht
fahig war, beide Nikotinamid-Nukleotid-Qudlen aufzunehmen, wéahrend die Nutzung von
Nikotinamid-Ribosyl (NR) keinen Unterschied zum Wildtyp aufwies.

Um die Frage zu kléren, ob die Lokdisation von e(P4) as Lipoprotein an der AulZenmembran
wichtig fur die NMN-Spdtung i, wurden zwel Mutanten hergestdlt, bel denen im hel-Gen der
Lipidanker Cygtein durch en Glycin ausgetauscht wurde, um das Protein im Periplasma zu
exprimieren. Die Periplasma-Extrakte dieser Cystein-Mutanten zeigten in Phosphatase-Assays keine
Aktivité.

Um zu untersuchen, ob die Phosphatase-Aktivitét die einzige fur die NAD-Aufnahme reevante
Funktion von e(P4) ig, wurden Phosphatase-Mutanten hergestellt und charakterisert. Sie
exprimierten eén mutiertes e(P4)-Protein, das durch einen Aminosaureaustausch die Phosphatase-
Aktivitét verloren hatte. Es zeigte sich, dal3 die Phanotypen der Phosphatase-Mutanten in Bezug auf
die Fahigkeit NMN zu spdten, NAD und NMN aufzunehmen und ds Faktor V-Quele zum
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Wachstum zu nutzen, exakt mit den Phanotypen der Deletionsmutante korrelierten. Es konnten daher
keine weiteren Funktionen von e(P4) festgestellt werden.

Das periplasmatische Protein NadN wurde al's Pyrophosphatase beschrieben, die féhig ist, NAD
zu NMN zu hydrolysieren. Weiter wurde eine 5 -Nukleotidase-Aktivitét nachgewiesen, mit der
NadN NMN zu NR dephosphorylieren kann. Die Relevanz von NadN fir die NAD-Aufnahme
wurde anhand einer nadN-Knockout-Mutante untersucht. In Wachstumskurven und Transport-
Assays zeigte Sch, dal? die nadN-Mutante nicht féhig war, NAD aufzunehmen und zum Wachstum
zu verwenden. Auch die Nutzung von NMN war bel der Mutante eingeschrénkt, wahrend mit NR
as Faktor V-Subgtrat kein Unterschied zum Stamm Rd erkennbar war.

Durch die Charakteriserung einer hel nadN-Doppe mutante konnte nachgewiesen werden, dal3
keine weiteren Enzyme aul3er e(P4) und NadN an der Prozesserung von NAD zu NR beteiligt sind.
Es zeigte sch auch, dal3 nur NR Uber einen putativen Trangporter ins Zytoplasma aufgenommen

wird.
Das Protein OmpP2 selt ein Hauptporin der &ulReren Membran dar. Durch eine ompP2-

Déetionsmutante konnte mit Hilfe von Wachstumskurven und Transport-Assays nachgewiesen
werden, dal3 NAD, NMN und NR durch diese Pore ins Periplasma diffundieren.

Summary



Zusammenfassung

H. influenzae is a facultativ anaerobic, Gram-negative bacterium and belongs to the familiy of
Pasteurellaceae. This bacterium shows auxotrophies for hemin under aerobic conditions and for
nicotinamid adenine dinucleotide (NAD) at aerobic and anaerobic growth. Two subspecies are
distinguishable: the encapsulated strains, the causative agents for systemic and invasive diseases and
the unencapsulated or nontypeeble strains, responsible for inflammation of the respiratory tract. In H.
influenzae little is known about the utilization of NAD, therefore this work was aimed to identify and
characterize gene products which are involved in the uptake of NAD.

The outer membrane protein e(P4), encoded by the gene hel, was described as a component of
the hemin uptake system. In this work a hel deletion mutant was constructed to proof that the acid
phosphatase e(P4) is not involved in the uptake of hemin but in the uptake of NAD. With the ad of
different phosphatase assays and the maleic enzyme assay NADP and NMN could be identified as
the physologicd rdevant subdtrates. The biologica rdevance of e(P4) was proofed by mutant
andysis in growth tests and transport assays. It was shown that the hel deetion mutant had a
significant growth deficiency with NAD and NMN and was not able to take up both nicotinamide
nucleotide sources, whereas the utilization of nicotinamide ribosyl (NR) showed no difference
compared to the wildtype.

To address the question, wether the localization of the lipoprotein e(P4) a the outer membrane is
important for the hydrolysis of NMN, two mutants were congtructed which had a Cystein-Glycin
replacement in the lipid anchor of the hel gene to express the protein in the periplasm. The periplasm
extracts of these Cystein mutants showed no activity in phosphatase assays.

To investigate wether the phosphatase acitivty of e(P4) isthe only relevant function for the uptake
of NAD, phosphatase mutants were constructed and characterized. They expressed a mutated e(P4)
protein which had lost the phosphatase activity by an amino acid replacement. The phenotypes of the
phosphatase mutants correlated exactly with the phenotype of the deletion mutant concerning the
ability to cleave NMN, to take up NAD and NMN and to use them as factor V sources.

The periplasmic protein NadN was described as a pyrophosphatase which is able to hydrolase
NAD to NMN. Further a5 -nucleotidase function was identified enabling NadN to dephosphorylate
NMN to NR. The rdevance of NadN for the utilization of NAD was investigated with a nadN
knockout mutant. Growth curves and transport assays reveded that the nadN mutant was not able
to take up NAD and to use it for growth. The utilization of NMN was reduced, wheress the

utilization of NR showed no difference compared to the wildtype.
3



Zusammenfassung

By characterizing ahel nadN double mutant it was shown that no further enzymesthan e(P4) and
NadN are involved in the processing of NAD to NR and that only NR is taken up into the cytoplasm
through a putativ transporter.

The protein OmpP2 is the mgor porin of the outer membrane. Growth curves and transport
assayswith an ompP2 deletion mutant revealed that NAD, NMN and NR diffuse through this porin
into the periplasm.
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B. Einleitung

Haemophilus influenzae

1. Taxonomie

Haemophilus influenzae it ein fakultativ anaerobes Gram-negatives Stébchen-Bakterium
und wird in die Familie Pasteurellaceae eingeordnet. Von den insgesamt 15 Spezies der Gattung
Haemophilus kommen 11 im Menschen vor und parasitieren hauptsichlich auf den respirativen
Schleimhéuten. Der Name Haemophilus (gr. hama Blut, gr. philos: Liebhaber) weist auf dessen
Vorliebe fur Blutkomponenten hin. So zeigt diese Bakterienart Auxotrophien fir die Faktoren X und
V. Faktor X geht fir die prosthetische Gruppe Ham, wie se in Hamin oder dessen Vorlaufer
Protoporphyrin vorkommt. Die Porphyrine sind als Kofaktoren von Cytochromen, Katalasen und
Peroxidasen fur ein Wachstum unter aeroben Bedingungen essentiell. Bel Faktor V handelt es sich
um  Nikotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat  (NADP) bzw. Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid
(NAD) und wird fr aerobes, wie auch fir anaerobes Wachstum benétigt. Die Biotypisierung von H.
influenzae kann aul3er durch biochemische Differenzierung auch anhand von Lipooligosaccharid-
Typiderung und AuRenmembranprotein-Profilen  efolgen (Calone e d., 1985). Die
Aulenmembranproteine snd sammspezifisch und kénnen zur Klassfizierung von Haemophilus-

Spezies herangezogen werden (Siehe Review: Mutters und Reidl, 1998).

2. Morphologie, Aufbau und Struktur

H. influenzae ig en kleines (1 x 0,3 um) nicht-motiles und sporenloses Stébchen. Man
unterscheidet bekapselte von unbekapsdten oder nicht-typiserbaren Unterarten (NTHI). Die
unbekapsdlten Spezies bilden auf Blutagar kleine, glasig-trangparente, glaite und scharfrandige
Kolonien. Bel den bekapsdten Arten kdnnen sechs Kapsdtypen (af) unterschieden werden; diese
erscheinen auf Agar mukoid und bilden grofiere Kolonien ds die nicht-typisierbaren Arten.

Um die genetische und evolutiondre Verwandtschaft zwischen bekapsdten und nicht-
typiserbaren (NTHI) H. influenzae-St&mmen zu untersuchen, wurden Multilocus-Enzym-

Elektrophoresen mit einer Vielzahl von Isolaten durchgeftinrt. Es wird angenommen, dal3 der ,,Ur-H.
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influenzae* nicht bekapsdt gewesen ig und dch in zwe telweise ineinander greifende Linien
aufgetrennt hat. Die grofRere Gruppe erwarb unterschiedliche Gene fur die Interaktion mit dem Wirt
und blieb unbekapsdalt. NTHI-Stémme sind nicht klonal und weisen eine grol3e Heterogenitét auf. Die
zweite Gruppe akquirierte andere K oloniserungsfaktoren sowie die cap-Gene und wurde bekapselt.
Bekapsdte Stamme sind klona und kénnen auf zwel phylogenetische Hauptgruppen zurtickgeftinrt
werden: Gruppe | enthdt die Typen a b, ¢, d und e, wahrend zur Gruppe Il die Typen a, b, und f
gehdren. Durch Mutationen im cap-Locus verloren enige Stdmme wieder ihre Kgpsd und
représentieren nun eine Untergruppe der nicht-typiserbaren H. influenzae-Stdmme (Sehe Hardy et
al., 2001).

Das Genom von H. influenzae Rd war das erste Genom eines lebenden Organismus, das
komplett sequenziert wurde (Fleischmann et d., 1995). Es ist 1,83 Megabasenpaare (Mbp) grof3
und kodiert fur etwa 1700 offene Leseraster. Im Vergleich mit dem E. coli Genom (4,7 Mbp) falt
auf, dal3 enige Gene fir in anderen Organismen wichtige Enyzmreektionen fehlen. Betroffen sind
nicht nur die NAD- und Hamin-Synthese, sondern z.B. auch enige Gene, die fir Enzyme des
Tricarbonsturezyklus kodieren, wie die Citrat-Synthase, Aconitase, Isocitrat-, und Succinat-
Dehydrogenase. Es wird vermutet, da3 auf wahrscheinlich Grund saines ausschliefldichen
Vorkommens auf den menschlichen Schleimhéuten dieser Organismus die entsprechenden Gene
verloren ha, was zu ene Genomverklenerung und dadurch moglichewese zu enem

Sdektionsvortell fuhrte (Tatusov et d., 1996).

Die Zdlhille bestent, wie be Gram-negetiven Bakterien Ublich, aus Zytoplasmamembran,
Periplasma mit Murein und der @leren Membran, die mit dem Muren verankert und mit
eingelagerten Lipooligosacchariden (LOS) assoziiert i, Im Gegensatz zu dem Lipopolysaccharid
(LPS) der Enterobacteriaceae enthdt das LOS von Haemophilus nur kurze O-Seitenketten
(Roche und Moxon, 1995). Die LOS zeigen ene grofRe Heterogenitét, enerseits zwischen
verschiedenen Stdmmen, aber auch wahrend des Wachstums eines individuellen Bakteriums. Die
spontane reversible Phasenvariation der endstandigen O-Saitengruppen wird durch Umwelteinfllisse
reguliert (Roche und Moxon, 1995).
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Die aulere Membran enthdt ungefdhr 36 Lipo- und Aulenmembranproteine mit
unerschiedlichster Funktion. Die 6 Hauptproteine werden bezeichnet ds P1-P6. P1 hat en
Molekulargewicht von 49 kDa und ist hitzemodifizierbar. P2 (37 kDa) sdlt das Hauptporin der
aul¥eren Membran dar, wohingegen PS (27 kDa) ds Adhésin fungiert. e(P4) (29 kDa) i, wie in
dieser Arbeit noch gezeigt wird, as Phosphomonoesterase an der NAD-Aufnahme betelligt. e(P4)
und P6 (16 kDa) sind Lipoproteine.

Die Kgpsdbildung wird vom cap-Locus kodiert und stdllt einen wesentlichen Virulenzfaktor
dar. Der Kapsdtyp b beispidswese besteht aus Polyribosyl-Ribitol-Phosphat (PRP) und it
assoziiert mit der hohen Virulenzfahigket der Hib-Stémme (Sehe unten).

3. Pathogenitat und Virulenz

Bisher konnte nur der Mensch as einziges Bioreservoir fir H. influenzae beschrieben werden.
Die Ubertragung von H. influenzae-Infektionen erfolgt durch Tropfchen oder direkten Kontakt von
Trégern. Die Besedlung der Schleimhéute, die ba ca 80 % der Bevolkerung auftritt, muf3 nicht
zwingend zu einem Krankheitshild fihren, doch kénnen zwe unterschiedliche Erkrankungsformen
auftreten: Oberflécheninfektionen und systemische Erkrankungen. Be den Oberflécheninfektionen,
ausgel 6t durch NTHI-Stdmme, breiten sich die Erreger nach der Besiedlung des Nasopharynx in
die hoher und tiefer gelegenen Bereiche des respiratorischen Traktes aus. Durch die Koloniserung
der entsprechenden Epitheien kann es zur Ausbildung von Otitis Media, Snudtis, Epiglottitis,
Pneumonie und Bakteramie kommen. Die bekgpsdten Stamme sind fir invasive Infektionen, wie

Meningitis, Cdlulitis und septische Arthritis verantwortlich (Sehe Review Mutters und Reidl, 1998).

Die Pathogenitét von H. influenzae wird durch verschiedene Virulenzfaktoren ekemdglicht: Die
Koloniserung erfolgt vorwiegend an Schlemhéuten des oberen respiratorischen Trakts. Die hierfir
ndtige Adhé&renzfahigkeit vermitteln die Lipooligosaccharide (LOS), die ene sehr heterogene
Struktur aufwelsen. Freigesetzt d's Endotoxin Snd se ein wirksamer Entziindungsaudoser (Gu et d.,
1996).

Weitere fir die Koloniserung benctigten Adhésine sind in der AuRenmembran von H.
influenzae eingelagert, wie z. B. die hochmolekularen Rezeptorproteine (HMW1/2) (Barenkamp et
a., 1994). HMW1 zeigt Bindungsspezifitét fur oropharyngde Zdlen, wahrend HMW2 mit hoherer

7
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Affinitdt an Zdlen des Genitdtrakts adhdiet (Hultgren e d., 1993). Auch de
Aulenmembranproteine P2 und PS haben die Fahigkeit an den Mukus im Nasopharynx zu binden
und leiten so die Adhéarenz der Zellen ein (Reddy et d., 1996). H. influenzae Typ b (Hib) bestzt
zusétzlich ein Fimbrien-Genoperon aus acht Genen if-Operon), das u.a fur das Adhésin HifA
kodiert (van Ham et d., 1994). Es zeigt Bindungsaffinitéten zu Epithelzdlen im Oropharyngdbereich
(van Ham et d., 1989) und zu dem menschlichen Blutgruppenantigen ,, Anton* auf Erythrozyten (van
Alphen et al., 1988).

Nach der efolgrechen Adhdson missen die Béakterien auf den respiratorischen
Schleimhéuten persdtieren, das helld fahig sain, das menschliche Immunsystemn abzuwehren und
Nahrungsstoffe aufzunehmen. Eine Strategie von Haemophilus, das Immunsysem zu umgehen,
bestent in der Vaiation der Hauptkomponenten der AulRenmembran, hauptsichlich der

AuRenmembranproteine und Lipooligosaccharide.

Einige Aulfenmembranproteine stellen dominante Antigene wéhrend der Infektion dar. Durch
die Entwicklung von ,antigenischer Drift‘ in den immundominanten Epitopen von P2 kann das
Antikorper-aobhangige Abtdten der Bakterien vermieden werden. Diese Drift wird durch minimae
Anderungen in der Aminosiuresequenz in den variablen Regionen des Proteins erreicht. Auch die
Proteine P1, P5, HMW1/2 und andere zeigen die Fahigket, ihre Struktur zu verdndern, und
ermdglichen es so dem Bakterium, trotz Immunantwort zu tberleben (Groeneveld et d., 1990).

Eine weitere Strategie, dem Immunsystem zu entkommen, it die reversble Phasenvarianz, die
auf der strukturellen Verdnderung oder dem Vorhandensein bzw. Verlust von Oberfléchenstrukturen
beruht. Auch die Heterogenitdt des LOS ist auf spontane reversble Phasenvariation der
endstandigen O-Saitengruppen zurtickzuftihren und wird durch UmwelteinflUisse reguliert (Roche und
Moxon, 1995). Audoésende Faktoren sind hierbei das Blutserum, veranderte Wachstumsraten und
Cysteinmangd. Das LOS wird von den lic-Loci kodiert, die im 5-Bereich Repeats von 4
Basenpaaren besitzen. Die Anzahl der Repests unterlauft einer spontanen Variation durch ,,dipped-
grand migpairing”, wodurch es zu trandationdlen Leseragterverschiebungen kommt. Das Ergebnis
sind Proteine, die sich im N-Terminus unterscheiden oder ganz fehlen (Weiser et d., 1997). Ahnliche
Mechanismen gelten auch fir die Varianz der Rili, HMW-Adhésine und Haminrezeptoren.
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Ein weiterer Schutz vor dem Immunsystem stdlt die Kgpsd von H. influenzae dar. Sie bildet
ein dichtes Netzwerk aus Polymeren, welche die Oberflache des Bakteriums bedecken. Die PRP-
Kapsd von H. influenzae Typ b ist ein wesentlicher Virulenzfektor bel invasiven Hib-Erkrankungen
(Moxon et d., 1984). Se wirkt antiphagozytotisch und fihrt zu einer erhdhten Blutserumresstenz, da
die Proteine des Komplementsystems nicht an das Bakterium binden kénnen (Levine et d., 1983).
Anderersaits beglingtigt der Verlust der Kgpsd die Kolonisierung der respiratorischen Schieimhéute
und die Invason in Epithezdlen (Roche und Moxon, 1995). Die Kapsdaugprégung zeigt keine
Serotypvariation (Roche und Maoxon, 1995).

Der vorherrschende Antikorpertyp auf den Schleimhéuten it IgA, ein Immunglobulin, das
dazu dient, die Adnhésion von Bakterien zu verhindert und die Phagozytose zu unterstiitzen. Als
Schutz davor produzieren bekapselte Haemophilus-Stdmme Proteasen vom Typ IgAL. Se spdten
die IgA-Antikorper in der ,hinge region” in einen Fab- und einen Fc-Tell (Mulks et d., 1982).
NTHI-Stdmme sekretieren davon sogar 3 verschiedene Typen. Eine weitere Funktion der 1gA-
Proteasen it die Adhésion. Die Proteasen zeigen eine sgnifikante Homologie zu dem Produkt des
hap-Gens von NTHI, das fir das Anheften und die Invason in Epithelzdlen verantwortlich ist (S
Geme, 1994). Das menschliche Immunsystem versucht sich mit Antikorpern gegen die hochantigenen
IgA-Proteasen zu schiitzen. Unter immunol ogischem Druck ist H. influenzae aber fahig, die Struktur
der IgA-Proteasen so zu wandeln, dal3 se nicht nur die Schnittstellen verandern, sondern auch ihre
antigenischen Eigenschaften variieren (Lomholt et d., 1993).

NTHI-S&mme nutzen die Invason in und zwischen Zdlen dazu, Sch in é@ne vor dem
Immunsystem geschiitzten Nische zu etablieren. NTHI H. influenzae-Stémme sind féhig, zwischen
die Epithelzdlen zu migrieren und an der basolaterden Oberfléche der Zdlen zu seden bzw. in den
ubepithdiden Raum enzudringen, en Prozel3, der Parazytose genannt wird. Die Eintrittsorte ins
Gewebe sind nekrotische Stellen oder Zdl-Zdl-Verbindungsstellen (tight junctions). Teillungsféhige
NTHI-Zdlen wurden auch in Makrophagen-anlichen Zdlen im subepitheliden Raum gefunden. Der
Mechanismus der Aufnahme in die Zelle it noch unbekannt (Sehe Schidr et d., 2001).

Bakterien missen Eisenquellen erschliel¥en, um sich vermehren zu kénnen. Da im humanen

Organismus fast nur gebundenes Eisen vorliegt, haben Bakterien hochaffine Chelatoren entwickelt,
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die ds Sdeophore bezeichnet werden. Diese konkurrieren mit den menschlichen
Eisenbindeproteinen um freles Eisen, komplexieren es und werden von den Bakterien internaisiert.
Be H. influenzae wurde nur in wenigen unbekapsdten Stdmmen Siderophore gefunden worden
(Schryvers und Gray-Owen, 1992; Hardie et a., 1993). Ansonsten hat H. influenzae pezifische
Rezeptoren fir die Bindung von freem und gebundenem Eisen (Trandferrin, Hamin, Hamoglobin)
entwicket. Der Trandferrinrezeptor (Trandferrin-binding protein, Thp) besteht aus zwel konservierten
Proteinen Thpl (100 kDa) und Tbp2 (85 kDa). Die Expresson beider Proteine ist durch Eisen
reprimierbar und steht unter der Kontrolle des Fur-Proteins ferric uptake regulator) (Schryvers,
1989). Zur Trandferrinfamilie gehdren auch die Proteine des hit-Locus (itA, hitB, hitC). HitA
bindet Eisen im Periplasma und HitB trangportiert es ds Permease ins Zytoplasma (Sanders et d.,
1994).

DaH. influenzae die meisten Gene fur die Ham-Synthese fehlen, ist das Bakterium auf verschiedene
Ham-Aufnahmesyseme angewiesen. Es wurden en  Ham:Hamopexin-bindendes Protein
(Ham:Hamopexin utilization protein, HXuA) und ein Ham:Hamopexin-Rezeptor bestehend aus drel
Proteinen nachgewiesen (Cope et a., 1994; Wong et d., 1994). Fir die Hamoglobin- und
Haminaufnahme exidieren ein Hamoglobinrezeptor (Hemoglobin- Haptoblobin  utilizetion protein,
HhuA) und en Hamin-bindendes Protein (Hemin-binding protein A, HbpA) (Maciver et d., 1996;
Hanson und Hansen, 1991). Die Aufnahme von Ham-Proteinen sichert H. influenzae ein Wachstum
unter aeroben Bedingungen und trégt zur Sauerstofftoleranz be, die vor dlem bel der Koloniserung
eine wichtige Rolle spidt (D"Médlo et d., 1997).

4. Vakzine gegen Haemophilusinfluenzae

In den letzten 50 Jahren wurde eine Zunahme an invasiven Erkrankungen bedingt durch
Haemophilus regigtriert. Vor der Einflhrung der Impfprophylaxe 1985-1990 in indudtridigerten
Landern (und bis heute in den Entwicklungdéndern) ist H. influenzae Hib der haufigste Verursacher
von Meningitis vor Neisseria meningitidis und Streptococcus pneumoniae. In nicht beimpften
Bevdlkerungen snd vor dlem Kinder im Alter von 2 Monaten bis 5 Jahren betroffen. Die
Abwesenheit von protektiven Antikérpern gegen die Typ b-Kapsd ba Sauglingen fihrte zu einer
Mortditétsrate von ca. 5 %. Nach der erfolgreichen Einfihrung der Schutzimpfung in den 80er
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Jahren, and Fdle von eitriger Meningitis, verursacht durch H. influenzae Typ b, sait 1995 kaum
mehr erfaldar.

Gegen NTHI Haemophilus-Stémme jedoch konnte bisher kein Impfstoff gefunden werden.
NTHI-Stamme rufen nicht nur akute Atemwegserkrankungen und Mittel ohrentziindungen hervor, se
sind auch fur 30-40 % der chronischen Sinustis-, Otitis media- und Bronchitis-Falle verantwortlich.
Im dlgemenen ig H. influenzae gut mit Antibiotika behanddbar. Durch die Aufnahme von
konjugierbaren Plasmiden treten aber vermehrt Resistenzen auf, vor alem gegen Ampizillin, bedingt
durch die Produktion von b-Laktamasen (Campos et a., 1986). Sogar bel einer erfolgreichen
Therapie konnen Infektionen, die von NTHI-St&mmen herrtihren, zu Langzeitkomplikationen fuhren:
zum Beigpid kann Mittedohr-Ausfluf3, der wahrend einer akuten Mittelohrentziindung entstand, Gber
Wochen und Monate andauern und dadurch bel Kleinkindern zu Defiziten in der Sprachentwicklung
und cognitiven Funktionen fuhren. Die Pathogenitéd von NTHI-St@mmen zeigt dso, dal’ die
Entwicklung von Vakzinen auch in diessm Feld von grofier Bedeutung it

Fur die Entwicklung eines Impfstoffs gegen H. influenzae Typ b sdlte das Kagpsdmaterid ein

idedles Zid dar, da keine Varianz in der Kapsastruktur von verschiedenen Hib-Stammen besteht
und Antikorper gegen das Polysaccharid der Hib-Kapsel, Polyribosyl-Ribitol-Phosphat (PRP),
protektiv wirken (Hill, 1983).
Ein Problem be der Impfstoffentwicklung war, dal3 PRP, wie andere Polysaccharide auch, ein T-
Zdl-unabhdngiges Antigen darstdlt (Smith et d., 1989) und nur die Bildung von Anti-PRP vom
Serotyp IgM induziert. Da aber flr eine beschleunigte Sekunddrantwort mit hohem Antikorpergehdt
(Boosterung) die Produktion von 1gG sowie Gedéchtniszellen nétig sind, wurde an das Immunogen
PRP ein T-Zel-abhangiges Trégermolekill gekoppelt (Granoff et a., 1988).

Fir die aktive Immunisierung gegen H. influenzae Typ b-Infektionen (Meningitis, Epiglattitis,
Sepgs, Arthritis) wurden in der Zwischenzeit 4 Konjugat-Vakzine entwickelt. Sie bestehen aus
nativem Kapsematerid oder PRP-Oligosacchariden und variierenden Trégerproteinen. Der
Impfstoff PRP-OMPC besitzt ds Trager einen Aul3enmembran-Protein-Komplex von Neisseria
meningitidis Serotyp B. Be PRP-D gelt das detoxifizierte Diphtherie-Toxin den Trager dar, bel
HbOC en Derivat des Toxins von Corynebacterium diphtherae. Das detoxifizierte Tetanus-Toxin

ist der Trager fur den Impfstoff PRP-T.
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Der Impfverlauf it bel dlen 4 Préparaten gleich: se erfolgen bal Sduglingen im zweaten Mona
und im funften Monat, mit einer letzten Boosterung im ersten bzw. zweiten Lebengahr. Eine Impfung
im hoheren Alter ist nicht mehr sinnvoll. Hib-Konjugat-Vakzine haben sich ds relativ scher erwiesen,
die Effizienz liegt ba nahezu 100 %. Als Nebenwirkungen konnen Feber, Hasschmerzen,
Schwellungen und Hautrel zungen auftreten (Eskola et d., 1987).

Fur die Impfaoffentwicklung gegen NTHI-St&mme wurden Oberfléchenstrukuren auf ihre
Fahigket, ds Vakzin zu dienen untersucht: Aulfenmembranproteine, Fimbrien, Aili und LOS. Das
LOS ig wegen seiner Heterogenitét ds Immunogen ungeeignet, kann aber ds Tréger eingesetzt
werden.

Unter den integralen Membranproteinen sind alle Hauptproteine der &ul3eren Membran P1-P6
immunogen, die jewelligen Antikorper haben bakterizide Wirkung. Da die Antikdrper in nattrlichen
Immunantworten aber meist nur sammspezifisch and, sucht man nach hochkonservierten Proteinen,
die nicht nur bekterizide Antikorper induzieren, sondern auch ene breite Kreuzresktivitét unter
klinischen NTHI-Isolaten aufweisen. Diese Bedingung erflllen unter den Hauptproteinen nur e(P4)
und P6, die anderen sind antigenisch sehr divers. e(P4) it ein Lipoprotein von 29 kDa, das
Antikorper induziert, die mit den e(P4)-Proteinen von viden klinischen NTHI-Isolaten, wie auch
bekapsdten Stammen kreuzreagieren und in vivo bakterizide Aktivitét zeigen. Anti- e(P4) zusammen
mit Antikdpern gegen das Lipoprotein PCP hatten einen synergistischen bakteriziden Effekt bei einer
Vidzahl von klinischen NTHI-Isolaten (Green et d, 1991). Ahnliche synergistische Effekte wurden
mit den Antikérpern gegen P6 und PCP erzidt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 ein Vakzin
aus mehreren Membranproteinkomponenten effektiver ist und eine breitere Spezifitét hat, ds en

Aulenmembranprotein dleine.

Unter den antigenisch konsarvierten Nebenproteinen der AulRenmembran induzieren die
Proteine Hpd, PCP und D15 bakterizide Antikorper, die zu einem partiellen Schutz in Tiermodellen
fuhrten (Akkoyunlu et d., 1997; Deich et a., 1990; Loosmore et d., 1997).

Auch nichtintegrae, Aul}enmembran-assozierte Proteine wurden auf ihr Vakzinpotentia untersucht.
Aktive Immuniserung mit LKP-Rili oder passve Immuniserung mit anti-LKP-Fili-Serum konnte
Chinchillas vor Otitis media, verursacht durch NTHI-St@mmen, die dnliche Pili exprimierten,
schiitzen (Brinton et d., 1989). Ahnliche Ergebnisse erzidte Barenkamp im ChinchillaModel mit
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den Adhésin-Proteinen HMW1 und HMW?2 (Barenkamp, 1996). Da de aber unter
immunologischem Druck nieder reguliert werden, snd de ds Impfdoff eher ungesignet. Ein
potenzidler Vakzinkandidat it das Aulenmembran-assozierte Protein NadN. Es ha en
Molekulargewicht von 63 kDa und it unter bekapsdlten, wie auch in NTHI-Stdmmen hoch
konsarviert. Zagursky konnte zeigen, da3 das immunogene Protein die Produktion von
kreuzreaktiven bakteriziden Antikdrpern gegen homologe und heterologe NTHI induziert. Die
passve Immunisierung von Rattenbabies mit rNadN-Antiserum fiihrte zu einer 10fachen Reduktion
der Bakteridmie (Zagursky et a, 2000).

Aussichtsreichste Kandidaten fir ein Vakzin gegen nicht-typiserbare H. influenzae snd demnach
die Proteine e(P4) und NadN, eventuell in Kombination mit dem Nebenprotein PCP.

5. Biosynthese und Recycling von NAD

5.1 Die biologische Bedeutung von NAD

NAD ig in dlen lebenden Organismen ubiquitér und essentidll. Seine groflde Bedeutung liegt in
der Fahigkeit in viden Redoxresktionen as Cofaktor zu dienen. NAD gehort zur Gruppe der
Nikotinamid-Nuklectide (= Pyridin-Nukleotide). Es besteht aus einem Pyridin-Ring, der mit Ribose
Uber eine N-glykosdische Bindung verknipft ist. Das Nikotinamid-Ribosyl ist mit Adenosin Uber
eine Pyrophosphatbindung gekoppelt, so dald sich fir NAD fogende Sturukturformel ergibt:
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Abb. 1: Strukturforme von NAD.

NAD fungiert ds Coenzym in ener grof3en Anzahl von Oxidoreduktasen (= pyridinabhdngigen
Dehydrogenasen). Wahrend des katalytischen Prozesses ist das Coenzym locker an das
Dehydrogenase-Protein gebunden. Der resktive Tell des NAD-Molekills ist das postiv geladene
Nikotinamid-Ringsystem. Bel der Oxidation eines Subsrats Ubertragen Dehydrogenasen en
Wassrdtoffmolekil mit seinem Elektronenpaar (Hydridion) auf den Pyridinring, der zwelte
Wasserstoff geht als Proton in Losung. Die reduziete Form des Carriers, NADH, igt fre
dissozierbar und verldd das Dehydrogenase-Protein, um den Wasserstoff auf einen welteren H-

Akzeptor zu Ubertragen.
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Abb. 2: Reduktion von NAD zu NADH.

Die vorherschende Bedeutung von NAD im Organismus i die Rolle im
Energiemetabolismus. Chemotrophe Organismen sind auf sténdige Energiezufuhr zur Erhatung des
Lebenszustandes sowie zur Neusynthese von Zdlbestandteilen angewiesen. Die frele Energie wird
aus der Oxidation von Nahrungsstoffen in der Glykolyse und anschliefl3endem Citratzyklus und
wahrend der Fettsdureoxidation gewonnen. NAD nimmt die Elektronen und Protonen von den
oxidieten Subdraten auf und gibt de in agob wachsenden Zdlen Uber ene
Elektronentransportkette, eine Rethe von hintereinander geschdteten Proteinkomplexen  Gber
Cytochrome an Sauergtoff ab. Zid dieser ,,biochemischen Knallgasresktion® it die Bildung von ATP
aus ADP und anorganischem Phosphat (= oxidative Phosphorylierung). ATP sdlt den universdle
Ubertrager chemischer Energie zwischen Energie erzeugenden und Energie verbrauchenden
Reaktionen dar. Unter anaeroben Bedingungen wird NAD regeneriert, indem es den Wassarstoff auf
die Endprodukte der Garung Ubertrégt. Sie werden dadurch reduziert und ausgeschieden.
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Neben der Funktion as Coenzym in Redoxresktionen spidt NAD ene weitere Rolle ds
Subgtrat fir die Synthese und Reparatur von DNA durch die prokaryotische DNA-Ligase und fUr
die Modifikation von Proteinen durch ADP-Ribosyltransferasen d's Regulationmechanismus (Rohrer
et d., 1975). Ein Beispid sind bakteridle Toxine, die die Ubertragung einer ADP-Ribose von NAD
auf eukaryotische Proteine katalyseren und somit den Organismus erheblich schédigen und auch
toten konnen, wie etwa das Cholera-Toxin. Dies bakterielle Toxin wird in die eukaryotische Zelle
aufgenommen und aktiviert dort die membrangebundene Adenylatcyclase durch ADP-Ribosylierung
der a<-Untereinheit des GTP-hydrolyserenden Protein (Gas). Die Folge ist en permanent hoher
CAMP-Spiegd, der zu lonen-Imbaance im Darmlumen fihrt, die Audésung von schwerer Diarrhoe.

Ein Intermedia der Biosynthese von NAD, das Nikotinsaure-Mononuklotid (NAMN) wird
von Mikroorganismen bendtigt, um unter anaeroben Bedingungen Vitamin By, (Cobaamin) zu
gynthetiseren, eine Fahigkalt, die hdhere Organismen nicht bestzen (Jeter et d., 1984). Eine Rolle
it esz. B. ba der Vergérung von Glutaminsiure zu Butyrat, Acetat, Ammonium und CO, durch
Clostridium tetanomor phum.

Die grofe Bedeutung von NAD an viden unterschiedlichen Einsaizorten in der Zele fuhrt
dazu, dal3 schon kleinere Schwankungen in der Konzentration (0,8 mM) enorme Ausmalie auf die
zdlulére Physiologie und das Wachstum haben konnen. In den folgenden Kapiteln wird die NAD-
Synthese in Mikroorganismen und die Fahigkeit der Zelle, durch enen regulieten Umsaiz die
intrazellul&re NAD-K onzentration konstant zu halten, dargestdllt (sehe Review Penfound und Foster,
1996).

5.2 Die Synthese von NAD

Da NAD von essantidler Bedeutung ist, Snd die mesten Organismen in der Lage das
Coenzym sdbgt zu synthetiseren (de novo Synthese) und aus Vorlaufern zu regenerieren (Pyridin-
Nukleotid-Zyklen, PNCs). Die de novo Synthese von NAD unterscheidet sich erheblich zwischen
Prokaryonten und Eukaryonten. Wéhrend bel Eukaryonten die Synthese von Tryptophan ausgeht,
konntebel E. coli und S typhimurium gezeigt werden, dal3 Bakterien Aspartat fur die NAD-
Synthese nutzen (Y anofsky, 1954). Aspartat wird durch den NadA-NadB-Enzymkomplex oxidiert
und mit Dihydroxyl-Azetonphosphat zu Quinolinat aufgebaut (Suzuki et d., 1973). Die Aspartat-
Oxidase NadB unterliegt hierbel einer Feedback-Inhibition durch NAD. Da die folgenden Enzyme
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des de novo Wegs nicht reguliert snd, stellt NadB den Hauptregulationspunkt der NAD-Synthese
dar (Nasu et d., 1982). Quinaolinat wird anschlief3end decarboxyliert und mit Ribose-5-Phosphat aus
Phosphoribosyl-Phosphat zu Nikotinsdure-Mononukleotid (NAMN) verknipft (Hughes et d.,
1991). NAMN ist ein wichtiges Intermedi&rprodukt, da auch die Pyridin-Nukleotid-Zyklen in diese
Verbindung miinden. Der weitere Verlauf der de novo Synthese it mit den PNCs identisch. Das
NAMN wird durch die Adenyltransferase NadD mit AMP zu Nikotinsaure-Adenin-Dinukleotid
(NAAD) verestert. Die NAD-Synthetase NadE aminiert schliefdich NAAD zu NAD (Spencer und
Preiss, 1967).

Obwohl NAD-abhéngige Redoxresktionen kein NAD verbrauchen, i in der Zdle en
permanenter NAD-Turnover zu beobachten: die Habwertszeit von NAD liegt unter aeroben
Bedingungen bei 90 Minuten (Park et d., 1989). NAD wird durch noch nicht vollstdndig geklarte
Prozesse abgebaut, bzw. verbraucht und kann dann durch Recycling der Abbauprodukte wieder neu
gynthetisert werden. Hierfir wurden in E. coli und S. typhimurium drel Hauptwege beschrieben,
die Pyridin-Nukleotid-Zyklen (PNCs). Sie degradieren NAD enzymatisch, um dann Uber
verschiedene Wege wieder NAMN aufzubauen. Aus NAMN wird durch den letzten Schritt der de
novo Synthese NAD gebildet (Preiss und Handler, 1958). Der Vorteil der PNCsist die Nutzung der
energetisch guingtigen Konsarvierung des Pyridin-Rings der Vorlauferprodukte, welchen die Zdle
Vorrang gegeniber der de novo Synthese gibt.

Die Enzyme, die fir den NAD-Verbrauch verantwortlich sind, konnten bis jetzt noch nicht
identifiziert werden. Es it bekannt, dal3 NAD fir enige Enzymresktionen ds Substrat dient. Ein
Beigpied ig die DNA-Ligase, die die Energie aus der Pyrophosphat-Bindung des NAD fir
Reparatur-, Rekombinations- und Replikationsprozesse nutzt. Ersetzt man aber die NAD-abhéngige
DNA-Ligase durch die ATP-abhdngige DNA-Ligase aus dem T4-Phagen, so ist keine sgnifikante
Abschwéchung des NAD-Turnover zu beobachten (Park et a., 1989). Verantwortlich fir den
NAD-Verbrauch konnte auch die kovdente Modifizierung von Proteinen mit NAD sain. Da
beobachtet wurde, dal3 der NAD-Umsatz unter aeroben Bedingungen drei- bis vierfach héher ist ds
unter anaerobem Wachstum, wére es auch maglich, dal3 bis jetzt noch unbekannte NAD-abhéangige
Enzyme Sauerstoffschéden an Membran und DNA reparieren und so die Hauptursache des NAD-
Verbrauchs darstellen (Park et al., 1989).

Von den drei beschriebenen PNCs sind zwei, PNC 1V und PNC V, fur die NAD-Bildung aus
intrazelul&ren Pyridinen verantwortlich, wahrend PNC VI NAD aus Pyridinen aus der Umwelt
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gynthetisert. Der Pyridin-Nukleotid-Zyklus IV gdlt den Hauptrecycling-Weg dar und besteht aus 4
Reaktionen. Der Abbau von NAD zu NAMN erfolgt durch die NAD-Pyrophosphatase, die NAD
zu NMN spaltet, das anschlief®end zu NAMN desaminiert wird. NAMN ist das Zwischenprodukt
von dlen PNCs, aus dem in zwel Schritten dem de novo Weg folgend NAD gebildet wird (Hillyard
et d., 1981). Der funf-Schritte-Zyklus PNC V beginnt mit der von der NAD-Glykohydrolase
katalyserten Spatung von NAD zu Nikotinamid. Dieses wird zur Nikotinsdure desaminiert und
durch die NA-Phosphoribosyl-Transferase zu NAMN aufgebaut (Foster und Holley, 1981). Der
PNC VI braucht sechs Enzymreaktionen, um NAD zu degradieren und wieder aufzubauen. Er
beginnt mit der Spaltung von NAD zu Nikotinamid-Mononukleotid (NMN), das durch die NMN-
Glykohydrolase zu Nikotinamid (NA) abgebaut wird (Andreoli et d., 1972). Die Bildung von
NAMN lauft dann analog zu der des ZyklusV &b.

Die NMN-Glykohydrolase unterliegt einer Feedback-Inhibition durch NAD, GTP, AMP und
ADP-Ribose und g€lt einen dlgemeinen Kontrollpunkt dar, indem es den Pyridinfluf3 zwischen den
Zyklen IV und VI reguliert (Foster, 1981). Eine wetere Regulationsstelle der Recycling-Zyklen ist
die NA-Phosphoribosyl-Transferase. Sie wird durch Feedback-Inhibition durch NAD reguliert: ist
der interne NAD-Level zu hoch, wird NA ausgeschieden, das spéter be Bedaf wieder
aufgenommen werden kann (Foster et d., 1979). Die NA-Phosphoribosyl-Transferase wird kodiert
von dem Gen pncB, das mit den Genen der Quinaolinat-Synthetase des de novo Wegs, nadA und
nadB, das nad-Regulon bildet. Es unterliegt einer transkriptionellen Kontrolle durch den Repressor
NadR, der mit NAD as Co-Repressor an die drei Gene binden kann. Es konnten fur nadA und
nadB je zwel NAD-Boxen as Bindungstdlen und fir pncB eine NAD-Box identifiziert werden. Dies
deutet darauf hin, dal? die beiden Gene des de novo Wegs stringenter reprimiert werden, um aus
energetischen Griinden den PNCs den Vorrang zu geben (Foster et d., 1987). Weiter wurde NadR
auch as mogliches NAD-Syntheseenzym beschrieben (Raffadlli et d., 1999). Die dritte Funktion des
bifunktionalen Regulators NadR wird im Zusammenhang mit den Nukleotidtransport-Mechanismen
erlautert (Sehe Review Penfound und Foster, 1996).

5.3 Die Aufnahmevon NAD

E. coli und S typhimurium kénnen exogene Pyridine wie Nikotinsaure, Nikotinamid,

Nikotinamid-Ribosyl, NMN und NAD aufnehmen (Liu et d., 1982 und McLaren et a., 1973).
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Gekoppet mit den PNCs bedeutet die bevorzugte Aufnahme von Pyridinen gegentiber der de novo
Synthese en dgnifikantes Eingparen von Energie. Aufgenommenes NAD wird aber nicht direkt
inkorporiert, sondern vor dem Transport von der Membran gebundenen NAD-Pyrophosphatase,
kodiert von pnuE, zu NMN und AMP degradiert (Falconer et d., 1984). NMN kann jetzt von dem
NadR-PnuC-Trangporter  aufgenommen  werden. Das Protein PnuC i e@n  integrdes
Membranprotein, das as Permease fur die Aufnahme von NMN essentiell ist (Spector et d., 1985).
Der bifunktiondlle Regulator NadR wurde schon as Transkriptions-Repressor beschrieben, fungiert
hier aber ds Trangportaktivator. NadR it fir die Aufnahme von NMN zwar nicht essentiell, aktiviert
aber PnuC be niedrigen NAD-Konzentrationen (Zhu und Roth, 1991). Unter diesen Bedingungen
bindet NadR ATP, erféhrt dabel eine Konformationsanderung und wird zum Transport-Aktivetor,
wahrend bel hohen NAD-Konzentrationen NadR dieses bindet und dadurch zum Transkriptions-
Repressor fur die de novo Synthese wird.

NMN kann aber auch von der membrangebundenen NMN-Glykohydrolase zu Nikotinamid
degradiert werden, das Uber die Zytoplasmamembran aufgenommen wird. Fir E. coli wurde hierfir
ein NA-Bindeprotein beschrieben (Griffith und Leach, 1973). Die Aufnahme von Nikotinséure it én
Energie unabhéangiger Diffusongprozeld (McLaren et d., 1973), dabel kann die Nikotinsiure am
effektivten as protonierte Form den Lipidbilayer penetrieren (Sehe Review Penfound und Fogter,
1996).

5.4 Pasteurellaceae und Faktor V

Die Familie Pasteurellaceae zeichnet Sch dadurch aus, dal3 ihr die meisten Enzyme fir die
NAD de novo Synthese und fir die Pyridin-Nukleotid-Zyklen fehlen. Mitglieder dieser Familie
mussen Pyridin-Nukleotide (Faktor V) aus ihrer Umwelt aufnehmen, entweder ds NAD, oder in
Form einer begrenzten Anzahl von Vorlaufern (Niven und O'Reilly, 1990). Das Ausmal’ dieser
Pyridin-Nukleotid-Auxotrophie is en wichtiges Merkmd fir die Klassfizierung der einzelnen
Pasteurellaceae Spezies. NAD-abhdngige Stamme bendtigen den Fektor V ds Zusaz im
Weachdumsmedium, der ene intakte Pyridin-Ribossbindung mit ener aminietten Pyridin-
Carbonylgruppe aufweisen muf3. Daher kdnnen aul?er NAD noch NMN und Nikotinamid-Ribosyl
(NR) ds Faktor V-Qudle dienen, wahrend Quinolinat, Nikotinsaure, Nikotinamid (NA) und
NAMN nicht verwertet werden konnen (O'Reilly und Niven, 1986). Das aufgenommene NR wird
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dann intrazeluld& unter Verbrauch von ATP phosphoryliet zu NMN, das durch die NMN-
Adenyltransferase mit AMP zu NAD verknipft wird (Cynamon et d., 1988). Die NAD-
unabhangigen Spezies der Gruppe Pasteurellaceae zeichnet die Fahigkeit aus, Nikotinamid, das in
den meigten komplexen Medien vorhanden igt, ds NAD-Vorléaufer zu nutzen, (O'Rellly und Niven,
1986). Se bedtzen das Enzym NA-Phosphoribosyl-Transferase, das aus Phosphoribosyl-
Pyrophosphat und Nikotinamid NMN bilden kann und so die Nutzung von NA as Faktor V-Quelle
erlaubt. Innerhalb des Genus Haemophilus wurden H. ducreyi, H. aphrophilus und H.
haemoglobinophilus ads NAD-unabhéngig beschrieben, wahrend H. influenzae und H.
parainfluenzae Faktor V-abhangig snd. Martin et d. konnte in H. ducreyi @n Pasmid
identifizieren, das das Gen nadV trégt, das fur die NA-Phosphoribosyl-Transferase kodiert. Durch
Trandformation des Plasmids in H. influenzae wurde gezeigt, dal3 das Plasmid féhig ist, NAD-
Unabhéngigket zu vermitteln, da der trandformierte H. influenzae-Stamm ohne zusétzlichen Faktor
V wachsen konnte. Bel anderen NAD-unabhdngigen Pasteurellaceae Spezies wurde dieses Gen
ebenfdls identifiziert, war aber medens chromosoma kodiert. In NAD-abhdngigen
Pasteurellaceae, wie auch in Bakterienfamilien, die die Gene fur die NAD de novo Synthese und fir
die PNCs besitzen (Enterobacteriaceae und Bacillaceae), konnte nadV nicht nachgewiesen

werden (Martin et al., 2001).

6. Zidsetzung dieser Arbeit

Um den Umstand der NAD-Auxotrophie bel H. influenzae zu kléren, sollten mdgliche NAD-
Aufnahmesysteme identifiziert werden. Bisher war bei H. influenzae nur bekannt, dal? auf3er NAD
auch NMN und NR ds Faktor V-Queélle dienen konnen. Mit Blick auf die NAD-Aufnahme in E.
coli und S typhimurium wurde deshalb vermutet, dal3 auch bel H. influenzae der Aufnahme von
NAD ene Prozesserung voraus geht. Ein Enzym, dad hierbe beteligt sain konnte, ist das
Aulenmembranprotein e(P4). Ziel dieser Arbeit war es daher, Proteine, die an der Prozessierung
und Aufnahme von NAD beteligt Snd, zu identifizieren und zu charakteriseren. Das Versehen der
NAD-Aufnahme von H. influenzae gelt dann enen ersten Schritt zur Entwicklung dternativer
antimikrobieller Thergpien, z. B. in Form eines NAD-Anad oges dar.
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C. Material

1. Bakterienstamme
Die Bakterienstamme wurden ds Glyzerin-Kulturen be -80 °C aufbewahrt. Zu 1 ml UN-Kultur
wurden 500 pl 70 % Glyzerin zugegeben und eingefroren. In den Tabdlen 1 und 2 snd die

verwendeten Bakterienst@mme aufgelistet.

1.1 Escherichia coli-Stamme

Samm Genotyp Herkunft
XL1-Blue (S F =Tnl10 proA'B’ lac® D(lacz)M15/ New England Biolabs
recAl endAl gyrA96 (Nal) thi

hsdR17 (r« mk*) SupE44 relAl lac

LE 392 Feld (McrA)hsdR514(r mk*) New England Biolabs
SupE44 supF58 lacYl or D(laclZY)6
galK2 galT22 metBL1 trpR55

Tabelle1: Stamme

1.2 H. influenzae-Stamme

Stamm Genotyp Herkunft
Rd KW 20 Haemophilus influenzae

Rd-f/F-Horgon, A. Wrights Wilcox

Isolat, ohne Kapsal
Hib Typ b-Kapsd Eagan,

Isolat G. Siber

BRAD Rd KW 20, tfoX:strep, Strpt M. Rodenburg
REI1010 Rd KW 20, HI0206*, nadN:cat, Cnf® J. Reidl, 2000
REI1012 Rd KW 20, HI0693, Dhel:kan, Kan® G. Kemmer, 2001
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GKO01
GKO02
GKO03
GK04
GKO05
NTHI 01539
NTHI 6418
GKO06
GKO7
JSBO2
JSB0O3
GKO08
GK09

Rd KW 20, HI0693, Swal::cat, CnTt

Rd KW 20, HI0693, helpgs , CnT*

Rd KW 20, H10693, helpgsa, CnT

Rd KW 20, nadN:cat Dhel:kan, CnT:, Karf®
Rd KW 20, HI10139, DompP2:cat, Cnf
Klinisches Isolat

Klinisches Isolat

NTHI 01539, HI10693, Dhel:kan, Kan®
NTHI 6418, HI0693, Dhel:kan, Kan®
NTHI 01539, HI0206, nadN:cat, Cnf
NTHI 6418, HI0206, nadN:cat, CnT®
Rd KW 20, H10639, helcpi6, CnTt

Rd KW 20, H10639, helcz, CnTt

diese Arbeit
diese Arbeit

G. Kemmer, 2001
diese Arbeit
diese Arbeit

R. Mutters

E. Hartmann
diese Arbeit
diese Arbeit

J. Schmitt-Brauns
J. Schmitt-Brauns
diese Arbeit
diese Arbeit

Tabelle 2: Stamme. * Haemophilus|dentifizierungsnummer (Fleischmann et a., 1995)

2. Plasmide, Oligonukleotide und Antikér per

Diein dieser Arbel verwendeten Plasmide, Oligonukleotide und Antikorper sind in den Tabellen 1-3

beschrieben.

2.1 Plasmide

Plasmid Vektor Eigenschaften Herkunft
pAKcat PACYC177 CnT', Kan®, Tn10d-cat A. Kraif3, 1998
pJRP4 PACYC184 CnT, hd-Gen J. Reidl, 1996
pSEhel pPACYC184 CnT®, hel-Gen G. Kemmer, 2001
pSEheldelkan pSEhel CnT?, Dhel:kan G. Kemmer, 2001
pGK 01 pSEhel CnT?, Swal::cat diese Arbeit

PSE1 PpACYC177 Kan®, nbpA, nadN J. Reidl, 2000
pSE2 pSE1 Kan®, Cnf}, nbpA, nadN:cat  J. Reidl, 2000

Tabelle 3: Plasmide
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2.2 Oligonukleotide

Diein dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG Biotech AG und
ARK hergestdlt.

Oligonukleotide Sequenz (5'- 3)

Fur PCR-Amplifikation:

PACysKpnl5 CGGGGTACCTCACACCAAATGAAATCAGAA
PACysKpnl3 CGGGGTACCGCCAGCTAAAACAAAAGCAGA
P4Xhol5 TTACTCGAGACTATGTTAGACAACAGCCCT
P4Xhol 3’ AGTCTCGAGTAAATCAGCCACAACCGCTTT
PACAT3 TGGTTTCATCCAACGACAACG

helBamHI GGATTCATATGCACGCGGT

helEcoRV TCGATATCACAAATGCGCTATTCTGACGG
P4delHpal 5° CCGTTAACTTGAGGGGCTAAGCTCAGTT
P4delHpal 3° GGGTTAACGGGTATAGTAAGTCTTTCTG

helScal TTGAGCTCTTGTTCCAGCTTTCACAGGCT
D84A-5 AGCGGTTGTGGCTGCTTTAGATGAAACTATGTTAG
D84A-3 CTAACATAGTTTCATCTAAAGCAGCCACAACCGCT
pACY CBamH|I TAAGGGGATGCGTCCGGCGTA

H10206-R’ ACGCGCTATTTTTAGCCTAT

H10206-L" TAATCCCTTACCAATAGGAG

H10206-5 AAGATATCAACCACCCACGAATACCGTAG
H10206-3 AAGATATCTCGGTTGGCAAAGTGATGTCC
3'P2SnaBI-5 AAATACGTAAAAGCAAGGGCGAATCGAAAGA
3P2-3 CCAGAACTAGAAAGTTTTAC

5 P2Pstl-3° AACTGCAGCTCCAATAGAATTGTCCAATCGCC
5P2-5 CACGCTTTATAGTGATAGCC

Fur DNA-Sequenzierung:
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P4seql GCCATCTATGATGAAAAACAC
PAseq2 GCGGTTGTGGCTGATTTAGA
P4seq3 GACAAATCAGCTAAAGCGGC
PAseq23 TCTAAATCAGCCACAACCGC
CATseg5 CAGGGACACCAGGATTTATT
CATsg3 GTCGGCAGAATGCTTAATGA

Tabelle 4: Oligonuklectide

2.3 Antikor per

Antikor per Beschreibung Herkunft

priméare Antikor per
anti-P4 mAnNtikorper aus Hybridoma-Zdlinien B. Green
anti-NucA mAntikorper aus Hybridoma-Zdlinien B. Green

sekundare Antikoper
anti-Maus Serum aus Gans, gegen Maus-AK, Dianova
akalische Peroxidase konjugiert

Tabelle 5: Antikor per

3. Chemikalien, Kitsund Ger éte

Die verwendeten Chemikalien, Enzyme und Materidien wurden von den Firmen Amersham, New
England Biolabs, Boehringer, Difco, FHuka, Gibco-BRL, Merck, Oxoid, Pharmacia Biotech, Qiagen,
Roth, Cabiochem Biotrend, Novagen Invitrogen, Applichem, BioRad, Eppendorf, Gilson, Greiner,
MWG und Sigma bezogen. Die benutzten Laborkits und Gerdte sind in den Tabellen 6 und 7 samt
Hersdler aufgelistet.

3.1 Laborkits
L aborkit Bezugsquelle
Qiagen Plasmid Maxi Kit Qiagen
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QIAquick Ge Extrection Kit Qiagen
ECL-Hybridiserungskit Amersham
Sequenzierkit Amersham
Nucleobond AX Midi Kit Macherey-Nagel
Elongase Enzyme Mix Gibco BRL
PCR Supermix Gibco BRL
Microcon PCR Millipor
Ultrafree-DA Millipor

Dc Protein Assay BioRad
Tabelle 6: Laborkits

3.2 Gerateliste

Gerat Hersteller
DNA-Sequencer LI-COR Modell 4000

DNA-Elektrophoresekammer
Elektroporationsgerét

French Press

Ge dokumentationsanlage
Hybridiserungsofen
Kihlzentrifuge

Netzgerdte
PCR-Thermocycler
Phosphoimager
Protein-Elektrophoresekammer
Schiittelinkubator
Schiittelwasserbad
Szintillationszéhler

Semi-Dry Transfer Cell

Sab Ge Dryer

Sonopuls

MWG-Biotech

EQUIBIO

SLM Aminco

BioRad

Hybad

Sorvall RC5B

BioRad

Eppendorf mastercycler gradient

Cyclone Storage Phosphor Screen, Packard

BioRad

Celloshaker Renner
GFL

SL 6000SC, Beckman
BioRad

Hoefer

Banddin Electronic
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Tischzentrifuge

Transport-Assay-Gerét

Heraeus Biofuge pico
Heraeus Biofuge fresco

Eigenbau Uni Konstanz

UV-Crosdinker Pharmacia
V akuumbl otapparatur Pharmecia
Tabelle 7: Geréte

4. Medien, Agar und M edienzusitze

Medien, Agar und Medienzuséize snd in den Tabelen 8, 9 und 10 angegeben. Medien fir

Flissigkulturen und Agarplatten wurden 20 Minuten bei 120 °C autoklaviert. Alle Zuséize, die nicht
hitzesabil sind, wurden sevilfiltriert und nach dem Abkihlen der Medien auf ca 40 - 50 °C

zugegeben. Wasser wurde immer in destillierter Form verwendet.

4.1 Medien

Medium (Firma) Zusammensetzung

LB-Medium: 1 % Bactotrypton; 0,5 % NaCl; 0,5 % Hefeextrakt.

(Gibco)

BHI-Medium: 20 % Kabshirninfusion; 25 % Rinderherzinfusion; 1 % Bacto Proteose
(Difco) Pepton; 0,2 % Bacto Dextrose; 0,5 % NaCl; 0,25 % NaPO,.
MIV-Medium: Losung 21 (1 1): 4 g L-Asparaginsaure; 0,2 g L-Glutaminsiure; 1 g

(Barcack et al., 1999)

Fumarsaure; 4,7 g NaCl; 0,2 ml Tween 80; 0,87 g K;HPO,4; 0,67 ¢
KH,PO,4; pH 7,4. Loésung 22 (0,1 1): 0,04 g L-Cystin; 0,1 g L-
Tyrosn; 0,06 g L-Citrullin; 0,2 g L-Phenyldanin; 0,3 g L-Serin; 0,2 g
L-Alanin. Lésung 23 (0,21): 0,2 M CaCl,. Lésung 24 (0,11): 0,1
M  MgSO,. Losung 40 (01 I): 5 % (wh) vitaminfree
Casaminosauren.

100 ml M1V-Medium: 100 ml Lésung 21, 1 ml Lésung 22, 1 ml
L6sung 23, 1 ml Lésung 40.
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Minimalmedium (Mlc):
(Herriott et d., 1970)

Ldsung 1 (11): 5,0 g L-Asparaginsaure; 13,0 g L-Glutaminséure; 58,0
g NaCl; 10,0 g K;SO4; 4,0 g MgCl; 0,294 g CaCl,; 0,037 g
Na&EDTA; 2,2 g NH,Cl; pH 7,2. Lésung 2: Lsg. A), B) und C) im
Verhdtnis 1:1:1; A) 100 ml: 1 N HCI; 1,5 gL-Arginin; 0,15 g L-
Glycin; 0,25 g L-Lysin; 0,5 g L-Methionin; 05 g L-Serin. B) 100 mi:
0,1 N HCI. C) 20 ml: 1 N HCl; 1,0 g Tyrosin. Lésung 3 (0,1 1): 0,1
% (v/v) Tween 80; 0,1 % (w/v) Polyvinyldkohal; 15 % (w/v) Glyzerin;
4,0 g Natriumlaktat. Losung 4 (0,1 I): 0,2 g Uracil; 004 g
Hypoxanthin. L 6sung 5A (0,1 1): 1,0gInosin; 1,74 g K,HPO3; 1,36 g
KH,PO;. Lésung 5B (0,1 1): 1,0 g Inosin; 1,57 g Tris-HCI; 0,075 g
KH.PO;; pH 7,4. Losung 6 (0,1 I): 0,1 g Hamin; 0,1 g L-Hidtidin; 4
% Triethanolamin. Losung 7 (0,1 1): 0,1 g NAD; 0,1 g Thiamin; 0,1 g
Pantothensaure.

100 ml Mlc-Medium: 1 ml 1 N HCI; 20 mg L-Cystin; 10 ml Lésung
1,6 m Lésung 2; 2 ml Lésung 3; 5 ml Lésung 4; 20 ml Lésung 5A
oder 5B; 1 ml Lésung 6; 40 pl Lésung 7; 55 ml H,O; pH 7,2.

Tabelle 8: Medien

4.2 Agar

Medium (Firma) Zusammensetzung

LB-Agar: 1 % Bactotrypton; 0,5 % NaCl; 0,5 % Hefeextrakt; 1,5 % Agar.
(Gibco)

BHI-Agar: 20 % Kabshirninfusion; 25 % Rinderherzinfuson; 1 % Bacto Proteose
(Difco) Pepton; 0,2 % Bacto Dextrose; 0,5 % NaCl; 0,25 % NaPOg; 1,5 %

300 ml Schoko-Agar:

500 ml Mlc-Agar:

500 ml Griiner Agar:

Agar.

2,34 g Caseinpepton; 2,34 g Fleischpepton bzw. Bactopepton; 0,84 g
Hefeextrakt; 1,68 g NaCl; 4,5 g Agar; 21 ml Vollblut; 300 pl NAD; 3
ml 10 % Glucose.

250 ml 2x Mlc-Medium; 3,4 % Agar; 250 ml H;O.

18,5 g BHI-Medium; pH 6,5; 1,5 % Agar; 0,8 mM Phenolphthaen-
Diphosphet; 10 pg/ml Methylgrin.

Tabelle 9: Agar

4.3 Medienzusatze

Die Medienzusétze wurden von den Firmen Sigma und Huka bezogen.
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Zusitze Endkonzentration Stammldsung
NAD 15 M 15mM inH,O
NMN 30 M 30mM in H,O
NR* 15 UM 15mM in H,O
Hamin * 20 pgiml 1 mg/ml H&min

1 mg/ml L- Hidtidin

4 % Triethanolamin, H,O
Hamoglobin * 10 pg/ml 2mg/ml in 1x PBS
Protoporphyrin IX (PPIX)* 20 pgiml 1 mg/min 0,006 N NaOH
Ampidllin 6-50 pgm 50 bzw. 100 mg/ml in H,O
Chloramphenicol 2-30  pgm 30 mg /ml in 100 % EtOH
Kanamycin 10-50 pgm 50 mg/ml in H,O
Streptomycin 250 pgml 250 mg/ml in H,O
Adenosin * 10-500 pM 500 UM
AMP* 20 mvi 100 mM

Tabele 10: Medienzusatze

*Her stellungspr otokall:

Hamin:

Hamoglobin:

Filter sevilfiltrieren
Protoporphyrin:
NR:

in Hidtidin, Triethanolamin und H,O durch Erwarmen bei 65 °C
fur 30 Minuten |6sen und Serilfiltrieren

in PBS |6sen und durch einen 45 um Filter bzw. durchenen  2pum

in NaOH durch leichtes Erwédrmen 16sen und Stevilfiltrieren
NMN wird mit Shrimp akalischer Phosphatase und dem
entsprechenden 10 x Puffer versetzen und firr 1 h bei 37 °C

inkubieren
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Adenogn: in H,O mit 5M NaOH |6sen, pH 6-7 mit HCI titrieren
AMP: sgehe Adenosin
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D. Methoden

Wenn nicht anders angegeben, sind algemeine Methoden aus dem CSH Lab-Manua (Sambrook et
a, 1989) und H. influenzae spezifische Methoden aus Barcak et d., 1991 enthommen.

1. Kultivierung von H. influenzae

Das BHI-Flissigmedium und der BHI-Agar missen mit dem Cofaktor NAD, NMN oder NR
supplementiert werden. Als Protoporphyrinquelle kénnen Hamin, Hamoglobin, Protoporphyrin 1X
(PPIX) oder 1 % Schafblut (Oxoid) dienen. Fur anaerobes Wachstum in Flissgkultur verwendet
man enen Anaerocult, in dem man mit einem GasPakPlus eén sauerdoffarmes Milieu herstdlt. Die
Generationszeit fir H. influenzae in BHI-Medium betrégt ca. 40 min. Die Zdlen erreichen nach 2-4
h die log-Phase (OD4go nm 0,4 - 3).

2. Ersdlen eéner Wachstumskurve

Fur eine Wachstumskurve werden 25 ml BHIs oder Minimamedium MIc-Medium von einer UN-
Kultur auf ODsgo nm 0,05 angeimpft und bei 37 °C inkubiert. Man entnimmt der Kultur jede halbe
Stunde ein Aliquot und mif¥ die optische Dichte. Die Kurve ergdlt man, indem man die gemessenen
Werte gegen die Zdt in ein Diagramm eintrégt.

3. Molekulargenetische M ethoden

3.1 Plasmidisolierung

Die Plasmidprgparationen wurden mit Hilfe der Plasmid-Kits der Firmen Qiagen und Macherey-
Nagel durchgeftihrt (abgdetet nach der Methode von Birnboim & Doly, 1979). In dieser Arbeit
wurden nur Plasmidisolierungen nach groRem Mal3stab durchgefiihrt (Maxi-Prdparation): 100-250
ml ener Ubenachtkultur werden abzentrifugiet und das Pellet be Raumtemperatur mit
Resuspensons- und Lyserungspuffer versetzt. Nach 5 min gibt man den Neutralisationspuffer hinzu
und inkubiert den Ansatz fir 30 min auf Eis. Nach enem Zentrifugationsschritt fir 30 min ba 4 °C
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gibt man den Uberstand auf eine equilibrierte Sale. Die gebundene DNA wird mit den
entsprechenden Puffern gewaschen und duiert. Man prézipitiert die Nukleinsduren mit 0,7 Volumen
Isopropanol, zentrifugiert e ab und wascht das Pellet mit 70 %igem Ethanol. Danach [d% man die
DNA trocknen und nimmt sie in 100 - 200 pl H,O auf.

3.2 Praparation von chromosomaler DNA

3.2.1 Praparation der chromsomalen DNA (Grimberg et al., 1989)

Hierbel wird 1 ml Ubernachtkultur abzentrifugiert und das Pdllet in 1 ml TNE-Puffer (10 mM Tris
pH 8; 10 mM NaCl; 10 mM EDTA) resuspendiert. Nach erneutem Abzentrifugieren wird das Pellet
in 270 yl TNEX-Puffer (TNE-Puffer, 1 % Triton X 100) aufgenommen, 30 ul Lysozym (5 mg/m
H.0) zugeftgt und fir 20 min bal 37 °C inkubiert. Anschlief3end gibt man 15 ul Proteinase K (20
mg/ml HO) hinzu und inkubiert den Ansatz bei 65 °C. Wenn die Losung klar ist, wird die DNA mit
100 %igem Ethanol gefdlt, mit 70 %igem Ethanol gewaschen und in 50-100 pl H,O aufgenommen.

3.2.2 Freisetzen der chromosomalen DNA durch Aufkochen der Zélen

Es wird 1 ml Ubernachtkultur 4 min bei 6000 rpm abzentrifugiert und das Pdlet in 100 pl H,O
resuspendiert. Die Zelen werden dann fir 2 min bel 95 °C aufgekocht. Die ZdItrimmer zentrifugiert
man bei 13000 rpm fiir 3 min ab. Der Uberstand enthalt die freigesetzte DNA.

3.3 Spaltung der DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen

Zur Spdtung von Plasmid- oder chromosomaer DNA wird die DNA mit eéinem Redtriktionsenzym
versetzt und mit einem fir das verwendete Enzym geeignetem Resktionspuffer fir 1 h (Plasmid-
DNA) bzw. 2-3 h (chromosomale DNA) ba 37 °C inkubiert. Fir die vollstdndige Spatung von 1 ug
DNA wird im Reektionsansatz 1 Enzymeinheit (Unit) der Restriktionsendonuklease eingesetzt. Das
Enzymvolumen sollte maximad 1/10 des Gesamtvolumens beragen. Die genauen
Reaktionsbedingungen sind den Hergtdlerangaben zu entnehmen. Die DNA-Fragmente werden
anschlief3end durch eine Agarosegd -Elektrophorese Uberprft.
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3.4 Horizontale Gelelektrophorese

Zur Hergtdlung des Gels wird 0,7 % Agarose in 1 x TAE aufgekocht. Nach Abkihlen der Lésung
auf ca 50 °C gield man de luftblasenfrel in eine horizontale Elektrophorese-Kammer und setzt die
Geakamme ein. Sobad das Agarosegel polymerisert ist, bedeckt man es mit Laufpuffer (1 x TAE)
und entfernt die Kadmme. Nun tréagt man neben dem Grolenstandard (1 kb-Leter, Gibco) die
DNA-Proben, versetzt mit 6 x Probenpuffer, auf das Ge auf. Nach Beendigung des Laufs wird das
Agarosegd mit Ethidiumbromid geféarbt und unter UV-Licht fotogrefiert.

50x TAE: 242 g Tris 6 x Proben 3gHFcall
57,1 ml Eisessig puffer: 50 mg Bromphenolblau
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8) 50 mg Xylencynol
ad 11 H0 ad 20 ml H,O

3.5 Elution von Nukleinsduren aus Agar osegelen

Das gewtinschte DNA-Fragment wird unter UV-Licht detektiert und der entsprechende Bereich aus
dem Ge herausgeschnitten. Die Elution der DNA efolgt nach Protokoll des QIAquick Gd-
Extraktionkits (Qiagen) oder des Ultrafree-DA Kits (Millipor). Die Nukleinsduren werden in 50 pl
H,O aufgenommen. Zur Uberpriifung der DNA-Konzentration kann 1 pl auf ein Gel aufgetragen

werden.

3.6 Southern Blot Analysen (Southern, 1975)

Die DNA wird mit gesigneten Restriktionsenenzymen Uber Nacht gespalten und anschliel3end auf
einem Agarosegel dektrophoretisch aufgetrennt (2,5 h bel 110 V). Danach wird das angeféarbte Gel
mit enem fluoreszierenden Lined photographiert, so dad spater die Grofien  der
Hybridiserungssgnale bestimmt werden konnen. Das Gl wird erst 10 min in Hydrolysierungd6sung

(0,25 N HCI), dann 20 min in Denaturierungddsung (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH) geschwenkt.
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Zuletzt wird das Gd fur 20-30 min in Neutrdiserundoésung (05 M TrigHCl; 1,5 M NaOH)
gechittedt. Dann wird die DNA mit einer Vakuumblot-Apparatur (VakuGeneBlotter) auf ene
Nylonmembran (Hybond-N*) trandferiert. Dazu legt man auf die Blotgpparatur die Nylonmembran
von der Grof3e des Gels und darliber eine Maske, die etwas kleiner as die Membran ist. Auf die
Maske wird das Gel gelegt und mit 20 x SSC (17,53 % NaCl; 8,82 % NaCitrat; pH 7,0)
Uberschichtet. Durch Anlegen eines Unterdruckes von 50 mbar fir eine Stunde wird die DNA auf
die Membran transferiert. Nach dem Blotten wird se kurz in 2 x SSC geschwenkt und auf
Whatman-Papier getrocknet. Anschlief3end wird die DNA durch UV-Bestrahlung (UV-Crosdinker)
kovdent an die Membran gebunden.

Die DNA-Sonden-Markierung und anschlief3ende Hybridiserung wurde mit Hilfe des ECL-Kits der
Firma Amersham durchgeftinrt Enhanced Chemiluminescence). Dabel wird der postiv geladene
Enzymkomplex der Mearrettich-Peroxidase mit Hilfe von Glutaradehyd kovaent an die negativ
geladene Sonden-DNA gebunden. Genauere Angaben zur Durchfiihrung sind dem ECL-Protokall
zu entnehmen.

Die Vorhybridiserung efolgt mit Hybridiserungsmix (ECL-Kit) fir 1 h be 42 °C. Er bewirkt das
Blocken der Membran und verhindert unspezifische Sgnale. Zu diessm Mix wird anschlief3end die
DNA-Sonde gegeben. Die markierten Oligonukleotide binden Uber Nacht bel 42 °C spezifisch an
die enzdgrangige fixierte DNA. Nach der Hybridiserung wird die Membran mit der Waschlsung |
(36 % Harnstoff; 17,53 % NaCl; 8,82 % Na-Citrat; 0,4 % SDS pH 7,0) bei 42 °C einma fir 20
min und zweimd fur 10 min gewaschen. Anschlief3end folgt zwemaliges Waschen bel RT mit Lésung
I1'(2x SSC) fur 5 min.

Fur die Entwicklung des Blots wird die Membran in enem 1.1 Gemisch der beden
Detektiond Gsungen (ECL-Kit) bedeckt, fir 1 min geschwenkt, in Cellophanfolie eingeschlagen und
in ene Exponierkasstte gelegt. Die Detektionddsungen enthaten Peroxidase und Luminol. Die
Peroxidase reduziert das Wassarstoffperoxid zu Wasser und Superoxidionen. Diese oxidieren
Luminal, das dadurch blaues Licht emittiert, welches einen auf die Membran gelegten Rontgenfilm
schwarzt. Die Filme werden nach 1-5 min, bzw. nach 1 h entwickelt.

3.7 Ligation
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Die Vektor- und Insert-DNA werden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen gespdten und
aufgereinigt. Der Ligationsansatz enthdt Vektor- und Insert-DNA im molaren Verhdtnisvon 1:3, 5 X
Ligase-Puffer und T4-Ligase und wird Uiber Nacht bei 14 °C im Wasserbad inkubiert.

3.8 Herstellung kompetenter Bakterienzellen zur DNA Transformation

3.8.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zdlen fur die Elektroporation (Calvin und
Hannawalt, 1988)

200 ml LB-Medium werden mit 10 ml einer E. coli Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C bis zu
einer ODsoo nm VON 0,4-0,6 inkubiert. Danach zentrifugiert man die Zelen bei 5000 rpm fur 5 min bel
4.°C ab. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 200 ml kaltem, sterilem H,O resuspendiert
und erneut pelletiert. Der Vorgang wird mit dem haben Volumen H,O wiederholt. Das Pdllet wird
nun in 50 ml kater, steriler 15 %iger Glyzerinlésung resuspendiert und wieder aozentrifugiert. Nach
Dekantieren des Ubergtands nutzt man den im Zentrifugenréhrchen verbleibenden Glyzerinrest fir
das Resuspendieren der Zdlen. Die Bakterien werden in Aliquote von 70-100 pl bei -80 °C

eingefroren.

3.8.2 Herstellung kompetenter H. influenzae-Zellen (Barcak et al., 1991)

35 ml vorgewédrmtes BHI-Medium werden von Schokoplaite angempft. Die Kultur wird ohne
Schitteln bei Raumtemperatur Uber Nacht inkubiert. Danach schiittelt man die Zellen bel 37 °C, bis
eine ODyg nm VON 0,4-0,6 erreicht ist. Die Kultur wird bei 5000 rpm fir 5 min abzentrifugiert, der
Uberstand dekantiert und das Pellet in 10 ml vorgewarmtem MIV-Medium resuspendiert. Nach
enem welteren Zentrifugationsschritt werden die Bakterien in 35 ml MIV-Medium (Sehe Materid
4.1) resuspendiert und fir 90 min bel 37 °C langsam (100 rpm) geschiittelt. Die Zdlen kénnen nun
direkt fir die Transformation eingesetzt oder ds Aliquote von 1,25 ml bel -80 °C gelagert werden.

3.9 Transformation kompetenter Zellen mit chromosomaler und Plasmid-DNA

3.9.1 Transformation von E. coli-Zélen (Calvin und Hannawalt, 1988)
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Be der Elektroporation werden die Zellen kurzzeitig einem dektrischen Fdd (2,5 kV; 25 pF; 200
W) ausgesetzt, das auf noch unbekannte Weise Poren in der Membran verursacht und somit die
Aufnahme von chromosomaler und Plasmid-DNA elechtert (Cavin & Hannawdt, 1988). Zu
kompetenten Zdlen auf Eis wird 0,5 pg Plasmid-DNA pipettiert. Der Ansatz wird in gekihlten
Elektroporationskiivetten eektroporiert (GenePulser). Die Zdlen werden dann sofort in 1 ml LB-
Medium Uberfuhrt und fir 1 h bei 37 °C geschiittet. Anschlief3end plattiert man die Bakterien auf
Selektionsplatten aus.

3.9.2 Transformation von H. influenzae-Zellen

3.9.2.1 Transformation von MI1V-kompetenen H. influenzae-Zellen (Barcak et al., 1991)

Eswerden 250 pl kompetente H. influenzae-Zdlen bel 5000 rpm aozentrifugiert und mit 1 ml MIV-
Medium gewaschen. Die Zdlen werden dann in 250 pl MIV-Medium resuspendiert und in en
kleines Reagenzglas Uberfihrt. Dazu gibt man 1-5 pg chromosomae DNA oder 10-15 pg Plasmid-
DNA. Anschlief3end werden die Bakterien fir 30-40 min ba 37 °C inkubiert und dann mit 1 ml
vorgewarmten BHIs-Medium versetzt. Danach inkubiert man den Ansatz fur 90 min ohne Schiitteln
und fir wetere 90 min mit Schittedn be 37 °C. Anschliellend platiet man den
Transformationsansatz auf Selektionsplatten aus.

3.9.2.2 Transformation von H. influenzae BRAD

Der Slamm BRAD it eine kondtitutiv kompetente H. influenzae-Mutante, die fir Transformationen
benutzt wird.

Es werden 10 ml BHI-Medium mit H. influenzae BRAD von einer Schokoplatte angeimpft. Die
Kultur wird fir 2-3 h bel 37 °C geschiittelt, bis se eine ODyg nm VONn 0,8-1,0 erreicht hat. Davon
wird 1 ml in ein Reagenzglas pipettiert und DNA (Plasmid-DNA: 10 ug; chrom. DNA: 1-5 ug)
zugegeben. Der Ansatz wird be 37 °C fir 30 min ohne Schitteln und fir weitere 40 min mit
Schiitteln inkubiert und ausplattiert.
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3.10 PCR-Analysen

Bei der PCR (polymerase chain reaction) nach Saiki et a, 1988, wird ein bestimmter DNA-Bereich
gezidt amplifiziert. Dies geschient durch die spezifische Bindung von zwel Oligo-nukleotiden (Primer)
an die Matrizen-DNA, die von einer DNA-Polymerase aus thermophilen Bakterien am freien 3'-
Ende verlangert werden. Die PCR beginnt mit der Denaturierung der DNA in Einzelstrénge bei 95
°C. Ansthlief3end folgt bel geeigneter Temperatur das Binden der Oligonukleotide (Annedling), von
denen aus die Elongation der DNA be 68-72 °C beginnt. Diese drei Schritte laufen zyklisch ab, so
dal3 die Konzentration der kopierten DNA exponentiell angteigt.

1. Elongase-Kit 2. Super mix-Kit

1 yl dNTPs (10 mM) 46 pl Supermixldsung

1l Primer 1 (05 pg/ul, 1:10) 1l Primer 1 (05 pg/ul)

1l Primer 2 (0,5 pg/ul, 1:10) 1l Primer 2 (0,5 pg/pl)

2 pl DNA-Template (10 ng/ul, 1:15) 2 pul DNA-Template (10 ng/pl)
10 pl Puffer B

1 yl Elongase Enzym Mix

ad 50 pl H,O

3.11 Sequenzier ung von PCR-Fragmenten mit L1-COR

Bel dem automatischen Sequencer Moddl 4000 (LI-COR) werden Fluoreszenz markierte Primer
verwendet. Die entsprechend mit Fuoreszenzfarbstoff markierten DNA-Fragmente werden Uber ein
Polyacrylamid-Gel  dektrophoretisch aufgetrennt und dabel mit enem Laserdtrahl abgetadtet.
Dadurch wird der Huoreszenzmarker zur Emittierung von Licht angeregt. Diese Signde werden
detektiert, von einem Computer gespeichert und ausgewertet. Fir die PCR-Resktion werden zu
jewealls 1 pl Terminationsmix A, C, G oder T (Sequenzier-Kit, Amersham) 3 pl DNA/Primer-Pramix
(200 ng/kb DNA, 1 pl Primer (1 pmoal), ad 12 pl HO) pipettiert. Die Ansétze werden gemischt,
abzentrifugiert und mit einem Tropfen Paraffindl Uberschichtet. Die Resktion besteht aus 30 Zyklen
zu folgenden Bedingungen: Denaturierung 15 s, 95 °C; Annedling 30 s, Elongation 15 s, 70 °C. Die

Annedling-Temperatur liegt 2-3 °C Uber der Schmelztemperatur des Sequenzier-Primers.
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Nach Beendigung der PCR wird zu jedem Ansatiz 3 pl Stoppuffer pipettiert. Von den Proben
werden jewells 1,5 yl auf das Sequenziergd aufgetragen. Die Auswertung der Sequenzen erfolgt mit
Hilfe der Computerprogramme ,Blast-Search® und ,,Haemophilus influenzae Rd Genome
Sequence Search” (Altschul et d, 1990).

4. Proteinbiochemische M ethoden

4.1 Gewinnung von Proteinextrakten

4.1.1 Pré&par ation des Gesamtzellextrakts

Die Zdlen einer 1 ml Ubernachtkultur werden bei 5000 rpm fir 5 Minuten abzentrifugiert und das
Pellet in 60 pl PBS (0,8 % NaCl; 0,02 % KCl; 0,144 % NaHPO,; 0,024 % KH,PO,; pH 7,4)
resusgpendiert. Dazu pipettiert man 15 pl 5 x Proben-Puffer und kocht den Ansatz fir 10 min bel 95
°C auf. Nach dem Abzentrifugieren bei 13000 rpm fir 5 min wird der Uberstand bei -20 °C

eingefroren.

4.1.2 Praparation von Aul3enmembranproteinen (Carlone et al., 1986)

4.1.2.1 Kleiner Maf3stab

Eine 5 ml Ubernachtkultur wird bei 4 °C fiir 5 min bei 5000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wird in 1
ml gekihitem HEPES-Puffer (10 mM; pH 74) (Sgma mit Proteaseinhibitor (Complete)
gewaschen. Die Zdlen werden wieder in HEPES-Puffer aufgenommen und fur 6 x 10 Sekunden bel
40 Wat ultrabeschallt. Die ungedffneten Zdlen zentrifugiert man fir 2 min bei 4 °C und 13000 rpm
ab, davon den Ubergtand nochmals fiir 30 min bel 4 °C und 13000 rpm. Das Membranpellet
resuspendiert man in 0,2 ml HEPES-Puffer und fugt 0,2 ml 2 % Sarcosyl (Sgma) in 10 mM
HEPES-Puffer zu, um die Proteine herauszul6sen. Dieser Ansatz wird be RT unter mehrmadigem
Mixen inkubiert. Nach 30 min zentrifugiert man bei 4 °C und 13000 rpm fur 30 min ab und wascht
das Pdllet mit 0,5 ml HEPES-Puffer. Die Proteine werden in 50 pl HEPES-Puffer aufgenommen und

bel -20 °C eingefroren.
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4.1.2.2 GroRRer Mal3stab

Eine 1 | UN-Kultur zentrifugiert man fiir 10 min bei 5000 rpm ab und wascht die Zelen in 500 ml
NaCl (100 mM). Nach erneuter Zentrifugation unter gleichen Bedingungen nimmt man das Pdllet in
30 ml HEPES-Puffer (10 mM, pH 7,4) auf und lysiert die Zdlen in einer French Press bel 1100 ps.
Die ungedffneten Zdlen werden fir 2 min ba 13000 rpm abzentrifugiet. Die
AuRenmembranproteine aus dem Uberstand werden wie unter 4.2.1.1 beschrieben extrahiert und in
HEPES-Puffer aufgenommen.

4.1.3 Préparation des Periplasma-Extr akt

Es werden 10 ml einer UN-Kultur bei 5000 rpm fiir 5 min abzentrifugiert und in gesignetem Puffer
gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren zu gleichen Bedinungen nimmt man das Pdlet in
Polymyxin B (2 mg/ml in HEPES-Puffer) auf und inkubiert die Zdlen fir 10 min auf Eis. Danach
zentrifugiert man die ungedffneten Zdlenbel 13000 rpm fir 2 min ab. Der Uberstand enthdt nun
die periplasmatischen Proteine und wird bel -20 ° C eingefroren.

4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem D¢ Protein Assay (BioRad)

Die Bedimmung der Proteinkonzentration wird nach Anleitung des Dc Protein Assay Kits
durchgefihrt.

4.3 Auftrennung der Proteine durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) (Laemmli, 1970)

Fur die Auftrennung von Proteinen werden 12 %ige Gele verwendet. Die Gele bestehen aus einem
Trenngd und einem Sammegd. Sie werden nacheinander in ene vertikale Gegpparatur (BioRad)
gegosen und mit enem Kamm fir die Geltaschen versehen. Nach der Polymeriserung der Gele
wird die Apparatur in eine Elektrophoresekammer eingesetzt. Die obere und untere Pufferkammer
fullt man mit 1 x SDS-Laufpuffer. Diein 5 x Laemmli-Puffer gel6sten Proteine werden bel 95 °C fir
10 min denaturiert und in die Geltaschen pipettiert. Fir die Auftrennung legt man fir ca. 45 min eine

Stromstérke von 25 mA pro Gel an.
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Trennge Sammelgel 5x SDS-Laufpuffer
LB 25ml LsggC 1,25 mi Tris 151¢g
Gelsock 4 ml Gelstock 0,65 ml Glycin %49

H,O 3,45 ml H,O 3ml in 900 ml H,O |6sen
10 % APS 50 pl 10% APS 25l DS 50ml

TEMED 5yl TEMED 5l ad 11 HO

Ldsung B Ldsung C Gelstock

2M TrispH 8,875 ml 1M TrispH 6,85ml 30 % Acrylamidstammisgy
10%SDS 4ml 10%SDS  4ml 0,8 % Bisacrylamid

HO 21 ml H.O 46 ml

4.4 Silberfarbung von SDS-Polyacrylamidgelen (Heukeshoven et al., 1987)

Die Slberférbung ist eine hochsenstive Methode zur Sichtbarmachung von Proteinen. Sie beruht auf
eliner proteingpezifischen Reduktion von Siberionen zu dementarem Silber.

Nach der SDS-Geldektrophorese wird das Gd fur jeweils 30 min in den entsprechenden Lésungen
fixiert und inkubiert. Danach wéscht man es dreimd in H,O fir 5 min. Anschliel3end wird das Gdl fur
genau 20 min in Verslberungs-L 6sung geschwenkt. Nach zweimaigem Waschen in O badet man
das Gd in Entwickler, bis die gewiinschte Farbintenstét erreicht ist. Die Resktion wird mit der
Stoppl dsung beendet.

4.5 Trocknen von SDS-Polyacrylamidgelen

Um en SDS-Polyacrylamidge hdtbar zu machen, legt man es auf angefeuchtetes Whatman-
Filterpapier und bedeckt es mit feuchter Klarschtfolie Das Gel wird dann auf dem Geltrockner
(Hoefer) fur 2,5 h bel 60 °C unter Vakuum getrocknet.
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4.6 Immunoblot (Westernblot)

Fur das Blotten der Proteine wird eine auf die Grole des Gel's zurechtgeschnittene PV DF-Membran
(Schleicher & Schudl) kurz mit Methanol benetzt und mit dem Polyacrylamid-Gd fir 10 min in
Towbin-Puffer (1,44 % Glycin; 0,3 % Tris, 20 % Methanol; pH 8,5) geschwenkt. Dann schneidet
man 12 Stiicke Whatman-Papier auf Gelgrofie zu und befeuchtet sie ebenfals mit Towbin-Puffer.
Sechs dieser Papierstiicke werden luftblasenfrel auf eine Semi-Dry Transfer Cell (Hoefer) gelegt,
darauf die Membran, das Gel und die restlichen sechs Papiere. Die Blotkammer wird geschlossen
und fir 30 min ene Spannung von 15 V angelegt. Danach wird die PVDF-Membran mit den
aufgetrennten Proteinen zunéchst zur Abséttigung unspezifischer Bindungsstdlen in TBS (0,8 %
NaCl; 0,02 % KCI; 0,3 % Tris, pH 7,4) mit 2 %igem Milchpulver (BioRad) fir 1 h bel RT
geschwenkt. Anschliel¥end gibt man den erden Antikdrper verdinnt in TBS/Milchpulver hinzu und
schwenkt die Membran fir ene weitere Stunde. Danach wéscht man se drema fir 5 min mit TBS,
Den zweten Antikorper verdinnt man in TBS/Milchpulver und gibt ihn auf die Membran, die man
nech 1 h dreima fir 5 min mit TBS wascht. Zur Detektion der Proteinbanden wird die Membran fur
2-10 min in Detektiondésung (0,01 mg/ml X-Phos (AppliChem); 0,05 mg/ml Nitro-Blue-
Tetrazolium (Sigma), IM Tris pH 8,5) inkubiert, bis Proteinbanden s chtbar werden. Danach wascht
man die Membran kurz in H,O und trocknet sie auf Whatman-Papier.

5. Phosphatase-Assays

5.1 Nachweis der Phosphatase-Reaktion mit pNPP (M alke, 1998)

Es werden 1 ml einer UN-Kultur bei 5000 rpm fir 5 min abzentrifugiert, in 10 mM HEPES-Puffer
(pH 6) gewaschen und erneut in 1 ml Puffer aufgenommen. Man sdlt dann 250 ul Zdlen auf OD,g
am 1 €n und gartet durch Zugabe von 25 pl pNPP (100 mM (Sigma) in 10 mM HEPES-Puffer) die
Phosphatase-Reaktion. Nach leichter Gelbfarbung wird die Resktion mit 1 ml NaOH (0,1 M)
gestoppt und die Zeit Dt notiert. Anschliel3end zentrifugiert man die Zellen be 5000 rpm fur 5 min ab
und mift die Gelbfarbung des Uberstands bei ODygs . Die Spezifische Aktivitét errechnet man nach
folgender Formel: ODygs ny/ (18300xDt) [1 mVl pNPP/min x OD 1].

Der Asssy kann auch mit Aulenmembran-Proteinen unter gleichen Bedinungen durchgefihrt

werden.
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5.2 Der Malat-Enzym-Assay (Geer et al., 1979)

Das Mdat Enzym katdysert die Umsatzung von Mdat zu Pyruvat und reduziert dabei NADP zu
NADPH. Fir die Resktion werden 900 pl Puffer ( 50 mM TrissHCI; 0,34 mM NADP, 5 mM
MnCl; pH 6) mit 60 pg OMP-Extrakt versetzt und bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Nach zwei
Stunden zentrifugiert man den Extrakt bei 13000 rpm fiir 5 min ab und gibt zu dem Uberstand Madlat
(10 mM). Die Resktion wird durch Zugabe von 5 pl Mdat-Enzym (Sigma) gestartet und die Bildung
von NADPH durch photometrische Messungen bei ODs4 ym dokumentiert.

6. Her stellung desradioaktiv markierten Faktor V

Das (carbonyl-**)NMN wird aus (carbonyl-*)NAD (Amersham) hergestellt. Dazu inkubiert man
(carbonyl-*)NAD mit Schlangentoxin (Nukleotidpyrophosphatase, Sigma) in Shrimp  akalische
Phosphatase Puffer fir 1 h bei 37 °C. Das (carbonyl- *)NR wird hergestdlt, indem man einen Ansatz
aus (carbonyl-**)NAD, Schlangentoxin (Nukleotidpyrophosphatase), alkalischer Phosphatase aus E.
coli und Shrimp akalische Phosphatase Puffer fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Danach werden die
Resaktionsansdtze mit 100 %iger TCA gefdlt, fir 10 Minuten auf Eis inkubiert und bei 10000 rpm fUr
5 min abzentrifugiert. Den pH-Wert des Uberstands neutraisiert man mit NaOH.

7. Transport-Assay

Es werden 10 ml BHIs von einer Vorkultur angeimpft und bei 37 °C inkubiert bis die Kultur OD,g
am 1 erreicht hat. Dann zentrifugiert man die Zdlen bel 5000 rpm fir 5 min ab und resuspendiert das
Pdletin BHI. Man stdlIt 3 ml Kultur auf ODago nm 2 €n und inkubiert Se auf einem Heizblock bel 37
°C. Es werden dann 1 uM radioaktiv markiertes Substrat zugegeben und ale 1, 3, 5, 7 und 9 min
500 ul Aliquote enthnommen. Sie werden durch angefeuchtete ME 25 Membrane (045 pm;
Schleicher & Schudl) durch Anlegen von Vakuum gefiltert. Nach anschlieliendem  Waschen der
Filter mit NaCl (0,1 M) gibt man sein Vids, die 5 ml Szntillaionsfllissgkeit enthdten (Emulgfier-
Safe; Packard). Die Radioaktivitét wird dann im Szintillationszéhler (Beckman) gemessen.
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8. Dunnschicht-Chromatographie

Eswerden je 0,5 ul **C-NAD, **C-NMN und *'C-NR as Referenz und je 2 pl  einer radioaktiv
markierten Probe auf eine Dunnschicht-Chromatographie-Platte (Cellulose F; Merck) aufgetragen
und fir 4 h in ene Laufkammer geddlt. Die Kammer enthdit en Laufmittd, bestehend aus
Ammoniumacetat (1 M; pH 5) und Ethanol im Verhdtnis 70:30. Nach der Auftrennung trocknet man
die Platte und exponiert Se mehrere Tage einem radioaktiv senstiven Film (Eastman Kodak).

9. Stammkonstr uktionen

9.1 Kongruktion von hel-Deetionsmutanten in den H. influenzae-Stammen

REI1012(Dhdl::kan), REI1012b(Dhel ::kan), GK06(Dhel ::kan) und GK07(Dhdl ::kan)

Um das hel-Gen zu deletieren und durch eine Kanamycin-Kassette zu ersetzen, wurde das Gen mit
den angrenzenden Bereichen via PCR amplifiziert. Als Matrize diente hierbel chromosomae DNA
des Stamms Rd mit den Primern hel-5" und he ECORV-3'. Das gereinigte PCR-Produkt enthielt am
3'-Ende eine BamHI-Schnittstelle und wurde mit den Enzymen EcoRV und BamHI gespalten. Das
Pasmid pACY C184 (Rose, 1988) wurde ebenfals EcoRV und BamHI verdaut und mit dem PCR-
Produkt ligiert. Das erhdtene Plasmid enthidt das Insert nicht den Schnittstellen entsprechend,
sondern in umkekehrter Richtung und wurde pSEhd genannt. Die Deletion des hel-Gens wurde
durch eine PCR-Resktion mit pSEhd ds Matrize erreicht, bei der die Primer DP4Hpal-5 und
DP4AHpal-3" stromaufwarts und -abwarts des hel-Gens hybridiserten und so die hel-Gen-Region
selbst bei der Amplifikation des Plasmids ausgesparen. Das 6,35 kbp grof3e PCR-Produkt wurde
mit Hpal gespaten und rdigiert zu dem Plasmid pSEDhdl. Aus dem Plasmid pACYC177 (Rose,
1988) wurde mit Hincll und Stul das kan-Gen gespalten und in die Hpal-Schnittstelle von pSEDhe
ligiet. Das erhdtene Plasmid wurde pSEDhdkan genannt und diente ds Matrize fur die
Amplifikation der Dhel:kan-Region durch PCR mit den Oligonukleotiden helScal-5° und
pACY C184BamHI. Das 3,5 kbp grof3e DNA-Fragment wurde in die MIV-kompetenten Stdmme
Rd, Hib, NTHI 01539 und NTHI 6418 transformiert. Nach dem Cross-over des PCR-Produktes in
das Chromosom der Stémme wurden Karf® Zdlen auf BHI-Agar mit Hamin (20 pg/ml), NMN (30
UM) und Kanamycin (10 pg/ml) sdektiert. Die erhdtenen St@mme REI1012(Dhel:kan), Hib
REI12012b(Dhel:kan), NTHI GKO06(Dhel:kan) und NTHI GKO7(Dhel:kan) wurden durch

Southern Blot, PCR und Western Blot verifiziert (Kemmer et a., 2001).
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9.2 Kongruktion von nadN-Knockout-Mutanten in den H. influenzae-Stdmmen

REI1010(nadN::cat), REI1010b(nadN::cat), JSB02(nadN::cat) und JSBO3(nadN::cat)

Das nadN-Gen wurde durch Insertion einer cat-Kassette in das ORF HI0206 zerstort. Dazu wurde
in einer PCR-Resktion mit chromosomaer DNA des H. influenzae Stamms Rd und den
Oligonukleotide HI0206-L™ und HI0206-R" das nadN-Gen amplifiziet. Das gereinigte PCR-
Produkt wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRV gespaten und in das Plasmid pACY C177 ligiert,
das zuvor mit Hincll und EcoRV lineariget wurde. Die mit Pstl gespdtene cat-Kassette des
Plasmids pAKcat wurde dann in die Pstl-Schnittstelle des nadN-Gens des neu entstandenem
Plasmid pSEL ligiert. Das resultierende Plasmid pSE2 kodierte fir das nadN-Gen, in das das cat-
Gen in gleicher Orientierung inseriert wurde. Dieses Plaamid diente ds Matrize in ener PCR-
Reaktion fur die Amplifizierung des Fragments HI0206::cat mit den oben genannten
Oligonuklectiden. Das erhdtene 5 kbp grof3e PCR-Produkt wurde dann in die MIV-kompetenten
H. influenzae Stémme Rd, Hib, NTHI 01539 und NTIH 6418 transformiert. Nach dem ,,Cross-
over* des Fragmentes in das Chromosom da St@mme wurden die Zdlen nach
Chloramphenicolresstenz auf BHI-Agar mit Hamin (20 pg/ml), NMN (30 uM) und Chloramphenicol
(2 pg/ml) sdektiert. Die resultierende Stamme REI1010(nadN:cat), Hib REI1010b(nadN::cat),
NTHI JSB02(nadN:cat) und NTHI JSBO3(nadN::cat) wurden durch PCR und Southern Blot
Uberprift (Reidl et d., 2000).
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E. Ergebnisse

1. Die Rollevon e(P4) be der Haminaufnahme

Um die biologische Funktion von e(P4) zu untersuchen, wurde das hel-Gen im Stamm H.
influenzae Rd durch Insertion eines Transposons ausgeknockt (Reidl et d., 1996). Es zeigte Sich,
dal3 die hel-Mutante nicht mehr fahig war, unter aeroben Bedingungen zu wachsen, wohingegen bel
anaerobem Wachstum kein Unterschied zum Wildtyp festzugtellen war. Das Wachstumsdefizit der
Mutante konnte durch Zugabe von EDTA, ein Membran-destabiliserendes Agenz, tberkommen
werden. Da H. influenzae unter aeroben Bedingungen Hamin-abhéngig ist, wurde vermutet, dal3
e(P4) an der Aufnahme von Ha&min oder dessen Vorlaufer beteligt is. Um dies ndher zu
untersuchen, wurde das hel-Gen kloniert und in eénem E. coli hemA-Stamm exprimiert. Diese E.
coli-Mutante kann Hamin nicht mehr sdbst synthetiseren, it dso darauf angewiesen, bel aeroben
Wachstum Hamin oder Protoporphyrin aufzunehmen. Es wurde beobachtet, dal3 bel Anwesenheit
von e(P4) der hemA-Stamm wieder aerob wachsen konnte. Daraus wurde abgeleitet, dal3 das
Lipoprotein e(P4) an der Haminaufnahme betelligt ist. Um diese These nachzuprifen, wurde eine
hel-Dd etionsmutante hergestdlt, die dann auf ihre Haminabhdngigkeit getestet wurde.

1.1 Konstruktion der hel-Deletionsmutante REI1012(Dhel::kan)

Da es sch be der urspringlichen hel-Mutante um eine Tn10d-bla-Insertionsmutante handelte,
welche durch eine mogliche Exzison dieses Elementes ingtabil sein kdnnte, wurde das chromosomale
Gen hel von H. influenzae komplett deletiert und anstelle eine Kanamycin-K assette eingesetzt (Sehe
Methoden 10.1). Der erhatene Stamm REI1012(Dhel:kan) konnte hingchtlich des hel-Phanotyps
mit dem Pasmid pJRP4 komplementiet werden. pJRP4 ig en Pasmid-Derivat des
Klonierungsvektors pACY C184, in dessen BamHI-Schnittstelle das hel-Gen kloniert wurde (Reidl
et d., 1996). Die Sta4mme Rd, REI1012(Dhel:kan) und die komplementierte Mutante wurden
verifiziet durch PCR, Southern Blot Andysen (Kemmer e d., 2001) und wie in dieser Arbeit
gezeigt durch Western Blot Andysen (Abb. 3).
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Die AuRenmembranprotein-Extrakte (OMPs) der Stdmme H. influenzae Rd, REI1012(Dhel:kan)
und REI1012(Dhel::kan), komplementiert mit pJRP4, wurden prépariert (Sehe Methoden 4.1.2.1).
Mit den Extrakten und dem gereinigten e(P4) (erhaten von B. Green, Wyeth-L ederle Vaccines, N.
Y.) wurde ein Western Blot mit anti- e(P4)-Antikorpern angefertigt (Sehe Methoden 4.7).

S1 2 3 4
89 == |

45 ==

6.6 = |
Abb. 3: Western Blot Analysen mit Aulenmembranprotein-Extrakten (OMPs) (je 5 ng) von den Stdmmen H.
influenzae Rd, REI1012(Dhel::kan) mit Plasmid pACYC184 und REI1012(Dhel::kan) mit pJRP4, und dem
gereinigtem e(P4) (2 ng). Spur S, BioRad Marker (No. 161-0324); Spur 1, OMPs von Rd; Spur 2, OMPs von
REI1012(Dhel ::kan); Spur 3, OMPs von REI1012(Dhel ::kan) mit pJRP4; Spur 4, gereinigtese(P4).

—

Der Western Blot zeigt in den Spuren 1 und 3 bei 29 kDa eine Bande, die das e(P4)-Protein des
Stamms Rd und der Komplementante darstellt (Abb. 3). Ebenso ist auf gleicher Hohe das gereinigte
e(P4) zu sehen (Spur 4). In Spur 2 fehlt durch die Deetion des hel-Gens im Stamm
REI1010(Dhel::kan) das Protein e(P4) (Abb. 3).

1.2 Die Wachtumsphéanotypen der hel-Deletionsmutante REI1012(Dhel ::kan)

Um die Abhdngigket der HaminrAufnahme von e(P4) nachzuprifen, wurde der
Wachstumsphanotyp der hel-Deetionsmutante bei hohen und niedrigen Konzntrationen von NAD
und Hamin getestet. Dazu wurden die Stamme H. influenzae Rd, REI1012(Dhel:kan) und die
komplementierte Mutante auf BHI-Agarplaiten ausgestrichen, die 1,5 uM NAD und 100 pg/ml
Hamin bzw. 35 uM NAD und 20 pg/ml Hamin enthidten.
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Abb. 4 Wachstumsphanotyp von H. influenzae Rd (8), REI1012(Dhel::kan) mit Plasmid pACYC184 (b) und
REI1012(Dhel ::kan) mit Plasmid pJRP4 (c) auf BHI-Agarplatten supplementiert mit verschiedenen Konzentrationen
von NAD und Hamin. A) Wachstum auf 1,5 uM NAD und 100 pg/ml H&min; B) Wachstum auf 35 uM NAD und
20 pg/ml Hamin.

Der Stamm REI1012(Dhel:kan) zeigte bei niedrigen Konzentrationen NAD en sgnifikantes
Wachstumsdefizit, das auch durch die erhohte Haminkonzentration nicht Uberkommen werden
konnte (Abb. 4/Ab). Die Komplementante wie auch der Stamm Rd waren féhig, unter diesen
Bedingungen zu wachsen (Abb. 2/Aa,c). Erhdhte man aber die NAD-Konzentration, so konnte die
hel-Mutante auch be niedrigen Konzentrationen Hamin wachsen (Abb. 4/Bb). Der
Wachstumsphédnotyp des Stamms REI1012(Dhel:kan) ist daher von der NAD-Konzentration
abhangig, Hamin, wie urspriinglich vermutet, spidte hierba keine Rolle.

2. Nachweisder Phosphatase-Funktion von e(P4)

Das Lipoprotein LppC von Sreptococcus equisimilis it an der Zytoplasmamembran
lokalisert, hat ein Molekulargewicht von 32,4 kDa, und wurde a's saure Phosphatase beschrieben
(Make, 1998). Die Sequenz von LppC zeigt Sgnifikante Homologien u. a zu der sauren
Phosphatase AphA in E. coli und zu e(P4) in H. influenzae. Um die Funktion des Lipoproteins
e(P4) ndher zu charakterisieren, wurden deshalb verschiedene Phosphatase-Assays durchgeftirt.

2.1 Nachweisder Phosphatase-Aktivitat von e(P4) auf I ndikator platten
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Da e(P4) Homologien zu Phosphatasen in verschiedenen Organismen zeigt, wurde auf
Indikatorplatten die Fahigkeit von e(P4) getestet, das unspezifische Subsirat Phenolphthalein-
Diphosphat zu dephosphorylieren. Dazu wurden die H. influenzae-Stdmme Rd,
REI1012(Dhel:kan) und die komplementierte Mutante auf Indikatoragarplatten, bestehend aus
BHI-Agar, supplementiert mit H&min (20 pug/ml), NMN (30 uM), Phenolphthaein-Diphosphat (0,8
mM) und Methylgrin (10 pg/ml) ausgestrichen. Durch die Dephosphorylierung des Subdrats
erscheinen die Bakterien grin.

Abb. 5: Nachweisder Phosphatasefunktion von H. influenzae Rd (a), REI1012(Dhel::kan) mit Plasmid pACY C184
(b) und REI1012(Dhel ::kan) mit Plasmid pJRP4 (c) auf einer Phosphatase-Indikatorpl atte.

Die Grunfarbung von Rd und der Komplementante zeigte die Phosphatase-Aktivitét der Stémme
(Abb. 53, c), wahrend die hel-De etionsmutante farblos blieb (Abb. 5b). Dies deutet darauf hin, dal3
die Phosphatase-Aktivitdt nur von e(P4) abhangig id, wetere Phosphatasen snd auf der
Zdloberfléche nicht aktiv.

Der gleiche Versuch wurde mit Platten, die mit X-Phos supplementiert waren, durchgefihrt. X-Phos
ist ein unspezifisches Subgtrat fir Phosphatasen, das durch Dephosphorylierung die Zdlen blau farbt.
X-Phos wurde aber nicht von e(P4) erkannt, dle drel Stdmme blieben farblos (Daten nicht gezeigt).

2.2 Nachweisder Phosphatase-Aktivitat von e(P4) mit dem pNPP-Assay
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Um die Phosphatase-Aktivitat von e(P4) nachzuweisen, wurden ein pNPP-Assay mit UN-

Kultur-Zdlen der H. influenzae Stamme Rd, REI1012(Dhel:kan) mit Plasmid pACYC184 und
REI1012(Dhdl:kan), komplementiet mit Plasmid pJRP4, durchgefiihrt. Die Zdlen wurden in
HEPES-Puffer (10 mM) mit pNPP (10 mM) inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion wurde dann
die Gelbfarbung bel OD405 nm photometrisch gemessen (Sehe Methoden 6.1).
Es zeigte dsich, da3 dch die Resktionsansitze der Stdmme Rd und REI1012(Dhel:kan),
komplementiert mit Plasmid pJRP4, durch die Dephosphorylierung von pNPP zu pNP innerhalb von
5 Minuten gelb geférbt hatten, wahrend der Ansatz der hel-Mutante auch nach Inkubation von 40
Minuten be 37 °C farblos blieb (Daten nicht gezeigt).

2.3 Bestimmung des pH-Optimums von e(P4)

Die Sequenz-Vergleiche von e(P4) mit LppC von S equisimilis und AphA von E. coli deuten
darauf hin, dal3 das Optimum der Phosphatase-Aktivitét von e(P4) im sauren Milieu liegen konnte.
Die genaue Bestimmung des pH-Optimums erfolgte durch pNPP-Assays mit dem Stamm Rd (sehe
Methoden 6.1) in Reaktionspuffern mit verschiedenen pH-Werten.
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Abb. 6. Darstellung der pH-Abhéangigkeit der Phosphatase-Aktivitat von e(P4). Die Saulen zeigen die durch
pPNPP-Assays ermittelte spezifische Aktivitéten bei pH 4, 5, 6, 7 und pH 8. Spez. Aktivitét= DOD 405/(18300xDt) [ MM
pNPP/min x OD 1].

Die Abbildung 6 zeigt, dal3 das pH-Optimum von e(P4) fur die Phosphatase-Aktivitét bei ca. pH

6 liegt.
3. Identifizierung des physiologisch relevanten Substratsvon e(P4)
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Da unter 1.3 festgestdlt wurde, dal3 die Wachsumsfahigkeit der hel-Ddetionsmutante von der
NAD-Konzentration abhangt, wurde postuliert, dal? e(P4) an der Aufnahme von NAD betelligt ist.
Um das physologisch relevante Subsirat von e(P4) zu identifizieren, wurde das Vermogen der H.
influenzae-Stdmme Rd, REI1012(Dhel:kan) und REI1012(Dhel :kan), komplementiert mit pJRP4,
getestet, NAD und dessen Vorstufen NMN und NR zu spdten, aufzunehmen und as Faktor V-
Qudle zu nutzen.

3.1 Dephosphorylierung des FaktorsV durch e(P4)

Die Dephosphorylierung der **C-radioaktiv markierten Faktor V-Substrate NAD, Nikotinamid-
Mononukleotid (NMN) und Nikotinamid-Ribosyl (NR) wurde anhand von Dinnschicht-
Chromatographien getestet. Da es NADP nicht radioaktiv markiert zu kaufen gibt, konnte die
Dephosphorylierung nur indirekt mit dem Mdat-Enzym-Assay nachgewiesen werden.

3.1.1 NAD, NMN und NR als Substrat fur e(P4)

Die OMPs der Stamme Rd, REI1012(Dhel:kan) und REI1012(Dhel:kan) mit pJRP4, wurden
prapaiert (Sehe Methoden 4.1.2.2). Die Extrakte und das gereinigte e(P4) wurden mit **C-NAD,
“C-NMN, *C-NR und “C-AMP versetzt und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Resktionsansiize
wurden dann nach einer TCA-Falung chromatographisch aufgetrennt, um anhand der Spaltprodukte
das physologisch rdevante Substrat von e(P4) zu bestimmen (Sehe Methoden 9).

A B

—— e T “re - e
" YY ¥ see v vey

‘. U | . .' ane

1234567 8 91011121314 1 2 3 456 7 8 910

Abb. 7: Dinnschicht-Chromatographien von radioaktiv markiertem Faktor V und AMP als Substrat fur e(P4).
“C-NAD, “C-NMN, *C-NR und **C-AMP (je 10 nCi; 0,1 nM) wurden inkubiert mit den AuRenmembranprotein-
Extrakten (OMPs) (je 10 ng) von H. influenzae Rd, REI1012(Dhel ::kan) mit Plasmid pACY C184, REI1012(Dhel ::kan)
mit pJRP4, und mit gereinigtem e(P4) (5 ng).
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A) “C-NMN und C-AMP als Substrat fiir e(P4). Spur 1, **C-NAD; Spur 2, “*C-NMN; Spur 3, *C-NR, Spur 4, *C-
NA; Spur 5, **C-NMN inkubiert mit gereinigtem e(P4); Spur 6, **C-NMN inkubiert mit OMPs von Rd; Spur 7, **C-
NMN inkubiert mit OMPs von REI1012(Dhel ::kan); Spur 8, **C-NMN inkubiert mit OMPs von REI1012(Dhel ::kan),
pJRP4; Spur 9, “*C-AMP; Spur 10, **C-Adenosin; Spur 11, “C-AMP inkubiert mit gereinigtem e(P4); Spur 12, *C-
AMP inkubiert mit OMPs von Rd; Spur 13, “*C-AMP inkubiert mit OMPs von REI1012(Dhel ::kan); Spur 14, *C-
AMP inkubiert mit OMPs von REI1012(Dhel::kan), pJRPA4.

B) “C-NAD und C-NR als Substrat fiir e(P4). Spur 1, **C-NAD; Spur 2, *C-NMN; Spur 3, “*C-NR, Spur 4, *C-
NA; Spur 5, ““C-NAD inkubiert mit gereinigtem e(P4); Spur 6, **C-NAD inkubiert mit OMPs von Rd; Spur 7, *C-
NAD inkubiert mit OMPs von REI1012(Dhel ::kan); Spur 8, *C-NR inkubiert mit gereinigtem e(P4); Spur 9, ““CNR
inkubiert mit OMPs von Rd; Spur 10, **C-NR inkubiert mit OMPs von REI1012(Dhel ::kan).

In den Spuren 1, 2, 3, 4, 9 und 10 in Abbildung 7/A und in den Spuren 1, 2, 3 und 4 in
Abbildung 7/B sind die verschiedenen Faktor V-Substrate als Kontrollen zu sehen. Wie die Spuren
5 und 6 der Abbildung 7A zeigen, wurde NMN von dem gereinigtem Protein und dem Rd-Extrakt
zu NR dephosphoryliert. Der Extrekt von REI1012(Dhel:kan) in Spur 7 hatte keine 5-
Nukleotidase-Aktivitéat, NMN blieb unverdndert. Der Extrakt der komplementierten Mutante war
wieder fahig NMN zu NR umzusetzten (Abb. 7/A, Spur 8). Auch AMP konnte als Substrat von
e(P4) identifiziert werden, wie die Dephosphorylierung zu Adenosin durch das gereinigte e(P4) und
durch die Extrakte von Rd und der Komplementante zeigten (Abb. 7/A, Spuren 11, 12 und 14). Die
OMPs der hel-Mutante hatten auch hier keine Aktivitét, es entstand kein Adenosin (Abb. 7/A, Spur
13). In Abbildung 7/B ist zu sehen, dal3 NAD und NR von e(P4), weder in gereinigter Form oder im
Extrakt, ads Substrat erkannt wurde. Zusammenfassend kann festgehaten werden, dal3 e(P4) eine
5-Nukleotidase-Aktivitét mit NMN und AMP as Substrat nachgewiesen wurde, wahrend NAD

und NR as Substrat ausgeschlossen werden konnte.

3.1.2 Nachweis der Dephosphorylierung von NADP mit dem Malat-Enzym-Assay

Die Dephosphorylierung von NADP zu NAD durch e(P4) wurde mit dem Maat-Enzym-Assay
nachgewiesen. Das Mdat-Enzym setzt Mdat zu Pyruvat um und reduziert dabel NADP zu NADPH.
Die reduzierte Form NADPH ha im Gegensatz zum oxidieten NADP ba 340 nm en
Absorptionsmaximum. Die Reduktion von NADP |&% sch deshdb an der Verdnderung der
Lichtabsorption bel dieser Wellenldnge verfolgen (siehe Methoden 6.2). Fir den Assay wurden die
OMP-Extrakte der Stémme Rd und REI1012(Dhel:kan) prapariert (Sehe Methoden 4.1.2.2) und
mit NADP (0.34 mM) bei 37 °C fir 2 h vorinkubiert, damit das vorhandene NADP
dephosphoryliert wird und somit fir die Umsetzung des Maats zu Pyruvat nicht mehr zur Verfligung
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geht. Nach zwel Stunden wurde dann dem Ansatz Mdat (10 mM) zugeftigt und die Resktion durch
Zugabe des Madat-Enzym gedtartet. Um die Abhéngigkeit der NADP-Dephosphorylierung von
e(P4) nachzuweisen, wurde in einem welteren Ansaiz die Phosphatase-Aktivitét von e(P4) durch
AMP (20 mM) gehemmt.
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Abb. 8 Malat-Enzym-Assay zum Nachweis der NADP-Dephosphorylierung. A) Kurve 1: Reaktionsansatz mit
NADP und Malat; Kurve 2: Reaktionsansatz mit NADP, Malat und Malat-Enzym; Kurve 3: Reaktionsansatz mit
NADP, Rd-Extrakt, Malat und Malat-Enzym; Kurve 4. Reaktionsansatz mit NADP, REI1012(Dhel::kan)-Extrakt,
Malat und Malat-Enzym.

B) Kurve 1: Reaktionsansatz mit NADP, Malat und AMP; Kurve 2: Reaktionsansatz mit NADP, Malat, Malat-
Enzym und AMP; Kurve 3: Reaktionsansatz mit NADP, Rd-Extrakt, Malat und Malat-Enzym; Kurve 4:
Resaktionsansatz mit NADP, Rd-Extrakt, Malat, Maat-Enzym und AMP.

In Abbildung 8/A selen die Kurven 1 und 2 die Negativ- und Positiv-Kontrollen dar. Kurve 3
zeigt eine starke Erniedrigung des Maatumsatzes, da das dazu benttigte NADP vorher durch den
Rd-Extrakt zu NAD dephosphoryliert wurde und somit fur die Bildung von Pyruvat nicht mehr zu
Verfligung stand. Hingegen zeigte der REI1012(Dhel kan)-Extrakt keine Phosphatase-Aktivitét, das
NADP war deshab noch intakt vorhanden und wurde von dem Madat-Enzym zu NADPH reduziert
(Abb. 8/A, Kurve 4).

Die Hemmung der NADP-Dephosphorylierung durch AMP wird in Abbildung 8/B gezeigt.
Wédhrend der Rd-Extrakt NADP effizient spdten konnte, hemmt in Ansatz 4 das AMP die
Dephosphorylierung, so dal? das eingesetzte NADP fagt vollsténdig zu NADPH reduziert werden

konnte.

3.2 Die Wachstumsphanotypen der Mutante REI1012(Dhel ::kan)

Da bisher nachgewiesen werden konnte, dal3 e(P4) NMN und NADP dephosphorylieren kann
und das Wachstum der hel-Mutante von hohen NAD-Konzentrationen abhangig is, sollten die
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Wachstumsphéanotypen abhéngig von Faktor V ndher bestimmt werden. Dazu wurden die Stdmme
Rd, REI1012(Dhel::kan) mit Plasmid pACY C184 und REI1012(Dhel:kan), komplementiert mit
pJRP4, auf BHI-Agarplatten mit H&min (20 pg/ml) und verschiedenen Faktor V-Konzentrationen

ausgestrichen.
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Abb. 9 Wachstumsphanotyp von H. influenzae Rd (a), REI1012(Dhel::kan) mit Plasmid pACYC184 (b) und
REI1012(Dhel::kan), komplementiert Plasmid pJRP4 (c) auf BHI-Agarplatten supplementiet mit Hamin (20
pg/ml) und verschiedenen Faktor V-Quellen. A) Wachstum mit 1,5 uM und 35 uM NADP. B) Wachstum mit 1,5
UM und 35 uM NAD; C) Wachstum mit 1,5 uM und 15 uM NMN; D) Wachstum mit 1,5 uM und 15 uM NR.
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In Abbildung 9AB i zu sehen, dad der H. influenzae Stamim Rd wie auch die
Komplementante bei niedrigen Konzentrationen NADP, NAD und NMN (1,5 uM) féhig waren zu
wachsen, wohingegen REI1012(Dhel:kan) einen sgnifikanten Phanotyp zeigt (Abb. 9A, B). Ers
bel 35 uM NAD und 15 uM NMN konnte die Mutante wieder so gut wachsen, wie der Wildtyp.
Mit NADP ds Subdrat fuhrte auch die Erhdhung auf 35 uM nicht zum Wachstum der Ddetions-
Mutante (Abb. 9/C). Setzte man NR as Faktor V-Quele zu, so war sdbst bei niedrigen
Konzentrationen kein Unterschied zwischen den Stdmmen erkennbar (Abb. 9/D).

3.3 Aufnahmevon **C-NAD, **C-NMN und **C-NR in REI1012(Dhel ::kan)

Um zu untersuchen, inwiewet die e(P4)-Mutante féhig ist, NAD und dessen Vorlaufer
aufzunehmen, wurden log-Phase-Zdlen der Stdmme H. influenzae Rd, REI1012(Dhel:kan) mit
Plasmid pACY C184 und REI1012(Dhel :kan), komplementiert mit Plasmid pJRP4, mit *C-NAD,
YC-NMN und *C-NR inkubiert. Nach 1, 3, 5, 7 und 9 Minuten wurden Proben entnommen,
gefiltert und anschlief¥end in enem Szintillationszéhler gemessen (Sehe Methoden 8).
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Abb. 10: Aufnahme von verschiedenen radioaktiv markierten Faktor V-Substraten von H. influenzae Rd,
REI1012(Dhel::kan) mit Plasmid pACYC184 und REI1012(Dhel::kan) mit Pasmid pJRP4. Die
Substratkonzentrationen betrugen 1 uM (spezifische Aktivitét). Jeder Punkt représentiert den Durchschnittswert
mit Standardabweichung von mindestens drei unabhéngigen Messungen. Die Aufnahme des Faktor V ist
angegeben als prozentualer Anteil Radioaktivitét an der eingesetzten Menge von 1 UM Substrat. A) Aufnahme
von *C-NAD; B) Aufnahme von **C-NMN; C) Aufnahme von “C-NR.

Die Abbildungen 10/A zeigt, daR H. influenzae Rd ca. 20 % des eingesetzten **C-NADs in 9
Minuten aufnahm, jedoch die hel-Mutante nicht féhig war, NAD zu inkorporieren. Die
Komplementante nahm 5 % auf. REI1012(Dhel:kan) konnte auch kein *C-NMN aufnehmen,
komplementiert mit dem Plasmid pJRP4 aber transportierte der Stamm ebenso wie der Wildtyp 25
% der eingesetzten Menge ins Zytoplasma (Abb. 10/B). Wurde **C-NR als Faktor V-Quelle
eingesatzt, so nahmen ale Stdmme gleichermal3en 13-17 % auf (Abb. 10/C).

Die essntidle Funktion von e(P4) fur die Nutzung von NAD konnte anhand der hel-
Déeetionsmutante REI1012(Dhel::(kan) nachgewiesen werden. Der Verlust des Lipoproteins e(P4)

ging enher mit dem Unvermbdgen NADP, NAD und NMN ds Subgrat zu erkennen und zu
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dephosphorylieren, was dazu fuhrte, dal3 NAD und NMN nicht mehr aufgenommen und a's Faktor
V-Quelle fir Wachstum genutzt werden konnte.

4. |« die Phosphatase-Funktion von e(P4) an die Lokaliserung an der Aul3enmembran
gekoppelt?

Die Phosphomonoesterase-Aktivitse von e(P4) konnte mit verschiedenen Methoden
nachgewiesen und NADP bzw. NMN a's physiologisch relevante Subdtrate identifiziert werden. Nun
ddlt sch die Frage, ob die Eigenschaft ads Lipoprotein und dessen Lokdisation an der
AuRenmembran fir die Dephosphorylierung der Faktor V-Subgtrate relevant ist, oder ob e(P4) as
freles Protein im Periplasma dieselbe Aufgabe erfillen konnte. Um dies nachzuprifen, wurde eine
Cysgtein-Mutante hergestdlt, bel der der Lipidanker Cystein am 3"-Ende der Signdsequenz durch ein
Glycin ersetzt wurde. Dadurch wird das native Protein Uber den dlgemenen Sec-Weg durch die
innere Membran geschleust, von der Signdpeptidase | gespdten und verbleibt ds freles Protein im
Periplasma.

4.1 Konstruktion der Cystein-M utanten GK 08(hel c1¢) und GK 09(hel c216)

Fur die Konstruktion der Cystein-Mutanten wurde aus dem Plasmid pAKcat (Krail3 et a., 1998)
das cat-Gen mit ShaBl und Fspl gespaten und in die Swal-Schnittstelle von pSEhd, die sich 7 pb
stromabwaérts des hel-Stopkodons befindet, ligiert. Das resultierende Plasmid pGKO1 wurde mit
EcoRV und ShaBl gespdten. Das erhdtene 2,5 kbp grofie DNA-Fragment, das fir das cat-Gen
und fur 393 bp des hel-Gens kodierte, wurde in den MIV-kompetenten Stamm Rd transformiert.
Nach dem Cross-over des Fragments in das Chromosom wurde nach chloramphenicolresistenten
Zdlen auf BHI-Agar mit Hamin (20 pg/ml), NMN (30 uM) und Chloramphenicol (2 pg/ml)
sdektiert. Der erhdtene Stamm GKOL kodierte fir das cat-Gen am 3'-Ende des hel-Gens in
gleicher Orientierung (Abb. 11). Die chromosomae DNA von GKOL diente as Matrize in einer
PCR-Reaktion fir die Generierung von zwel Fragmenten des hel-Gens, die beide eine Kpnl-
Redtriktionsstelle am 5'- bzw 3'-Ende besal3en (Abb. 11). Urspriinglich ist im hel-Gen keine Kpnl-
Schnittgtelle zu finden, wenn man jedoch die Sequenz TGTGGT be 61-66 bp in die Kpnl-
Redtriktionsstelle GGTACC andert, wird das Cystein an Pogition 21 durch ein Glycin und das Glycin
an Position 22 durch en Threonin ausgetauscht. Fir die Kongruktion des PCR-Produktes
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» Stromaufwérts® (1,35 kbp), das fur die vermutete Promoter-Region und den N-Terminus des hel-
Gens kodiet und mit ener Kpnl-Schnittstelle endet, wurden die Primer heBamHI und
PACysKpnl3™ benutzt. Das PCR-Produkt , Stromabwaérts® (1,8 kbp), das mit einer Kpnl-
Redriktionsstelle beginnt und stromabwarts der cat-Kassette endet, wurde mit Hilfe der
Oligonukleotide PACysKpnl5™ und PACAT3" hergestdlt (Abb. 11). Beide PCR-Fragmente wurden
mit Kpnl gespaten und ligiert. Das erhdtene Ligationsprodukt wurde mit den Oligonukleotiden
heBamHI und P4ca3™ amplifiziet und in den MIV-kompetenten H. influenzae-Stamm BRAD
transformiert. Nach dem Cross-over des PCR-Produktes in das Chromosom erfolgte die Selektion
der chloramphenicolressenten Zdlen auf BHI-Agar mit H&min (20 pg/ml), NMN (30 puM) und
Chloramphenical (2 pg/ml) (Abb. 9). Die chromosomae DNA des erhatenen Stamms wurde isoliert
und in den MIV-kompetenten Stamm Rd transformiert. Chloramphenicolresstente Zellen wurden
wieder auf BHI-Agar mit Hamin (20 pg/ml), NMN (30 puM) und Chloramphenicol (2 pg/ml)
sektiert. Die erhdtenen Stdmme GKO08(helc216) und GKO9(helczic) und wurde mitteds PCR,
Sequenz-Anaysen, Western Blot Analysen (Abb. 12) und Phosphatase-Assays Uberprift.

Abb. 11: Konstruktionsschema der H. influenzae Stamme GK08(hel c»,¢) und GK09(hel -,16). Die eingezeichneten
Restriktionsschnittstellen sind Swal und Kpnl. Die fettgedruckte Pfeile stehen fur die Gene hel und cat. Die kleine
Pfeile markieren die Oligonukleotide. Cross-over-Stellen sind durch Kreuze angegeben.

Be den Sequenz-Andysen zeigte sich, dal3 in dem he-Gen von Stamm GKO08(helcizs) an

KpCL stromabwarts <
-— o P w2
/—t> o tJ:\ Swal GKO1 Chromosome
stromaufwarts
Kpnl W
| )
e hel > cat >
Kpnl
I > cat >

Position 82 durch eine Punktmutation Vain durch Methionin ausgetauscht wurde. Auch bei Stamm
GKO09(helc216) wurden zwel weitere Punktmutationen entdeckt, die zu Aminosdureaustauschen
fuhrte: an Position 104 wurde Lysin durch Glutamat und an Postion 119 Glutamin durch Glutameat
ersetzt.

Um zu prifen, ob das e(P4)-Protein beider Mutanten nicht mehr an der AulRenmembran, sondern im
Periplasma lokdisert ist, wurden die Periplasma- und Aulenmembranproteine prapariert (sehe

58



Ergebnisse

Methoden 4.1.2 und 4.1.2.1). Mit den Extrakten der H. influenzae-Stémme Rd, GK08(helc216)
und GKO9(helczi6) wurden zwei Western Blots angefertigt, in denen das e(P4)-Protein mit anti-
e(P4)-Antikorpern detektiert wurde (Siehe Methoden 4.7).

A B

S 1 2 3 1 2 3
89 ==
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Abb. 120 Western Blot Analysen mit AulRenmembranprotein- und Periplasma- Extrakten der Stédmme H.
influenzae Rd, GK08(hel 1) und GK09(hel ;1) A) Western Blot mit Aul3enmembranprotein-Extrakten (je 5 ng).
Spur S, BioRad Marker (No. 161-0324); Spur 1, Extrakt von Rd; Spur 2, Extrakt von GK08(hel c,1c); Spur 3, Extrakt
von GKO9(hel c6). B) Western Blot mit Periplasma-Extrakten (je 10 ng). Spur S, BioRad Marker (No. 161-0324);
Spur 1, Extrakt von Rd; Spur 2, Extrakt von GK08(hel c,1¢); Spur 3, Extrakt von GK09(hel cx;¢).

Die Abbildung 12/A gelt die AulfEenmembranprotein-Extrakte der Stamme Rd, GKO08(hel c216)
und GK09(helczi6) dar. In den Spuren 1 ist das e(P4)-Protein von Rd as Pogtiv- Kontrollen zu
sehen. In den OMP-Extrakten der beiden Mutanten fehlten durch den Cystein-Glyzin-Austausch die
29 kDa-Banden (Spuren 2 und 3). In den Periplasma-Extrakten konnte das Protein e(P4) bel
GKO08(helc216) und GKO9(helc216), wie auch bel dem Stamms Rd detektiert werden (Abb. 12/B,
Spuren 1, 2 und 3).

4.2 Nachweis der Phosphatase-Aktivitat in den Mutanten GK 08(hel co1c) und
GKO09(hel c216)
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Um zu testen, ob die periplasmatischen e(P4)-Proteine in den Stammen Rd, GK08(hel c216) und

GK09(helc216) noch Phosphatase-Aktivitédt besitzen, wurden mit ganzen Zellen und Proteinextrakten
pPNPP-Assays durchgefihrt (sehe Methoden 6.1).
In den pNPP-Assays mit UN-Kultur-Zellen zeigte sich, dai3 nur die Zellen des Stamms Rd
Phosphatase-Aktivitét besal¥en, die Reaktionsanséize der Mutanten blieben farblos (Daten nicht
gezeigt). Dersdlbe Versuch wurde mit den OMP- und Periplasma-Extrakten der drei Stémme
wiederholt. In den OMP-Extrakten konnte nur beim Extrakt des Stamms Rd eine Gelbféarbung
detektiert werden, die Ansiize der beiden Mutanten blieben farblos. In den drel Periplasma
Extrakten der Stammen Rd, GK08(helc216) und GKO09(helc216) war auch nach Inkubation bel 37
°C fir 40 Minuten keine Phosphatase-Aktivitat nachweisbar (Daten nicht gezeigt).

Durch den Cygstein-Glycin-Austausch in der Signalsequenz von e(P4) wurde das Protein nicht
mehr an der AulRenmembran mit Lipidanker exprimiert, sondern war im Periplasma zu finden, wo
auch wildtypisches e(P4) detektiert werden konnte. Die verschiedenen pNPP-Assays zeigten
jedoch, dal3 die mutierten Proteine al's auch das wildtypische Protein dort nicht aktiv sind.

5. Identifizierung weiterer putativer Funktionen von e(P4)

Bisher konnte nachgewiesen werden, dal3 e(P4) NMN dephosphoryliert zu NR und deshalb fir
die Aufnahme und das Wachstum auf NAD und NMN essentiell ist. Es sind aber noch weitere
Funktionen von e(P4) denkbar: Bindungsfunktion fir die Substrate NMN und NADP oder direkte
Beteiligung am Transport von Faktor V-Substraten tber die aulRere Membran. Um diese mdglichen
Funktionen identifizieren zu kdnnen, sollte durch einen einzenen Aminosureaustausch gezidt die
Phosphatase-Aktivitét deletiert werden, wobel der Rest des Proteins mit putativen Bindestellen,
aktiven Zentren, etc. intakt bleibt. Durch enen Vergleich der e(P4)-Sequenz mit homologen
Phogphatasen wurden konservierte Bereiche mit identischer Aminosduresequenz aufgedeckt (sehe
Anhang Abb. 33). In einem dieser konsarvierten Bereiche wurde im hel-Gen des Stamms Rd an
Pogdtion 86 ein Aspartat durch en Leucin ersetzt. Zeitgleich wurde in den USA von unseren
Kollaborationspartnern eine dhnliche Mutante hergestdlt, die an Postion 84 das Aspartat durch ein
Alanin auggetauscht hatte. Diese Mutante wurde uns fir weitere Versuche zur Verfligung gestellt
(Kemmer et d., 2001). Beide Phosphatase-Mutanten wurden hinsichtlich ihrer Fahigkeit, Faktor V-
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Subdrate zu spdten, aufzunehmen und zum Wachstum zu nutzen mit dem Verhdten der e(P4)-
Deletiongmutante verglichen.

5.1 Konstruktion der Phosphatase-M utante GK 02(hel pgg. )

Um die Phosphatase-Funtion des e(P4)-Proteins zu deletieren, wurde das Aspartat an Position
86 durch ein Leucin ersatzt. Fur die Kongtruktion der Mutante wurde das gleiche Prinzip wie fir die
Cystein-Mutanten angewandt. Grundlage ist wieder der Stamm GKO1, der fur das cat-Gen am 3'-
Ende des hel-Gens kodiert. Die chromosomale DNA von GKO1 diente ds Matrize in ener PCR-
Resktion fur die Generierung von zwel Fragmenten des hel-Gens, die beide eine Xhol-
Regtriktionsstelle am 5'- bzw 3'-Ende besal3en. Urspriinglich ist im hel-Gen keine Xhol-Schnittstelle
zu finden, wenn man jedoch die Sequenz GATGAA ba 256-261 bp in die Xhol-Redriktionssele
CTCGAG andert, wird das Aspatat an Podtion 86 durch ein Leucin ausgetauscht. Fur die
Kongtruktion des PCR-Produktes ,, Stromaufwarts’ (1,55 kbp), das fur die vermutete Promoter-
Region und den N-Terminus des hel-Gens kodiert und mit einer Xhol-Schnittstelle endet, wurden
die Primer heBamHI5™ und P4Xhol 3" benutzt. Das PCR-Produkt ,, Stromabwaérts* (1,8 kbp), das
mit einer Xhol-Regtriktionsstelle beginnt und stromabwaérts der cat-Kassette endet, wurde mit Hilfe
der Oligonukleotide P4Xhol5  und P4cat3™ hergestdlt. Beide PCR-Fragmente wurden mit Xhol
gespdten und ligiert. Das erhdtene Ligationsporodukt wurde mit den Oligonukleotiden heBamHI5
und P4Acat3" amplifiziert und in den H. influenzae Stamm BRAD transformiert. Nach dem Cross-
over des PCR-Produktes in das Chromosom erfolgte die Selektion der chloramphenicolres stenten
Zdlen auf BHI-Agar mit Hamin (20 pg/ml), NMN (30 uM) und Chloramphenical (2 pg/ml). Die
chromosomae DNA dieses Stamms wurde isoliet und in den MIV-kompetenten Stamm
REI1012(Dhelkan) transformiert. Chloramphenicolresstente Zellen wurden wieder auf BHI-Agar
mit Hamin (20 pg/ml), NMN (30 uM) und Chloramphenicol (2 pg/ml) selektiert und auf Kanamycin-
Sengtivitét geprift. Der erhdtene Stamm GKO2(helpgs.) wurde mittels PCR, Sequenz-Analysen
(Daten nicht gezeigt), Western Blot (Abb. 11) und Phosphatase-Assays (Abb. 14) Uberprift.

Um die Expresson des hel-Gens in den Phosphatase-Mutanten nachzuweisen, wurden die
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Aulenmembranproteine der Stdmme H. influenzae Rd, GKO02(helpgs.) und GKO3(helpgsa)
prépariert (Sehe Methoden 4.1.2.2) und ein Western Blot mit anti- e(P4)-Antikorpern angefertigt
(sehe Methoden 4.7).

Abb. 13: Western Blot Analysen mit AuRenmembranprotein-Extrakten (OMPs) (je 5 ng) der Stémme H.
influenzae Rd, GKO2(helpgs.) und GKO3(helpgsn). Spur S, BioRad Marker (No. 161-0324); Spur 1, OMPs von Rd;
Spur 2, OMPs von GK03(hel pgsa); Spur 3, OMPsvon GK02(hel pgg ).

Der Western Blot zeigt in den Spuren 1, 2 und 3 be 29 kDa eine Bande, die das exprimierte
e(P4)-Protein der Stdmme Rd, GK02(helpgs.) und GKO3(helpsss) darstelt. Die Expresson von
helpgs. War ader im Vergleich zu Rd und GKO3(helpgsa) Um den Faktor 30 erniedrigt, die
Proteinkonzentration wurde deshab im Western Blot und in den folgenden Versuchen angepald.

5.2 Nachweis des Verlusts der Phosphatase-Funktion von e(P4) in den Mutanten
GKOZ(heI D86L) und GKOS(heI D84A)

Aus den Stammen GKO2(helpgs.) und GKO3(helpgsa) Wurden die AulRenmembranproteine
prépariert (sehe Methoden 4.1.2.2) und jeweils mit **C-NMN bzw. *C-AMP inkubiert, um zu
testen, ob die Stamme durch den Aminosaureaustausch ihre Phosphatase-Aktivitét verloren haben.

i gt |
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Abb. 14: Diinnschicht-Chromatogr aphie mit **C-NMN und **C-AMP (je 10 nCi; 0,1 nM) nach Inkubation mit den
AuRenmembranprotein-Extrakten (OMPs) (je 10 ng) von H. influenzae Rd, GK02(hel pgs ) und GKO3(hel pgsa). Spur
1, “C-NMN; Spur 2, “C-NR, Spur 3, **C-NA; Spur 4, “C-NMN inkubiert mit OMPs von Rd; Spur 5, *C-NMN
inkubiert mit OMPs von GKO03(helpgsa); Spur 6, “*C-NMN inkubiert mit OMPs von GK02(helpgq); Spur 7, *C-
AMP; Spur 8, *C-Adenosin; Spur 9, “*C-AMP inkubiert mit OMPs von Rd; Spur 10, **C-AMP inkubiert mit OMPs
von GK03(hel pgsa); Spur 11, **C-AMP inkubiert mit OMPs von GK02(hel pgs. ).

In den Spuren 1, 2, 3, 7 und 8 in Abbildung 14 snd die Faktor V-Subgrate ds Standard
dargestdllt. In den Spuren 4 und 9 Sind s Kontrolle die Dephosphorylierung von **C-NMN zu **C-
NR bzw. von *C-AMP zu *C-Adenosin durch den Rd-Extrakt zu sehen. Die Spuren 5 und 6
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belegen, dal? die Phosphatase-M utanten GK02(hel pgs.) und GKO03(helpgsa) nicht mehr fahig waren
14C-NMN zu spaten, ebenso blieb **C-AMP unveréndert (Spuren 10 und 11).

Auch im pNPP-Assay mit den UN-Kulturen der Stamme Rd, GKO02(helpgs) und
GKO3(helpgsa) wurde nur im Rd-Kontrollansatz eine Gebféabung ds Resktion auf die
Dephosphorylierung von pNPP detektiert, die Ansiize der Stdmme GKO2(helpgs) und
GKO03(helpgsa) blicben auch nach Inkubation von 40 Minuten be 37 °C farblos (Daten nicht

gezeig).

5.3 Die Wachstumsphéanotypen der Mutanten GK 02(hel pgs. ) und GK 03(hel pgsa)

Die Phosphatase-Mutanten GK 02(helpgs.) und GKO3(helpgsn) Wurden mit der e(P4)-Deletions-
Mutante hindchtlich ihres Wachsumsvermégens mit von Fektor V-Substraten verglichen. Dazu
wurden die H. influenzae Stdmme Rd, REI1012(Dhel::kan), GK02(helpgs.) und GKO3(helpgsa)
auf BHI-Agarplatten ausgedtrichen, die mit Hamin (20 pug/ml) und verschiedene Konzentrationen von
NAD, NMN oder NR supplementiert waren.
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Abb. 15: Wachstumsphanotyp von H. influenzae Rd (a), REI1012(Dhel::kan) (b), GKO2(helpgs) (c) und
GKO3(helpgsn) (d) auf BHI-Agarplatten supplementiert mit Hadmin (20 pg/ml) und verschiedenen Faktor V Quellen.
A) Wachstum mit 1,5 uM und 35 uM NAD. B) Wachstum mit 1,5 uM und 15 uM NMN. C) Wachstum mit 1,5 pM
und 15 pM NR.

Wie schon gezeigt, konnte der Stamm Rd mit 1,5 uM NAD oder NMN gut wachsen (Abb.
15/Aa, Ba). Die Stdmme GKO02(helpgs ) und GKO3(helpgsn) zeigten bel diesen Konzentrationen
einen starkes Wachstumsdefizit (Abb. 15/Ac,d, Bc,d), wie es auch schon fir REI1012(Dhel:kan)
bekannt war (Abb. 15/Ab, Bb). Erst bei 35 uM NAD und 15 uiM NMN war ein mit dem Wildtyp
vergle chbares Wachstum wieder moglich (Abb. 15A/B). Mit NR ds Faktor V-Quelle wuchsen dle
Stdmme salbst bel niedrigen Konzentrationen gleich gut (Abb. 15/C).
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5.4 Aufnahmevon *C-NAD, *C-NMN und **C-NR in GK 02(hel pgs.) und GK 03(hel pgsn)

Mit den H. influenzae-Stammen Rd, REI1012(Dhel:kan), GK02(helpgs ) und GK03(helpgsa)
wurden Transport-Assays durchgefthrt, um die Fahigkeit zu testen, NAD, NMN und NR
aufzunehmen. Die Zdlen wurden bis ODs9 nm 1 angezogen und mit den radioaktiv markierten
Subgtraten inkubiert. Nach 1, 3, 5, 7 und 9 Minuten wurden Proben entnommen, gefiltert und

anchlief3end gemessen (Siehe Methoden 8).
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Abb. 16: Aufnahme von **C-NAD, “C-NMN und **C-NR von H. influenzae Rd, REI1012(Dhel ::kan), GK02(helpgg,)
und GK03(helpgsn). Die Substratkonzentrationen betrugen 1 uM (spezifische Aktivitét). Jeder Punkt repréasentiert
den Durchschnittswert mit Standardabweichung von mindestens drei unabhéangigen Messungen. Die Aufnahme
des Faktor V ist angegeben als prozentualer Anteil Radioaktivitdt an der eingesetzten Menge von 1 uM Substrat.
A) Aufnahme **C-NAD; B) Aufnahme “C-NMN; C) Aufnahme von *C-NR.

Die Stamme GK02(helpgs.) und GKO3(helpgsa) waren wie die hel-Deetionsmutante nicht fahig,
14C-NAD und **C-NMN aufzunehmen (Abb. 14/A, B). Inkubierte man aber die Zdlen mit **C-NR,
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S0 wurden von den Mutanten, wie auch von dem Kontrollssamm Rd 12-15 % der eingesetzten

Menge aufgenommen (Abb. 14/C).

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dal3 die Phanotypen der Phosphatase-M utanten
GKO2(helpgs.) und GKO3(helpgsa) in Bezug auf Phosphatase-Aktivitét, Faktor V-abhangiges
Wachstum und Aufnahme von NAD, NMN und NR exakt mit dem Verhdten der hel-Deetions-
Mutante REI1012(Dhel:kan) korrdierten. Es liegen deshdb kene Hinweise auf zusiizliche

Funktionen von e(P4) vor.

6. Weitere Proteine, diean der NAD-Aufnahmevon H. influenzae beteiligt sind

Das Lipoprotein e(P4) wurde as Phosphomonoesterase charakterisert, die fur die Nutzung von
NAD ds Faktor V-Quelle essentidl ist, indem es NMN zu NR dephosphoryliert. An der
Prozessierung und Aufnahme von NAD miissen aber noch weitere Proteine betelligt sein: Poren, die
die Faktor V-Substrate Uber die aullere und innere Membran transportieren konnen und weltere

Enzyme zur egentlichen Spaltung von NAD.

6.1 Das periplasmatische Protein NadN von H. influenzae

NadN ist ein konserviertes, periplasmatisches Protein von 63 kDa, das NAD-Pyrophosphatase-
Aktivitat bestzt (Redl e d., 2000). Von Green wurde zeitgleich in NTHI-St&mmen eine 5'-
Nukleotidase mit gleichen Molekulargewicht identifiziert, die féhig ist, monophosphorylierte
Nukleotide zu dephosphorylieren. Dieses Protein wurde NucA genannt (Zagursky et d., 2000).

Um zu zeigen, dal3 NadN und NucA identisch snd und eine Rolle ba der Prozesserung und
Aufnahme von NAD spielen, wurde eine H. influenzae-nadN-Knockout-Mutante hergestellt. Sie
wurde néher charakterisert, indem die Enzymaktivitdten des Periplasma-Extraktes bestimmt, das
Wachsum mit verschiedenen Fektor V-Quelen und die Aufnahmeféhigkeit von radioaktiv
markierten NAD, NMN und NR untersucht wurden.

6.1.1. Konstruktion der nadN-K nockout-M utante REI1010(nadN::cat)

Das nadN-Gen (H10206) des Stamms H. influenzae Rd wurde durch die Insertion einer cat-
Kassette ausgeknockt. Die Mutante wurde dann komplementiert mit dem Plasmid pSEL, das aus
66



Ergebnisse

dem Vektor pACY C177 besteht, in dessen Hincll- und EcoRV-Schnittstellen die Gene HI0205
und HI0206 kloniert wurden (Reidl et d., 2000).

Zur Veifizierung der Knockout-Mutante REI1010(nadN::cat) wurden die Periplasma-Extrakte der
S&mme H. influenzae Rd, REI1010(nadN:cat) mit Pasmid pACYC177 und
REI1010(nadN::cat), komplementiert mit pSE1, prépariert (Sehe Methoden 4.1.2). Mit den
Extrakten und dem gereinigtem NadN (erhaten von B. Green, Wyeth-Lederle Vaccines, N. Y.)
wurde ein Western Blot mit anti-NucA-Antikorpern angefertigt (Sehe Methoden 4.7).
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Abb. 17: Western Blot Analysen mit Periplasma-Extrakten (je 10 ng) von H. influenzae Rd, REI1010(nadN::cat)
und des komplementierten REI1010(nadN::cat). Spur S, BioRad Marker (No. 161-0324); Spur 1, Periplasma-Extrakt

von Rd; Spur 2, Periplasma-Extrakt von REI1010(nadN::cat) mit Plasmid pACY C177; Spur 3, Periplasma-Extrakt
von REI1010(nadN::cat), komplementiert mit Plasmid pSEL; Spur 4, gereinigtes NadN (2 ng).

Der Western Blot zeigt in den Spuren 1 und 3 bel 63 kDa eine Bande, die das NadN-Protein des
Stamms Rd und der Komplementante darstellen (Abb. 17). Ebenso ist in Spur 4 auf gleicher Hohe
das gereinigte NadN zu sehen. In Spur 2 fehlt die Bande durch die Insertion der cat-Kassette in das
ORF HI0206 des Stamms REI1010(nadN::cat). Die Antikorper sind aso in der Lage, NadN im
Periplasma-Extrakt zu erkennen. Daher wird NucA zukinftig als NadN benannt (Kemmer et d.,
2001)

6.1.2 Nachweisder Spaltung von NAD und NMN durch NadN

Fur das Protein NadN wurde aufgrund seiner Homologie zu Pyridin-Nukleotidasen eine NAD-
Pyrophosphatase-Akivitét vorausgesagt. Um zu testen, ob NadN diese enzymatische Aktivitéaten
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besitzt und welches Substrat es erkennt, wurden die Periplasma-Extrakte der H. influenzae-Stamme
Rd und REI1010(nadN:cat) und das gereinigte Protein mit **C-NAD, “*C-NMN und **C-NR
inkubiert und die Spdtprodukte in ener Diunnschicht-Chromatographie aufgetrennt. Fir die
Inkubation des NadN-Extraktes mit **C-NMN wurde eine hel nadN-Doppemutante hergestellt
(dehe Ergebnisse 6.2.1), um ene eventudle Verunreinigung des Periplasma-Extraktes mit e(P4)-
Proteinen auszuschlief3en, die falschlicherweise zur Dephosphorylierung von NMN fihren konnen.
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Abb. 18: Diinnschicht-Chromatogr aphie von radioaktiv markiertem Faktor V as Substrat fir NadN. **C-NAD,
¥C-NMN, *C-NR und **C-AMP (je 10 nCi; 0,1 nM) wurden inkubiert mit den Periplasma-Extrakten (je 10 ng) von
H. influenzae Rd, REI1010(hadN::cat) und mit gereinigtem NadN (5 ng).

A) Spur 1, “C-NAD; Spur 2, **C-NMN; Spur 3, “*C-NR, Spur 4, *C-NA; Spur 5, **C-NAD inkubiert mit gereinigtem
NadN; Spur 6, “C-NAD inkubiert mit Extrakt von Rd; Spur 7, “C-NAD inkubiert mit Extrakt von
REI1010(nadN::cat); Spur 8, “*C-NMN inkubiert mit gereinigtem NadN; Spur 9, **C-NMN inkubiert mit Extrakt von
Rd; Spur 10, “*C-NMN inkubiert mit Extrakt von GK04(nadN::cat Dhel::kan).

B) Spur 1, **C-NAD; Spur 2, **C-NMN; Spur 3, **C-NR, Spur 4, **C-NA; Spur 5, “*C-NR inkubiert mit gereinigtem
NadN; Spur 6, *C-NR inkubiert mit Extrakt von Rd; Spur 7, “*C-NR inkubiert mit Extrakt von REI1010(nadN::cat).

Die Spuren 1 bis4 in Abbildung 18/A und B zeigen die Kontrollen der verschiedenen Faktor V-
Substrate. In Abbildung 18/A, Spur 5, ist zu sehen, dal’ das gereinigte NadN **C-NAD komplett zu
YC-NR umgesetzt hat. Der Rd-Extrakt hingegen spaltete *C-NAD zu **C-NMN, das dann nur zu
einem geringen Bruchtell zu **C-NR dephosphoryliert wurde (Spur 6). Der Extrakt der nadN-
Mutante zeigte keine Enzymaktivitdt mehr (Spur 7). Wurde “*C-NMN as Substrat eingesetzt, so
entstand durch das gereinigte NadN “C-NR, eine Resktion, zu der der Rd-Extrakt in nur sehr
geringem Mal3e fahig war (Spuren 8 und 9). Der Extrakt von  GKO04(nadN:cat Dhel:kan) haite
keine 5" -Nukleotidase-Aktivitat mehr (Spur 10).

Abbildung 18/B zeigt, dal3 NR kein Subgtrat fir NadN darstellt. Weder das gereinigte Protein, noch

die Extrakte von Rd und REI1010(nadN:cat) konnten NR umsetzen (Spuren 5, 6 und 7). Die
Periplasma-Extrakte der drel Stdmme hatten aber Kinase-Aktivitét, wie durch die Entstehung von
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“C-NMN aus “C-NR zu sehen ist. Es wird vermutet, dai? die Periplasma-Extrakte mit einer
zytoplasmatischen Nukleotid-Kinase verunreinigt snd (Sehe Diskussion).

Es konnte damit gezeigt wrden, dal3 NadN féhig ist, NAD zu NMN zu hydrolysieren, das dann zu
NR dephosphoryliert wird.

6.1.3 Nachweisder Spaltung von NADP durch NadN mit dem Malat-Enzym-Assay

Die Spaltung von NADP zu NAD oder NMN durch NadN wurde mit dem Malat-Enzym-Assay
nachgewiesen. Das Maat-Enzym setzt Maa zu Pyruvat um und reduziert dabe NADP zu NADPH
(wie beschrieben fir e(P4) unter 3.1.2). Fir den Assay wurden die Periplasma-Extrakte der H.
influenzae-Stdmme Rd und REI1010(nadN:cat) prapariert (Sehe Methoden 4.1.2.2) und mit
NADP (0.34 mM) bei 37 °C fir 2 h vorinkubiert, damit das vorhandene NADP gespalten wurde
und somit fir die Umsatzung des Mdas zu Pyruva nicht mehr zur Verfligung sand. Nach zwel
Stunden wurde dann dem Ansatz Mdat (10 mM) zugefiigt und die Resktion durch Zugabe des
Madat-Enzym gedtartet. In zwel weiteren Anséizen wurden AMP und Ribose-5-Phosphat als
Inhibitoren fir die NADP-Spaltung durch NadN getestet.

Es zeigte dch, dal? der Ansatz, der mit dem Rd-Extrakt vorinkubiert wurde, in der NADPH-
Bildung dak erniedrigt war, da es zuvor gespdten wurde. Hingegen besad der
REI1010(nadN::cat)-Extrakt keine Aktivtst mehr und deshdb wurde NADP im gleichen Mal3e
reduziert wie im Kontrollansatz. Setzte man dem Reaktionsansatz bel der Vorinkubation AMP (20
mM) zu, so hemmte es das NadN-Enzym, die NADPH-Bildung erfolgte ungehindert. Ribose-5-
Phosphat (20 mM) dagegen war kein Inhibitor von NadN (Daten nicht gezeigt).

6.1.4 Die Wachstumsphénotypen der Mutante REI1010(nadN::cat)

Es sollte untersucht werden, inwiefern die Pyrophosphatase- und 5°-Nukleotidase-Aktivitét des
Periplasmaproteins NadN enen Einfluld auf das Wachstum von H. influenzae mit verschiedenen
Faktor V-Quellen hat. Dazu wurden Wachstumskurven mit den Stdmmen Rd, REI1010(nadN::cat)
und REI1010(nadN:cat), komplementiet mit Plasmid pSEL, in definietem Minimamedium mit
verschiedenen Konzentrationen von NAD, NMN und NR ergdlt.
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Abb. 19: Wachstumsphénotyp von H. influenzae Rd, REI1010(nadN:cat) mit Plasmid pACYC177 und
REI1010(nadN::cat) mit Plasmid pSEL, in definiertem Minimalmedium supplementiert mit Hamin (20 pg/ml) und
verschiedenen Faktor V- Quellen. A) Wachstum mit 1,5 uM und 35 uM NAD. B) Wachstum mit 1,5 uM und 15 uM

NMN. C) Wachstum mit 1,5 uM und 15 uM NR.
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In Abbildung 19/A ist zu sehen, dal3 die nadN-Mutante nicht fahig war, mit 1,5-35 uM NAD zu
wachsen, wéahrend die Komplementante und der Stamm Rd schon bel 1,5 uM NAD wuchsen. Auch
mit 1,5 uM NMN ds Faktor V-Quele war bei Stamm REI1010(nadN::cat) kaum Wachsum zu
beobachten, mit 15 uM NMN erreichte die Mutante ODygo nm 2 (Abb. 19/B). Der Wildtyp und die
Komplementante hatten auch bel niedrigen Konzentrationen NMN keine Probleme zu wachsen
(Abb. 19/B). Abbildung 19/C zeigt, da3 dle Stamme mit NR (1,5 uM und 15 uM) gleich gut

wachsen konnten.

6.1.5 Aufnahmevon *C-NAD, *C-NMN und **C-NR in REI11010(nhadN::cat)

Mit den H. influenzae-Stammen Rd, REI1010(nadN::cat) und REI1010(nadN::cat) mit Plaamid
pPSE1 wurden Transport-Assays durchgefiihrt, um die Fahigkeit der nadN-Mutante zu testen, NAD,
NMN und NR aufzunehmen. Die Zdlen wurden bis ODyg nm 1 angezogen und mit den radioaktiv
markierten Substraten inkubiert. Nach 1, 3, 5, 7 und 9 Minuten wurden Proben enthommen, gefiltert
und anschlief3end gemessen (sehe Methoden 8).

A B

25 30
—4—Rd
20 | —m— REI1010 25
—A— REI1010/pSE1

20
15

15
10

10
—4—Rd

5 —a— REI1010
—4A— REI1010/pSE1

1 3 5 7 9 1 3 5 7 9

. (]
t/min o t/min g
E C =
£
& =
=] <
< pa
a =
15 =
P s
5 N
10
—a&— REI1010

—A— REI1010/pSE1

1 3 5 7 9

(V)

P
t/mln%

71



Ergebnisse

Abb. 20: Aufnahme von verschiedenen radioaktiv markierten Faktor V-Substraten von H. influenzae Rd,
REI1010(nadN::cat) mit Pasmid pACYC1l77 und REI1010(nadN:cat) mit Pasmid pSELl Die
Substratkonzentrationen betrugen 1 uM (spezifische Aktivitét). Jeder Punkt représentiert den Durchschnittswert
mit Standardabweichung von mindestens drei unabhéngigen Messungen. Die Aufnahme des Faktor V ist
angegeben als prozentualer Anteil Radioaktivitét an der eingesetzten Menge von 1 UM Substrat. A) Aufnahme
von *C-NAD; B) Aufnahme von **C-NMN; C) Aufnahme von “C-NR;

Die nadN-Mutante war nicht féhig NAD aufzunehmen und komplementiet mit pSEL
inkorporierte sie nur 5 %, wéhrend der Stamm Rd 20 % der eingesetzten Menge ins Zytoplasma
tranportieren konnte (Abb. 20/A). NMN als Faktor V-Quelle konnte von REI1010(nadN::cat) fast
ebenso gut aufgenommen werden (17 %), wie vom Wildtyp und der Komplementante (ca. 23 %)
(Abb. 20/B). Mit NR ds Substrat war bei der Mutante kein Unterschied mehr zu erkennen, die
Antelle des aufgenommenen NRs der drel Stémme lag bel 13-17 % (Abb. 20/C).

Die Wachstumskurven und die Transport-Assays belegen, dal3 H. influenzae NAD nur in
Anwesenheit von NadN spdten, aufnehmen und ads Fektor V-Quedle nutzen kann. Das
eingeschrankte Wachstum der NadN-Mutante mit NMN zeigt, dal3 auch die 5 -Nukleotidase-
Aktivitdt von NadN fir optimales Wachstum relevant ist. Die Nutzung von NR dagegen war NadN-

unabhéngig.

6.2 Die Doppelmutante GK 04(nadN::cat Dhel::kan)

Es konnte bisher nachgewiesen werden, dal3 NadN NAD zu NMN spaltet, das dann von e(P4)
und NadN zu NR dephosphoryliert wird. Um zu testen, ob noch weitere Proteine an der
Prozesserung von NAD beteiligt snd und welche NAD-Abbauprodukte die innere Membran
passieren konnen, wurde eine Doppelmutante hergestellt, bei der e(P4) und NadN nicht mehr

exprimiert werden.

6.2.1 Konstruktion der Doppemutante GK 04(nadN::cat Dhel::kan)

Fur die Kongtruktion der Doppdmutante GK04(nadN::cat Dhel:kan) diente das Plasmid pSE2
(Reidl et d., 2000) ds Matrize fir die Amplifikation eines DNA-Fragmentes, das fur die
Insertionsmutation nadN::cat kodierte. Die verwendeten Primer waren HI0206-L" und HI0206-R".
Das erhaltene 2,8 kbp grofie PCR-Produkt wurde in den MIV-kompetenten H. influenzae-Stamm
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REI1012(Dhel::kan) transformiert. Nach dem Cross-over des PCR-Fragmentes in das Chromosom
erfolgte die Sdektion auf BHI-Agar mit H&min (20 pg/ml), NMN (30 uM) und Chloramphenicol (2
pg/ml). Die Doppdmutante GKO4(nadN:cat Dhel:kan) wurden mit PCR (Abb. 21) und
Dinnschicht-Chromatographie (Abb. 22) Gberpriift.

Die chromosomae DNA der Stdmme Rd und GK04(nadN::cat Dhel:kan) wurde prépariert (Sehe
Methoden 3.2.1) und as Matrize in PCR-Reaktionen mit den Primern HI0206-L" und HI0206-R"
bzw. helBamHI5 und PACAT3" eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden dann in einen Agarosegel
aufgetrennt.

Abb. 21: Agarosegd mit PCR-Produkten. Spur S Standard; Spur 1, hel-Gen von Rd; Spur 2, Dhel::kan von
GKO4(nadN::cat Dhel::kan); Spur 3, nadN-Gen von Rd; Spur 4, nadN::cat von GK04(nadN::cat Dhel::kan).

In Abbildung 21 seht man in Spur 1 das 2,4 kbp grof3e PCR-Fragment des hel-Gens von Rd.

Durch den Audgtausch des Gens mit einer Kanamycin-Kassatte im Stamm GKO04(nadN::cat
Dhel:kan) entstand ein 2,8 kbp grof3es Fragment (Spur 2). Spur 3 stlt das 1,8 kbp grol3e PCR-
Produkt des nadN-Gens von Rd dar, in Spur 4 war das entsprechende Fragment des Stamms
GKO04(nadN::cat Dhel::kan) durch die Insertion der Chloramphenicol-Kassette 1 kbp grof3er.
Den Verlust der Pyrophosphatase-Aktivitdt des Stamms GK04(nadN::cat Dhel:kan) durch die
Insertion der cat-Kassette in das nadN-Gen wurde durch ene Dunnschicht-Chromatographie
nachgewiesen. Dazu wurde aus den Stédmmen Rd und GKO4(nadN::cat Dhel:kan) Periplasma
Extrakte hergestdlt, die mit **C-NAD inkubiert wurden (Methoden 4.1.2; 9).
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Abb. 22: Diinnschicht-Chromatographie mit *C-NAD as Nachweis des Knockout-Gens nadN im Stamm
GK04(nadN::cat Dhel::kan). “*C-NAD (10 nCi; 0,1 nM) wurde inkubiert mit den Periplasma-Extrakten (je 10 ng) von
H. influenzae Rd und GK 04(nadN::cat Dhel::kan). Spur 1, *C-NAD; Spur 2, **C-NMN; Spur 3, ““C-NR, Spur 4, *C-
NA; Spur 5, **C-NAD inkubiert mit Extrakt von Rd; Spur 6, **C-NAD inkubiert mit Extrakt von GK04(nadN::cat
Dhel::kan).

In den ergten vier Spuren der Abbildung 22 sind die Kontroll-Substrate zu sehen. Spur 5 zeigt

die Spaltung von NAD zu NMN durch den Rd-Extrakt. Der Extrakt von Stamm GK04(nadN::cat
Dhel:kan) bestzt diese Aktivitét nicht mehr, NAD bleibt unveréndert (Spur 6).

6.2.2 Die Wachstumsphanotypen der Doppelmutante

Die hel-Deetionsmutante REI1012(Dhel:kan) zeigte ba Wachstum mit 1,5 pM NMN enen
ggnifikanten Phénotyp, der durch Erhohung der NMN-Konzentration auf 15 pM  Uberkommen
werden konnte. Man nimmt an, dal3 bel hoheren Konzentrationen von NMN NadN die Funktion
von e(P4) Ubernehmen kann. Um dies zu Uberprifen und gleichzeitig zu testen und ob ein weiteres
Protein exidtiert, das diese Fahigket bestzt, wurde der Stamm GKO4(nadN:cat Dhel:kan) auf
BHI-Agarplatten mit H&min (20 ug/ml) und verschiedenen Konzentrationen von Faktor V-Quelen

ausgestrichen.
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Abb. 23: Wachstumsphénotyp von H. influenzae Rd (a) und GK04(nadN::cat Dhel:kan) (b) auf BHI-Agarplatten
supplementiert mit Hamin (20 pg/ml) und verschiedenen Faktor V Quellen. A) Wachstum auf 1,5 uM und 35 pM
NAD. B) Wachstum auf 1,5 pM und 15 uM NMN. C) Wachstum auf 1,5 uM und 15 pM NR.

In Abbildung 21 it zu sehen, dal3 die Doppemutante mit NAD und NMN auch bei hohen
Konzentrationen nicht wachsen konnte (Abb. 21/Ab, Bb). Mit NR as Faktor V-Quelle waren die
Kolonien des Stamms GK04(nadN::cat Dhel::kan) bei niedrigen Konzentrationen (1,5 uM) kleiner
as beim Kontrollssamm, bel 15 uM NR war kein Unterschied mehr erkennbar (Abb. 23/C). (Da
das Vorkommen der kleinen Kolonien der Doppelmutante bei 1,5 uM NR en Einzdfdl war, kann
man davon ausgehen, dal3 bei der Herstellung von NR das NMN nicht vollsténdig umgesetzt wurde.)
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6.2.3 Aufnahmevon *C-NAD, **C-NMN und **C-NR in GK 04(nadN::cat Dhel ::kan)

Um zu testen, welche Abbauprodukte von NAD die innere Membran passieren kdnnen, wurden
mit dem Stamm GKO04(nhadN::cat Dhel:kan) Transport-Assays mit radioaktiv markiertem NAD,
NMN und NR durchgefiihrt (sehe Methoden 8).
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Abb. 24: Aufnahme von "C-NR von H. influenzae Rd und GKO4(nadN:cat Dhel:kan). Die
Substratkonzentrationen betrugen 1 uM (spezifische Aktivitét). Jeder Punkt repréasentiert den Durchschnittswert

mit Standardabweichung von mindestens drei unabhéngigen Messungen. Die Aufnahme von *C-NR ist
angegeben als prozentualer Anteil Radioaktivitét an der eingesetzten Menge von 1 UM Substrat.

Es zeigte sSich, dal3 die Doppemutante nicht fahig war, *C-NAD und **C-NMN aufzunehmen
(Daten nicht gezeigt). Der Stamm GK04(nadN::cat Dhel::kan) konnte aber NR im gleichen Male
inkorporieren wie der Wildtyp Rd (Abb. 24).

Die Wachsumsphanotypen der Doppemutante GKO04(nadN:cat Dhel:kan) und das
Unvermogen, NAD und NMN aufzunehmen, beweisen, dal3 kein weteres Protein an der

Prozesserung von NAD zu NR betaligt ist und dald nur NR Uber die innere Membran ins
Zytoplasma trangportiert werden kann.

7. Inhibitoren der NAD-Aufnahmevon H. influenzae Rd
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Es sollten die Substanzen NMN, Adenosin, Hamin und pNPP auf ihre Fahigkeit geprift werden,
die Aufnehme von **C-NAD in den H. influenzae Stamm-Rd zu inhibieren. Hierfir wurden
Transport-Assays durchgeftihrt (sehe Methoden 8), wobel das radioaktiv markierte NAD vor

Zugabe zu den Zdlen mit den zu testenden Substanzen gemischt wurde.
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Abb. 25: Inhibition der “*C-NAD-Aufnahmevon H. influenzae Rd. Die Substratkonzentrationen betrugen 1 uM
(spezifische Aktivitét). Jeder Punkt reprasentiert den Durchschnittswert mit Standardabweichung von mindestens
drei unabhangigen Messungen. Die Aufnahme von*C-NAD ist angegeben als prozentualer Anteil Radioaktivitét
an der eingesetzten Menge von 1 pM Substrat. A) Inhibition der **C-NAD-Aufnahme mit Hamin (100 pg/ml) und
pNPP (10 mM); B) Inhibition der **C-NAD-Aufnahme mit NMN (100 uM) und Adenosin (1 mM).

Die Abbildung 25/A zegt, dal3 die Zugabe von 100 pg/ml Hamin keinen Einflul? auf die Aufnahme
von *C-NAD in H. influenzae Rd hat, setzt man jedoch 10 mM pNPP zu, so inkorporiert der
Stamm nur noch ca. 12 % “*C-NAD. In Abbildung 25/B ist zu sehen, daf? die Inhibition mit 1 mM
Adenosin den Transport auf 12 % verringert, wahrend bel Anwesenheit von 100 uM NMN der
Stamm Rd kein **C-NAD mehr aufnehmen kann.

8. Faktor V-Nutzung in pathogenen H. influenzae-Stammen

Die Proteine e(P4) und NadN wurden ads hoch konserviert in verschiedenen bekapselten und
nicht-typiserbaren H. influenzae-Stammen beschrieben (Green et d., 1991). Um zu testen, ob
beide Proteine auch in pathogenen Stdmmen die gleiche Funktion erflillen wie in dem Laborsamm
Rd, wurden die Gene hel und nadN in je zwe nicht-typiserbaren Klinischen Isolaten und im Stamm
Hib deetiet bzw. ausgeknockt und die Enzym-Aktivitdten der jeweligen Protein-Extrakte

untersucht.

8.1 DasLipoprotein e(P4) in pathogenen H. influenzae Stammen
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Die Kongruktion der Deetionsmutanten Hib REI1012b(Dhel:kan), NTHI 01539
GKO06(Dhel:kan) und NTHI 6418 GKO7(Dhel:kan) erfolgte wie unter Methoden 10.1
beschrieben. Die Phosphatase-Aktivitét der e(P4)-Proteine der pathogenen Stémmen Hib, NTHI
01539 und NTHI 6418 wurde anhand von Dinnschicht-Chromatographien getestet. Dazu wurden
die Aulfenmembranprotein-Extrakte der Stdmme Hib, REI1012b(Dhel:kan), NTHI 01539,
GK06(Dhelzkan), NTHI 6418 und GK07(Dhel:kan) prapariert (Sehe Methoden 4.1.2.2), mit **C-
NMN und **C-AMP inkubiert und die Spatprodukte chromatographisch aufgetrennt (siehe
Methoden 9).
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Abb. 26: Diinnschicht-Chromatographie von *C-NMN und *C-AMP als Substrat fiir e(P4). **C-NMN und *C-
AMP (je 10 nCi; 0,1 nmiM) wurden inkubiert mit den AuRenmembranprotein-Extrakten (OMPs) (je 10 ng) von H.
influenzae NTHI 01539, GK06(Dhel ::kan), NTHI 6418, GK07(Dhel::kan), Hib und REI1012b(Dhel ::kan).

A) Spur 1, “C-NMN; Spur 2, C-NR, Spur 3, *C-NA; Spur 4, **C-NMN inkubiert OMPs von NTHI 01539; Spur 5,
YC-NMN inkubiert mit OMPs von GKO06(Dhel::kan); Spur 6, “*C-NMN inkubiert OMPs von NTHI 6418; Spur 7,
¥C-NMN inkubiert mit OMPs von GKO07(Dhel::kan); Spur 8, “*C-AMP; Spur 9, **C-Adenosin; Spur 10, **C-AMP
inkubiert mit OMPs von NTHI 01539; Spur 11, *C-AMP inkubiert mit OMPs von GK06(Dhel ::kan); Spur 12, **C-
AMP inkubiert mit OMPsvon NTHI 6418; Spur 13, **C-AMP inkubiert mit OMPs von GK07(Dhel::kan).

B) Spur 1, “*C-NMN; Spur 2, “C-NR, Spur 3, **C-NA; Spur 4, *C-NMN inkubiert OMPs von Hib; Spur 5, **C-NMN
inkubiert mit OMPs von REI 1012b(Dhel: : kan); Spur 6, “*C-AMP; Spur 7, **C-Adenosin; Spur 8, **C-AMP inkubiert
mit OMPs von Hib; Spur 9, **C-AMP inkubiert mit OMPs von REI1012b(Dhel: : kan).

-
. v

Die Spuren 1, 2, 3, 8 und 9 der Abbildung 26/A und die Spuren 1, 2, 3, 6 und 7 der Abbildung
26/B zeigen die Subsrat-Kontrollen. In der Spuren 4 und 6 der Abbildung 26/A ist die
Dephosphorylierung von **C-NMN zu C-NR durch die Extrakte der klinischen Isolate NTHI
01539 und NTHI 6418 zu sehen. Die entsprechenden Extrakte der hel-Deetionsmutanten
GK06(Dhel:kan) und GK07(Dhel:kan) konnten *C-NMN nicht mehr umsetzen (Abb. 26/A,
Spuren 5 und 7). Ebenso waren die OMPs der klinischen Isolate NTHI 01539 und NTHI 6418
fahig, “C-AMP zu C-Adenosin zu dephosphorylieren (Abb. 26/A, Spuren 10 und 12), die
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Extrakte der he-Ddetionamutanten GKO6(Dhel:kan) und GKO7(Dhel:kan) heatten keine
Enzymaktivitdt mehr (Abb. 24/A, Spuren 11 und 13). Die Spuren 4 und 8 in Abbildung 26/B zeigen
die Dephosphorylierung von **C-NMN und **C-AMP durch die Hib-Extrakte, eine Fahigkeit, die
der Extrakt der hel-Deetionsmutante REI1012b(Dhel::kan) nicht mehr besal3 (Abb. 26/B, Spuren
5und9).

8.2 NadN in pathogenen H. influenzae-Stammen

Die Konstruktionen der nadN-Knockout-Mutanten Hib REI1010b(nadN::cat), NTHI 01539
JSBO2(nadN:cat) und NTHI 6418 JSBO3(nadN:cat) efolgten wie unter Methoden 10.2
beschrieben. Die Pyrophosphatase- und 5'-Nukleotidase-Aktivitdt der NadN-Proteine in den
pathogenen St&mmen Hib, NTHI 01539 und NTHI 6418 wurde dann durch Dunnschicht-
Chromatographien Uberprift. Dazu wurden die Periplasma-Extrakte der Stamme H. influenzae
NTHI 01539, JSB02(nadN:cat), NTHI 6418, JSBO3(nadN:cat), Hib und REI1010b(nadN::cat)
prépariert (sehe Methoden 4.1.2), mit **C-NAD und **C-NMN inkubiert und die Spaltprodukte
anschlief3end chromatographisch aufgetrennt (Sehe Methoden 9).
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Abb. 27: Diinnschicht-Chromatographie von**C-NAD und *C-NMN als Substrat fir NadN. **C-NAD und *C-
NMN (je 10 nCi; 0,1 miv) wurden inkubiert mit den Periplasma-Extrakten (je 10 ng) von H. influenzae NTHI 01539,
JSB02(nadN::cat), NTHI 6418, JSBO3(nadN::cat), Hib und REI1010b(hadN::cat).

A) Spur 1, *C-NAD:; Spur 2, *C-NMN; Spur 3, “C-NR, Spur 4, **C-NA; Spur 5, **C-NAD inkubiert mit Extrakt von
NTHI 01539; Spur 6, “*C-NAD inkubiert mit Extrakt von JSB02(nadN::cat); Spur 7, **C-NMN inkubiert mit Extrakt
von NTHI 01539; Spur 8, *C-NMN inkubiert mit Extrakt von JSB02(nadN::cat); Spur 9, **C-NAD inkubiert mit
Extrakt von NTHI 6418; Spur 10, “*C-NAD inkubiert mit Extrakt von JSB03(nadN::cat); Spur 11, **C-NMN inkubiert
mit Extrakt von NTHI 6418; Spur 12, **C-NMN inkubiert mit Extrakt von JSBO3(nadN::cat).

B) Spur 1, **C-NAD; Spur 2, “*C-NMN; Spur 3, “C-NR, Spur 4, *C-NA; Spur 5, **C-NAD inkubiert mit Extrakt von
Hib; Spur 6, “*C-NAD inkubiert mit Extrakt von REI1010b(hadN::cat); Spur 7, **C-NMN inkubiert mit Extrakt von
Hib; Spur 8, **C-NMN inkubiert mit Extrakt von REI1010b(nadN::cat).

Die jeweils ergten vier Spuren der Abbildung 27 stellen die Subgtrat-Kontrollen dar. Die Spuren
5 und 9 (Abb. 27/A) zeigen die Spatung von “C-NAD zu “C-NMN mit der partiellen
Dephosphorylierung zu **C-NR durch die Periplasma-Extrakte der Stamme NTHI 01539 und
NTHI 6418. Die Extrakte der entsprechenden nadN-Mutanten hatten keine Enzym-Aktivité mehr
(Abb. 27/A, Spuren 6 und 10). Setzte man **C-NMN as Substrat €in, so wurde es von den
Wildtyp-Extrakten teilweise zu **C-NR dephosphoryliert (Abb. 27/A, Spuren 7 und 11). Auch bei
den Extrakten der Stdmme JSB02(nadN::cat) und JSBO3(nadN:cat) entstand in geringen Mengen
14C-NR (Abb. 27/A, Spuren 8 und 12).
In Abbildung 27/B ist in Spur 5 die Spdtung von “C-NAD zu “C-NMN mit partieler
Dephosphorylierung zu **C-NR durch den Hib-Extrakt zu sehen. Der Extrakt der nadN-Mutante
war dazu nicht mehr fahig (Abb. 27/B Spur 6). Wurde *C-NMN as Substrat zugesetzt, so konnte
der Hib-Extrakt es telweise zu **C-NR dephosphorylieren. Bei dem Extrakt des Stamms
REI1010b(nadN::cat) entstand nur in sehr geringen Mengen **C-NR (Abb. 27/B, Spuren 7 und 8).

Zusammenfassend wurde festgestellt, dal? die konservierten Proteine e(P4) und NadN von H.
influenzae in dem pathogenen Stamm Hib und den Klinischen Isolaten die gleichen Aktivitéten
besal3en wie in dem Laborstamm Rd. In dlen getesteten Stémmen hatten die OMPs die Fahigket,
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NMN und AMP zu dephosphorylieren. Ebenso konnten die Periplasma-Extrakte aler pathogenen
Stémme in Abhéngigkeit von NadN NAD und NMN spaten. Darliberhinaus zeigten der Stamm Hib
und die klinischen Isolate einen &nlichen Wachstumsphéanotyp auf BHI-Platten wie der Laborsamm
Rd (Daten nicht gezeigt).

9. Das AulRenmembranprotein P2

Das Protein OmpP2, auch genannt Protein b/c, hat ein Molekulargewicht von 39 kDa und bildet
en Trimer. Es stellt das Hauptporin der auleren Membran fur Substanzen bis 1,4 kDa dar (Hanson
et d., 1988). OmpP2 ig stark immunogen und variiert unter nicht-typiserbaren H. influenzae-
Stammen in Grofze und Aminosauresequenz (Cope et a., 1990). Eine ompP2-Knockout-M utante
zagte einen dgnifikanten Wachstumsphénotyp und war im Tiermoddl nicht mehr virulent (Cope et
al., 1990).

Da vermutlich die Nikotinamid-Nukleotide NAD, NMN und NR (Molekulargewicht 254,2 Da—
685,4 Da) auf Grund ihrer Gréf3e und Ladung nicht frel Uber Membrane diffundieren konnen, wurde
eine ompP2-Ddetionsmutante hergestdllt, um zu untersuchen, ob diese Subgirate durch die Pore
OmpP2 ins Periplasma diffundieren. Anschlief?end wurden die Wachstumsphénotypen und die
Aufnahmefahigkeit dieser Mutante in Abhangigkeit von Nikotinamid-Nukleotid-Quellen bestimmt.

9.1. Kongtruktion der ompP2-Deletionsmutante GK 05(DompP2::cat)

Fur die Deletion des Gens HI0139, das fir das AulRenmembranprotein OmpP2 kodiert, wurden
zwel DNA-Fragmente generiert. Die 500 bp und 400 bp grofen Fragmente, je stromaufwérts und
dromabwarts angrenzend an ORF HI0139, erhidt man durch eine PCR-Resktion mit
chromosomaer DNA des Stamms Rd ds Matrize (Abb. 28). Die verwendeten Oligonukleotiden
waren fur das Fragment ,, Stromaufwérts' 5 P25 und 5 P2P<t13", welcher fir eine Pstl-Schnittstelle
kodiert. Fir das Fragment ,, Stromabwaérts' wurden die Primer 3'P23" und 3'P2SnaBI5" genutzt,
der fur ene SnhaBl-Schnittstelle kodiert. Die gereinigten PCR-Produkte wurden mit Pstl bzw. ShaBl
gechnitten. Die cat-Kassette des Plasmids pAKcat (Krail3 et a., 1998) wurde ebenfals mit Pstl
und SnhaBI gespdten und zwischen die beiden PCR-Produkte ligiert. Das erhdtene 1,7 kbp grole
Fragment wurde dann mit den Primern 5'P25° und 3'P23" via PCR amplifiziert (Abb. 28). Das
gereinigte PCR-Produkt wurde anschlief3end in den MIV-kompetenten Stamm H. influenzae Rd
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transformiert (Abb. 28). Nach dem Cross-over des Fragmentes in das Chromosom von Rd wurden
chloramphenicolresgtente Zdlen auf BHI-Agar mit Hamin (20 pg/ml), NMN (30 puM) und
Chloramphenicol (2 pg/ml) selektiert (Abb. 28). Der erhatene Stamm GKO5(DompP2::cat) wurde
anhand von Sequenz-Analysen, PCR (Daten nicht gezeigt) und slbergeférbter SDS-Page (Abb. 29)
Uberprdift.

Abb. 28 Konstruktionsschema des H. influenzae Stamms GKO05(DompP2:cat). Die eingezeichneten

Restriktionsschnittstellen sind Pstl und SnaBl. Die fettgedruckte Pfeile stehen fur die Gene ompP2 und cat. Die
kleine Pfeile markieren die Oligonukleotide. Cross-over-Stellen sind durch Kreuze angegeben.

Pstl )
Stromaufwarts
ompP2 % -/
< Rd Chromosom
.o\
stromabwaérts SnaBl
cat 4_/

>

ag SnellBI Pstl ><
cat >

GKO5 (DompP2::cat)

Die AulRenmembranproteine der Stémme Rd und GK05(DompP2::cat) wurden prépariert (Sehe
Methoden 4.1.2.1), in einer SDS-PAGE aufgetrennt und silbergeférbt (sehe Methoden 4.5).
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Abb. 29: Silbergeférbte SDS-PAGE mit AuRenmembranprotein-Extrakten (je 1 ng) von H. influenzae Rd und
GKO5(DompP2::cat). Spur S, Standard (Gibco); Spur 1, OMP-Profil von Rd; Spur 2, OMP-Profil von
GKO5(DompP2::cat).

Die dlbergefarbte SDS-PAGE (Abb. 29) zeigt in Spur 1 das Aulzenmembranprotein-Profil des
Stamms H. influenzae Rd. Daneben in Spur 2 ist das Profil der P2-Deletionsmutante zu sehen, bel

der auf der Hohe von 39 kDa die P2-Bande fehit (Sehe Pfellmarkierung).

9.2 Die Wachstumsphanotypen der ompP2-Deletionsmutante GK 05(DompP2: : cat)
Mit der ompP2-Deetionsmutante GKO05(DompP2:cat) wurden in Minimamedium mit

variierenden Konzentrationen von NAD, NMN und NR Wachstumskurven erstdlt, um festzustdlen,
ob das Wachstum der Mutante Faktor V-abhangig ist.
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Abb. 30: Wachstumsphéanotyp von H. influenzae Rd und GK05(DompP2::cat) in Minimamedium, supplementiert
mit Hamin (20 pg/ml) und verschiedenen Faktor V-Quellen. A) Wachstum mit 1,5 pM und 150 uM NAD. B)
Wachstum mit 1,5 uM und 150 uM NMN. C) Wachstum mit 1,5 uM und 15 uM NR.

Dea Stamm GKO05(DompP2:cat) konnte mit 1,5 uM NAD nicht wachsen, auch bel einer
Erhohung der NAD-Konzentration auf 150 uM erreichte die Mutante nur ODagg nm 2. Dem Stamm
Rd gentigten schon 1,5 uM NAD, um bis ODyg0 nm 4,5 zu wachsen (Abb. 30/A). Mit 1,5 uM NMN
war ba Stamm GKO05(DompP2:cat) kein Wachstum zu beobachten, mit 150 uM erreichte die
Mutante ODyg0 nm 2. Der Wildtyp wuchs mit 1,5 uM NMN bis ODygo nm 2,7, mit 150 UM bis ODg4go
nm 4 (Abb. 30/B). Abbildung 30/C zeigt, dal3 der Stamm Rd mit 1,5 uM NR bis ODago nm 1,5
wachsen konnte, mit 15 uM NR bis ODsgo nm 3/4. Die P2-Deetionsmutante erreicht bei beiden
Konzentrationen NR ODyg0 nm 0,5 (Abb. 30/C).

9.4 Aufnahmevon *C-NAD, **C-NMN und *C-NR in GK 05(DompP2::cat)
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Um die Aufnehmefédhigkat des Stamms GKO5(DompP2:cat) von Faktor V-Substraten zu
testen, wurden mit **C-NAD, **C-NMN und **C-NR Transport-Assays durchgefiihrt. Die Zellen
wurden bis ODyg0 nm 1 angezogen und mit den radioaktiv markierten Substraten inkubiert. Nach 1,
3, 5, 7 und 9 Minuten wurden Aliquote entnommen, gefiltert und anschlief?end gemessen (Sehe
Methoden 8).
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Abb. 31: Aufnahme von ver schiedenen radioaktiv markierten Faktor V-Substraten von H. influenzae Rd und
GKO05(DompP2::cat). Die Substratkonzentrationen betrugen 1 uM (spezifische Aktivitét). Jeder Punkt reprasentiert
den Durchschnittswert mit Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Messungen. Die Aufnahme
des Faktor V ist angegeben als prozentualer Anteil Radioaktivitat an der eingesetzten Menge von 1 uM Substrat.
A) Aufnahme von *C-NAD; B) Aufnahme von **C-NMN; C) Aufnahme von **C-NR.

Die ompP2-Deetionsmutante konnte nur 3 % der eingesetzten Menge an NAD aufnehmen,
wéhrend der Stamm Rd 20 % NAD aufnahm (Abb. 31/A). Mit NMN as Faktor V-Substrat
inkorporierte der Stamm GKO05(DompP2::.cat) nur 5 % (Abb. 31/B). Wurde aber NR eingesetzt, so
nahm der Stamm Rd nur 13 % der eingesetzten Menge auf, wéhrend die Mutante bis zu 30 % ins
Zytoplasma transportieren konnte (Abb. 31/C).
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Das Faktor V-abhangige Wachsumsdefizit sowie die sark verminderte Aufnahmefahigkeit von
NAD und NMN der ompP2-Deetionsmutante zeigen, dal3 in H. influenzae NAD und NMN durch
OmpP2 diffundieren.
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F. Diskussion

Haemophilus influenzae ist auxotroph in Bezug auf NAD (Faktor V), dadle Enzyme fur die de
novo-Synthese von NAD fehlen. NAD kann unter Laborbedingungen durch NMN oder NR ersetzt
werden, wohingegen Nikotinamid (NA), Quinolinsaure (QA) und NAMN nicht ds Faktor V-
Subgtrate dienen konnen. Unter Infektionsbedingungen ist jedoch Uber die Quelle und den
Aufnahmemechanismus von Pyridin-Nukleotid-Substraten nur sehr wenig bekannt. Die Fahigkeit,
auch NMN und NR as NAD-Substitute zu nutzen, deutet darauf hin, dal3 NAD nicht intakt in die
Zdleinkorporiert wird, sondern dal3 der Aufnahme eine Prozesserung vorausgeht. In H. influenzae
undin H. parainfluenzae konnte die Akkumulation von Nikotinamid-Nukleotiden aus NAD- und
NR-Quellen nachgewiesen werden (Godek et d., 1990; Cynamon et a., 1988). Der Ky-Wert fir
die Aufnahme von NAD und NR in H. parainfluenzae liegt bei 0,55 nM und 0,14 nM (Cynamon
et d., 1988). Intrazdluldr kann dann NR ATP-abhangig wieder Uber NMN zu NAD resynthetisert

werden (Kahn und Anderson).

1. DieRollevon g(P4) be der Haminaufnahme

Vor einigen Jahren wurde eine hel-Insertionsmutante kongtruiert, um die biologische Funktion von
e(P4) zu untersuchen. Es gelte sch heraus, dal3 die hel-Mutante unter aeroben Bedingungen en
deutliches Wachstumsdefizit zeigte, wahrend Sie anaerob so gut wachsen konnte wie der Stamm Rd.
Aus diesen und weiteren Befunden wurde geschlossen, dal? e(P4) an der Haminaufnahme beteiligt
sein mul3, daH. influenzae Hamin nur unter aeroben Bedingungen bendtigt (Reidl et d., 1996). Um
die These zu prifen, wurde eine hel-Ddetionsmutante kongruiert und auf ihre Haminabhéngigkeit
getestet. Die Wachstumstests mit verschiedenen Konzentrationen von Hamin und NAD zeigten aber,
dal? das Wachstumsdefizit der Mutante durch hohe Konzentrationen von NAD ausgeglichen werden
konnte. Der Phanotyp von REI1012 war daher nicht Hamin- sondern NAD-abhéngig. Die
Abhangigket von erhdhten NAD-Konzentrationen ist darauf zurlickzufiihren, dal3 unter aeroben
Bedingungen mehr NAD zum Wachstum gebraucht wird a's fir anaerobes Wachstum.

Die Annahme, dal3 e(P4) eine Rolle bal der H&minaufnahme spidt, konnte durch die Wachstums-
Tests widerlegt und stattdessen eine Abhéngigkeit der NAD-Nutzung von e(P4) von H. influenzae

nachgewiesen werden.

89



Diskusson

2. Die Relevanz von e(P4) bel der NAD-Nutzung von H. influenzae

Da nachgewiesen wurde, dal3 das Wachstum der hel-De etionsmutante REI1012 NAD-abhangig
ig, wurde die Mutante néher charakterisgert, indem die Wachsumsphdnotypen mit weiteren
Nikotinamid-Nukleotiden-Substraten untersucht wurden. Es zeigte sch, dal3 die Mutante mit
niedrigen Konzentrationen von NADP und NMN nicht wachsen konnte. Das Wachstumsdefizit mit
NMN und NADP konnte durch Konzentrationserhthung tberkommen werden. Das Wachstum mit
NR as Faktor V-Substrat war dagegen e(P4)-unabhangig. Da das Wachstumsvermdgen der hel-
Mutante abhéngig von der Konzentration von Faktor V-Quellen war, wurde untersucht, ob die
Deetion von hel im Stamm REI1012 auch Auswirkungen auf die Aufnehmeféhigkeit von NAD von
H. influenzae hat. Die durchgefUhrten Transport-Assays zeigten tatsachlich, dal3 die hel-
Deetionsmutante nicht fahig war, NAD und NMN aufzunehmen, aber NR akkumulieren konnte.

Die Beobachtung, dal3 die hel-Mutante einen signifikanten Wachstumsphéanotyp mit NADP,
NAD und NMN zegte und dartiberhinaus nicht fahig war, NAD und NMN aufzunehmen, fihrte zu
der Frage, inwiefern das Protein e(P4) be der Prozesserung und Aufnahme von NAD betelligt sain
konnte. Um dies beantworten zu kénnen, wurden die Enzym-Aktivitéten von e(P4) charakterisiert.
Durch verschiedene Tests mit den unspezifischen Phosphatase-Substraten pNPP und
Phenol phthaein-Diphosphat konnte e(P4) ds saure Phosphatase identifiziert werden, deren pH-
Optimum bel ca pH 6 liegt. Um die biologisch relevanten Substrate von e(P4) zu identifizieren,
wurden verschiedene Phosphatase-Assays durchgefiinrt. NADP ads mdgliches Substrat wurde mit
dem Mdat-Enzym-Assay getestet, bei dem Malat zu Pyruvat umgesetzt, wobei NADP zu NADPH
reduziert wird. Durch die Vorinkubation von NADP mit AulRenmembranprotein-Extrakten der
Stamme Rd und REI1012 konnte nachgewiesen werden, dal? e(P4) NADP as Substrat erkennt und
dephosphoryliert. In einem weliteren Assay wurden radioaktiv markiertes NAD, NMN und NR mit
Aulenmembranprotein-Extrakten der Stédmme Rd und REI1012 inkubiert und anschlief?end die
Spdtprodukte chromatographisch aufgetrennt. Es zeigte sch, dald3 e(P4)-abhdngig NMN zu NR
dephosphoryliert wurde, wahrend NAD und NR von e(P4) nicht gespalten wurden. NMN konnte
somit ds das fur die NAD-Nutzung relevante Substrat von e(P4) identifiziert werden.

3. DieRollevon g(P4) be der NAD-Nutzung von H. influenzae
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Das Lipoprotein e(P4) wurde as Phosphatase charakterisiert, die bel der NAD-Aufnahme NMN
zu NR spdtet. Um die Rolle von e(P4) bel der NAD-Aufnahme néher charakteriseren zu kénnen,
wurde untersucht, ob noch weltere Funktionen aul3er der Phosphatase-Aktivitét vorliegen. Maglich
wére eine Bindungs-Funktion der Substrate NAD(P) und NMN und Betelligung am Trangport der
Faktor V-Quellen Uber die aulRere Membran. Dazu wurden Phosphatase-Mutanten hergestellt, bei
denenim hel-Gen gezidt durch enen Aminosiure-Austausch die Phosphatase-Funktion deletiert
wurden, wahrend der Rest des Proteins erhalten blieb. So wurde bei der Mutante GKO2 durch
Einfihrung ener Xhol-Schnittstelle in einem konservierten Bereich des hel-Gens das Aspartat an
Pogdtion 86 durch ein Leucin ausgetauscht. Eine dhnliche Mutante mit enem Aspartat-Alanin-
Augtausch an Pogtion 84 wurde zeitgleich in den USA von unseren Kollaborationspartnern
hergestelt (Kemmer et d., 2001). Beide Mutanten wurden getestet, ob die mutierten e(P4)-Proteine
noch intakt exprimiert werden und die Phosphatase-Aktivitét verloren hatten. Dazu wurde en
Wesgtern-Blot mit den Auf3enmembranprotein-Extrakten des Kontrollsamms Rd und beider
Mutanten hergestdlt, bei dem die mutierten Proteine mit anti- e(P4)-Antikorpern detektiert wurden.
Dabea gdlte Sch heraus, dal3 die Expresson des mutierten e(P4)-Proteins des Stamms GK02 im
Vergleich zu den Stdmmen Rd und GK03 um den Faktor 30 erniedrigt war. Dies kdnnte auf eine
Ingtabilitét oder ungeniigende Trandokation des mutierten Proteins zuriickgeftihrt werden. In einem
Phosphatase-Assay, bei dem die AuRenmembranproteine mit **C-NMN inkubiert und anschlieffend
die Spdtprodukte chromatographisch aufgetrennt wurden, konnte der Verlust der Phosphatase-
Funktion nachgewiesen werden.

Die Phosphatase-Mutanten GK02 und GKO3 wurden dann mit der hel-Ddetionsmutante
hing chtlich ihrer Wachstumsphanotypen und Aufnahmeféhigkelt von Faktor V-Subgtraten verglichen.
Es gtellte sch heraus, dal3 beide Phosphatase-M utanten, wie auch die hel-Mutante, mit niedrigen
Konzentrationen von NAD und NMN nicht wachsen konnten, wéhrend das Wachstum mit NR
e(P4)-unabhéngig war. Ebenso zeigten die Aufnahme-Assays, dal3 die Stdmme GK02 und GKO03
nicht fahig waren, **C-NAD und C-NMN aufzunehmen. Die Versuche belegen, dal3 schon der
Verlugt der Phosphatase-Funktion durch eine Punktmutation genligt, um die Phénotypen der hel-
Deetionsmutante in Bezug auf Wachstum und NAD-Aufnahme zu erreichen. Dies bedeutet, dal3 das
Aulenmembranprotein e(P4) nur mit der Phosphatase-Aktivitét an der NAD-Prozessierung und -
Aufnahme beteligt ist.
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Dae(P4) ein Lipoprotein an der AulRenmembran ist, stellte sich die Frage, ob die Lokalisation an
der Zeloberfléche essentidl fur die NMN-Spatung ist, oder ob e(P4) ds frees Protein im
Periplasma die gleiche Funktion erflllen konnte,

Die periplasmatischen Proteine werden Uber das generelle Sekretionssystem transportiert. Diese
Proteine zeichnen sch durch das Vorhandensain einer N-terminden Signalsequenz aus. Diese
Signdsequenz besteht aus einer N-Doméane mit positiv geladenen Aminosauren, einer hydrophoben
H-Region und einer unpolaren C-Region, die von der Erkennungssequenz der Signalpeptidase |
gefolgt wird (Pugdey, 1989, 1993). Mittels des generdllen Sekretionssystems werden die Proteine
Uber die zytoplasmatische Membran transportiert, wo se durch Abspatung des Signapeptids ds
freie Proteine erscheinen (Pugdey, 1993).

Eine besondere Klasse an transportierten Proteinen stellen Lipoproteine dar. Die Signa sequenz
diesr Lipoproteine besteht aus ener podtiv geladenen N-terminden Region, gefolgt von
hydrophoben Aminosduren. Die C-terminae Region der Signasequenz enthdt die Lipobox mit der
Schnittstelle fur die Lipoprotein-spezifische Signapeptidase [1. Die Lipobox besteht aus der
Konsensus-Sequenz Leu-AlaGly-Cys (Ichihara et d., 1981). Alle Prolipoproteine werden Sec-
abhangig Uber die 2zytoplasmatische Membran trangportiet. Dabel  katdyset die
innenmembrangandige Diazylglyzeryl-Tranderase die Bindung von Diacylglyceryl Uber ene
Thioetherbriicke an das Cystein des Vorlauferproteins (Sankaran und Wu, 1994). Die
Sgndpeptidase 11 it ebenfdls in der Zytoplasmamembran verankert und erkennt das azylierte
Cygein und spdtet das Signdpeptid ab (Dev und Ray, 1984). Anschliellend knipft eine
Transazylase an die freigewordene Amidgrupppe des Cysteins eine Fettsaure, abhangig von der Art
des Lipoproteins (Gupta und Wu, 1991). Das Lipoprotein kann nun Uber sein Lipidanker am N-
Terminus in die Innemmembran integriert werden (Zytoplasmatische Lipoproteine) oder zur
AulBenmembran trangportiert werden (Matsuyama et d., 1995). Das Signd hierfir ist die
Aminosdure an der +2-Stelle des Lipoproteins. Befindet sich an dieser Position ein Serin, bindet der
Carrier LoOIA an das Lipoprotein und transportiert es ds Komplex zu dem Rezeptor LolB an der
Aulenmembran, der das Lipoprotein dort integriert (Matsuyama et d., 1997). Der Proteintell der
Auenmembran-Lipoproteine kann dabel zur periplasmatischen Seite oder nach aul3en zeigen. Ob
e(P4) sch auf beiden Saten der Aulenmembran befindet, ist noch unbekannt, experimentell

92



Diskusson

nachgewiesen wurde, dal3 e(P4) zumindest an der Zdloberflache detektierbar ist (Rellly et ., 1999;
Greenetd., 1991).

Um zu untersuchen, ob rekombinantes e(P4) ohne Lipidanker im Periplasma ebenfdls NMN

spdten kann, sollte die Azylakzeptorstele Cystein der e(P4)-Signasequenz durch ein Glycin
ausgetauscht werden.
Die Lokdisation der e(P4)-Proteine im Periplasma von zwel  H. influenzae-Klonen, GK07 und
GK08, wurden mit Hilfe von Western Blots nachgewiesen. Es zeigte Sich, dal3 in den Extrakten der
Auenmembran kein e(P4) mehr detektiert werden konnte, wéhrend im Periplasma-Extrakt beider
Mutante, wie auch im Stamm Rd e(P4) zu sehen war. Hierbei handdte es sich wahrscheinlich um
e(P4) im Trangportprozess zur AulRenmembran. Mit den AulRenmembranprotein- und Periplasma
Extrakten wurden pNPP-Assays durchgefiihrt, um die Phosphatase-Aktivitdt der Fraktionen zu
testen. Es konnte aber weder in den OMP-Extrakten, noch in den Periplasma-Extrakten der
Mutanten GKO7 und GK08 und des Wildtyp-Stamms eine Aktivitét festgestdlt werden. Griinde fur
die Inaktivitét der periplasmatischen e(P4)-Proteine kénnten sein, dal3 der Cystein-Glycin-Austausch
in der Signdsequenz nicht ausreicht, um einem Lipoprotein den Charakter eines periplasmatischen
Proteins zu verledhen. Fur die e(P4)-Proteine der Cysteinmutanten wéare folgendes Schicksd
denkbar: Nach der Trandokation der Proproteine Uber die Innenmembran unterbleibt auf Grund des
fehlenden Cygteins die Verknipfung des Lipidankers und die Erkennung der Lipoprotein-spezifische
Signdpeptidase 1. Ob dlerdings die Signapeptidase | die mutierte Lipobox as Schnittstelle erkennt
und die Sgnadsequenz abspdtet, ist fraglich. Die Freisetzung von der Innenmembran findet aber nach
wie vor durch LolA dett, da der Carrier das Serin an der +2-Stelle des reifen Proteins erkennt.
e(P4) befindet sch nun gebunden an LolA im Periplasma, wo es dann zu dem Rezeptor LolB an die
Aul¥enmembran transportiert wird. Da das Protein keinen Lipidanker besitzt, kann es aber nicht in
die &ulere Membran intergriert werden. Das e(P4) der Cysteinmutanten liegt daher im Periplasma
wahrscheinlich nicht in seiner aktiven Form, sondern as LolA- oder LolB-Komplex vor.

Um das Protein e(P4) im Periplasma zu exprimieren, miif¥e man die Lipoprotein-gpezifische
Sgndsequenz durch ene periplasmaische Signdsequenz augtauschen. Dies wurde von Rellly
durchgefiihrt, der das Genfragment, das fir den reifen Tel des e(P4)-Proteins kodiert, hinter die
Signdsequenz von PelB aus E. chrysanthemi in den Expressonsvektor pET20b  klonierte (Reilly
and Smith, 1999). Die Expression des rekombinanten Proteins stand dabel unter der Kontrolle eines

induzierbaren Promotors. Nach Transformation des Plasmidsin den E. coli-Stamnm DH5a konnte

93



Diskusson

dann aktives e(P4) im Periplasma detektieren werden. Dabel stdlte sich aber heraus, dal3 das
rekombinante e(P4) in E. coli toxisch wirkte (Reilly and Smith, 1999). Es konnte daher sein, dal3
aktives e(P4) auch im Periplasma von H. influenzae lethd ist, was erkléaren wirde, dal3 trotz
verschiedener Klonierungssirategien zum Cystein-Glycin-Austausch immer nur Klone mit sekundéren
Mutationen im hel-Gen erhalten wurden.

Die Frage, ob fur die Spatung von NMN die Phosphatase an der Zdloberfléche lokdigert sein
mul3, kann trotzdem indirekt verneint werden, da auch das Protein NadN im Periplasma féhig i,
NMN zu dephosphorylieren.

4. Das Protein NadN und die Doppelmutante

Das periplasmatische Protein NadN wurde a's Pyrophosphatase beschrieben, die fahig ist, NAD
zu Adenosin, Pi und NMN zu spdten (Reidl et d., 2000). Dartiberhinaus wurde in NTHI en Protein
gereinigt, das 5"-Nukleotidase-Aktivitét besitzt und NucA genannt wurde. In dieser Arbeit konnte
nachgewiesen werden, dal3 beide Proteine identisch sind und NAD bzw. NMN as Substrate
erkennen. Durch Dunnschicht-Chromatographien konnte nachgewiesen werden, dal3 NadN féhig i<,
NAD zu NMN zu hydrolysieren, das dann zu NR dephosphoryliert wird. Als weiteres Substrat von
NadN konnte NADP identifiziert werden, dessen Spaltung indirekt mit dem Madat-Enzym-Assay
nachgewiesen wurde. Dabel konnte dlerdings nicht unterschieden werden, ob die Spatung von
NADP zu NAD oder von NADP zu Adenosin und AMP efolgte. Die biologische Relevanz der
Enzymfunktionen von NadN fur die NAD-Nutzung wurde anhand von Wachstumskurven und
Trangport-Assays gezeigt. Die nadN-Mutante war nicht féhig, NAD aufzunehmen oder es zum
Wachstum zu nutzen. Mit NMN ds Nikotinamid-Nukleotid-Quelle war Transport und bedingtes
Wachstum mdglich, daauch e(P4) NMN dephosphorylieren kann. Die Frage, welche Phosphatase
nun fir die NAD-Aufnahme von groRerer Bedeutung ist, beantworten die Transport-Assays.
wéhrend die nadN-Mutante fast den gleichen Prozentsatz an eingesetztem NMN aufnahm wie der
Stamm Rd, war die hel-Mutante nicht mehr féhig, NMN zu akkumulieren. Die Ky-Werte fur die
NMN-Dephosphorylierung beider Proteine (durchgeftinrt innerhdb einer Zusammenarbeit mit B.
Green und T. Rellly) bestétigen diese Befunde: Ky-Wert fir e(P4) it mit 0,318 mM niedriger ds
der Ky-Wert fir NadN mit 1,26 mM (Kemmer et ., 2001). Es konnte daher sein, dal3 NMN das
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unter in vivo Bedingungen relevante Pyridin-Nukleotid-Substrat dargtellt und von e(P4) gleich an
der AuRenmembran a's Substrat erkannt und gespaten wird.

Bisher wurden nur die Proteine e(P4) und NadN ds relevante Enzyme fir die NAD-Aufnahme
identifiziert. Ob weitere Proteine an der Prozesserung von NAD betelligt sind, wurde anhand einer
hel nadN-Doppel mutante untersucht. Da die Doppel mutante auch mit hohen Konzentrationen von
NAD und NMN nicht wachsen konnte, kann man davon ausgehen, dal3 in H. influenzae kein
welteres Enzym vorkommit, das féhig ist, NAD und NMN zu spdten. Gleichzaitig konnte die Frage,
welches NAD-Abbauprodukt ins Zytoplasma gelangt, durch Transportversuche geklart werden. Es
wurde gezeigt, dal3 die Doppelmutante NAD oder NMN nicht akkumulieren konnte, wéahrend die
Akkumulationsrate fir NR der des Wildtyp-Stamms Rd entsprach. Es kann daher die
Schluf¥olgerung gezogen werden, dal3 NR das einzige Nikotinamid-Nukleotid-Substrat ist, dasin H.

influenzae durch ein Trangportsystemn der inneren Membran aufgenommen wird.

Das Transportsystem fur NMN und NR in E. coli und S typhimurium besteht aus dem
Transporter PnuC und dem Transportaktivator NadR. Das Gen HI1077.1 aus H. influenzae ig zu
pnuC aus E. coli zu 28 % identisch. Auch en homologes Gen zu nadR konnte in H. influenzae
identifiziet werden, das zu 75 % Ahnlichkeit besitzt. Ob beide Gene fir das gesuchte
Trangportsystem kodieren, muf3 noch untersucht werden.

5. Das AufRenmembr anprotein OmpP2

Das Hauptporin in der AuRenmembran fir Substanzen bis 1,4 kDavon H. influenzae iss OmpP2
(Hansen et d., 1988). Die Frage, ob auch NAD, NMN und NR durch OmpP2 ins Periplasma
diffundieren, wurde mit einer ompP2-De etionsmutante untersucht. Es konnte nachgewiesen werden,
dal3 das von Hansen beschriebene Wachstumsdefizit der Mutante durch die Erhdhung der Faktor V-
K onzentrationen verbessert werden konnte. Einen eindeutigen Hinwels auf die Diffusion von Pyridin-
Nukleotiden durch OmpP2 ergaben die Trangport-Assays, mit deren Hilfe gezeigt wurde, dal3 die
ompP2-Mutante NAD und NMN nur noch in sehr geringen Mengen akkumulieren konnte. Die im
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Vergleich zum Stamm Rd sgnifikant erhdhte Aufnahme von NR der ompP2-Mutante kann bidang
nicht erkl&rt werden.

6. Die Nutzung von NAD bei H. influenzae

Die Nutzung von NAD in Abhangigkeit der hier beschriebenen Komponenten bel H. influenzae
kan in enem Moddl veranschaulicht werden (Abb. 32). Die im Medium vorkommenden
Nikotinamid-Nukleotid-Substrate NAD, NMN und NR diffundieren durch das Hauptporin OmpP2
ins Periplasma. NADP und NMN kénnen auch schon durch e(P4) auf der Zdloberfléche zu NAD
bzw. NR dephosphoryliert werden. Im Periplasma spdtet die Pyrophosphatase NadN NAD in
NMN und Adenosin. Das NMN wird dann einersaits durch NadN und vor allem wiederum durch
die Phosphatase e(P4) zu NR dephosphoryliert. Ebenso wird AMP zu Adenosin und Pi gespdten
(Zagursky et d., 2000; Reidl et a., 2000) Anschlielfend wird das freigesetzte NR von einem
putativen Transporter in der Zytoplasmamembran ins Zdlinnere geschleust, wo die Resynthese von
NAD efolgt. NR wird unter ATP-Verbrauch vermutlich durch eine Nukleotid-Kinase zu NMN
phosphoryliert. Aus NMN wird dann unter ATP-Verbrauch durch die NMN-Adenyltransferase
NAD synthetisert (DenicolaSecane et d., 1990; Cynamon et a., 1988). Dieser NAD-
Synthesaweg unterscheidet sich von dem PreisssHandler-Weg und den Pyridin-Nukleotid-Zyklen
und ist nur der Familie Pasteur ellaceae egen.
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NMN

NR +
NMN NADP

NAD* \ NR + P
P|4 NAD™ + Pi

AulRenmembran
NAD* NVN P4
NadN
|nnenmembran 4 4
(1) NR+ATP — » NMN+ADP

(2) NMN+ATP — » NADT+PP

Abb. 32: Nikotinamid-Nukleotid-Aufnahmesystem in H. influenzae. Gezeigt sind die aulRere Membran, das
Periplasma und die innere Membran mit den Proteinen OmpP2, e(P4) und NadN mit deren Enzymaktivitéten und
der putative NR-Transporter.

7. Die Verbreitung der Proteine e(P4) und NadN und deren Reevanz fur die

Pathogenitat von H. influenzae

Die Proteine e(P4) und NadN wurden as hoch konserviert in bekgpsdten wie auch
unbekapsealten Stémmen beschrieben (Green et d., 1991; Zagursky et d., 2000). Um zu testen, ob
die Proteine in verschiedenen H. influenzae-Spezies die gleiche Aktivitédten wie im Laborgamm Rd
erfllen, wurden die Aulenmembranprotein- bzw. Periplasma-Extrakte von zwel klinischen NTHI-
Isolaten, dem Hib-Stamm und deren Mutanten auf ihre Enzym-Aktivitéten getestet. Es zeigte sich,
dal3 die Aulenmembranprotein-Extrakte dler getesteten Stamme féhig waren, e(P4)-abhéangig
NMN zu NR zu dephosphorylieren. Ebenso waren die Periplasma-Extrakte der Stdmme in der
Lage, in Abhangigkeit von NadN, NAD zu NMN zu spaten und dieses zu dephosphorylieren.

Im groReren Malistab testete Green und Mitarbeiter e(P4) und NadN hinschtlich ihrer
Vorkommen und antigenen Konservierung in bekapsaten und unbekapsdten StAmmen. Se zeigten,
dal3 e(P4) in dlen Hib- und NTHI-Isolaten die gleiche Grof3e hatte und enen hohen Grad an
antigener Konsarvierung aufwies (Green et d., 1991). Auch das periplasmatische Protein NadN
wurde in adlen getesteten Hib- und NTHI-Isolaten detektiert. Ein Aminosiuresequenz-Vergleich
zeigte, dal3 die Homologien oft 100 % betrugen bzw. einen Unterschied von 1-7 Aminosduren nicht
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Uberschritten. Die antigene Konsarvierung wurde mit anti-NadN-Serum gegen  verschiedene
homologe und heterologe H. influenzae-Stdmmen nachgewiesen (Zagursky et a., 2000).

Dadie Proteine e(P4) und NadN in alen bekapsdten und unbekapsaten H. influenzae-1solaten
mit der gleichen Funktion vorkommen, kann man davon ausgehen, dai3 sie fir das Uberleben und

Wachstum von H. influenzae eine essentiellen Rolle spiden.

Die Inhibierbarkeit des NAD-Aufnahmesystems wurde mit den Substanzen NMN, AMP,
Adenosin und Ribose-5-Phosphat getestet. Es zeigte sich, dal3 100 uM NMN die NAD-Aufnahme
in den Stamm Rd hemmen konnte und 20 mM AMP féhig war, die NADP-Dephosphorylierung
durch e(P4) zu inhibieren. Da AMP wie auch NMN as Substrate der Phosphomonoesterase e(P4)
beschrieben wurden, lag in beiden Féllen eine kompetetive Hemmung vor. Auch die Zugabe von 1
mM Adenosin konnte die NAD-Aufnahme in den Stamm Rd um 6 % reduzieren.

Mit dem Maa-Enzym-Assay wurden Ribose-5-Phosphat und AMP ds mégliche Inhibitoren von
NadN getestet. Dabel dtellte sich heraus, dal3 AMP die NADP-Dephosphorylierung hemmen
konnte, Ribose-5-Phosphat jedoch nicht. Man nimmt an, dal? das Enzym eher den Adenin-Ring
erkennt s den Ribose-Phosphatrest. Dartiberhinaus wurden auch von Kahn und Anderson ADP
und AMP ds Inhibitoren des NAD-abhéngigen Wachstums identifiziert, wahrend NMN und
Adenosin keinen Einflufd hatten (Kahn und Anderson, 1985).

Der wichtigste Ansatzpunkt fir die Inhibierung der NAD-Aufnahme be H. influenzae stdlt nach
Kenntnissen dieser Arbeit das bis jetzt noch nicht identifizierte Trangportsystem in der inneren
Membran dar, das NR a's Endprodukt der NAD-Prozessierung ins Zellinnere schleust. Um magliche
Inhibitoren zu finden, wurden von Godek Faktor V-Anadoge getestet, die von H. influenzae zum
Wachstum genutzt werden kénnen. Dabel zeigte Sich, dal3 H. influenzae mit Andogen, die am Purin
modifiziert waren, noch wachsen konnte, aber Substrate mit Veranderungen am Pyridinring, wie 3'-
Aminopyridin-Ribosyl (3'-AmPR), nicht nutzen konnte. Anschlief3end wurde in Transport-Assays
nachgewiesen, dal3 H. influenzae bei Anwesenheit von 3-AmPR nicht féhig i, NR aufzunehmen,
wobel 3-AmMPR salbst interndisiert wird (Godek et d., 1990). Da 3'-AmPR in E. coli nicht das
Wachgtum hemmt, nimmt man an, dal3 es in die intrazdluldre NAD-Synthese, die spezifisch fur die
Familie Pasteurellacaea igt, eingreift. Es konnte sein, dal3 3-AmPR mit NR und NMN um die
NAD-Synthese-Enzyme NR-Kinase und NMN-Adenyltransferse konkurriet und dald 3'-
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Aminopyridin-Adenin-Dinukleotid (3'-AmPAD) gebildet wird, das dann kompetitiv die NAD-
abhangigen Enzyme inhibiert. Obwohl 3-AmPR enen sehr effektiven Inhibitor der NR-Aufnahme
dargdlt, ist die Substanz ds Grundlage fir ein Medikament eher kritisch zu sehen, da Aminopyridine
neurotoxisch wirken (Godek et d., 1990).

Die Proteine e(P4) und NadN wurden as konservierte Genprodukte und dominante Antigene in
bekapselten und NTHI-Stdmmen beschrieben. Um zu priifen, ob die Proteine essentiell fur das
Uberleben von H. influenzae im Wirt sind, wurden in unserem Arbeitskreis in Zusammenarbeit mit
M. Herbert (John Ratcliff Hospitd, UK) die Virulenz der hel-, nadN- und Doppe mutante getestet.
Dazu wurden in wenige Tage dten Ratten die St&mme intraperitond gppliziert. Es zeigte Sch jedoch,
dal3 die Mutanten nahezu den gleichen Infektionsverlauf verursachten wie der Wildtyp. Als mogliche
Ursache konnte hierzu gezeigt werden, dal3 im Blut NAD- und NMN-Nukleotidase-Aktivitdten
vorkommen, die eventudl zu einer gentigend hohen NR-K onzentration fulhren und die a's NR-Quelle
wéahrend enes invasven Krankhetsverlaufs dient (Schmitt-Brauns et d., 2001). Tasichlich ist
bekannt, dal? im menschlichen Blut ein gewissr NAD-Umsatz mit NMN und NR ds
Zwischenprodukte nachweisbar ist (Friedlos et d., 1992). Deshdb nimmt man an, da3 NAD
wahrscheinlich nicht ads Hauptquele wahrend invasiven Erkrankungen dient. Eine wichtigere Rolle
konnten NAD und NMN dlerdings fir das Persgtieren von H. influenzae auf den repirativen
Schleimhéuten spiden. Das Vorkommen und die Konzentration von  Nikotinamid-Nukleotid-
Substraten dort ist aber noch unbekannt.

Ein welteres Problem bel der Untersuchung der in vivo Relevanz der Mutanten konnte sein, dal3
das Rattenmoded| fiir solche Fragestellungen wenig geeignet ist. Ein besseres System sind Chinchillas,
daihr Immunsystem dem Menschen dnlicher it und Se ein wetaus besseres Sysem zum Studium
der Koloniserung dargelen. Deshdb sollte man langfrigtig dieses Tiermodd | heranziehen.

Die biologische Funktion der Proteine e(P4) und NadN und ihre Rolle bei der Nutzung von NAD
be H. influenzae wurde anhand von Mutantenanaysen aufgeklért. Das ubiquitare Vorkommen
beider Proteine in bekapselten und nicht-typiserbaren Stdmmen welst auf ihre Bedeutung bel der
Nutzung von Pyridin-Nukleotiden hin. Beide Proteine snd hochkonserviert und induzieren
bakterizide Antikorper, die eine breite Kreuzresktivitdt unter NTHI-Stémmen aufweisen. Deshalb,
und auf Grund der hier gefundenen biologischen Reevanz dienen e(P4) und NadN as Grundlage fir
ein Vakzin gegen NTHI-Stdmme, das zur Zeit von der Firma Wyeth-Lederle, N.Y ., entwickelt wird.
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Anhang

1. Sequenzhomologien

e(PA)H. i. - MKTTLKMTAL AAL SAFVL AGOGSHQVKSEEHANMOL QQQAVLG - - - - == - = = = - - LNW 46
PhyA E. cl. MVKTSAKLAASG- LVALLLTGCASSTHQT- - - AQQQLGQQSVLA- -~ == ==~ - - - - VNW 43
LppC S. d. MKTKQVASVI SLAL SLFLVTGCAQL DHKANVNSKETVKQTKVTYSDEQLRSNENTVBVLW 60
ApA Ch. m -~ MKKI LLTGGLI LSFI SCS- - - - - AQKADHDTKDLVNAT- - - = = = = = == = == = = - - - AW 35
ApAP. g. MNSRHLTI TI | AGLSLFVLTLGG - CSVTQQDPQMLGEKLFTS- - - == - === = = = - - AW 44
e(PA)H. i. MODSGEYKAL AYQAYNAAKVAFDHAKVAKG- - - KKKAW, 103
PhyA E. cl. FQOSGEYQAL TWRAFNTARMAFDQAPSLTG: - - KPKAVI 100
LppC S. d. YQRAAEAKAL YL QGYQLATDRLKNQLGQAT- - DKPYS! VL{BI 118
ApA Ch. m MONAGEYKAL TI QAYQLAQ RLAQ LTQEVS- EKPRAI VL{BI 94
QpAP. g. | QRSAEYQALCl QAYNI ATERVDAL PAERKQGDRPYAI 104
e(PAH. i. KPFDGKDWIRVWDARQR- AVPGAVEFNNYVNSHNGKVFYVTNRKDSTEKSGTI DDVKRLG 162
PhyA E. cl. QPFSSKTWBAWT QARQAKAVPGAVEFARHVTENGGTL FYVSNR- DQKDYAATVANMOQLG 159
LppC S. d. TSFTPESWDVWWQKKEAKPVAGAKEFL QFADQNGVQ YYI SDR- AVSQVDATMENLQKEG 177
A pACh m KNFNQEDWSKWIRL AQAEP! AGALNFLNFTKNNGVE! FYVSNR- SEAERVPTLENLQKKN 153
AdpAP g KDYDEETWEKWCAQADADTLAGAL SFFLHAANKGH EVFYVTNR- RONLREQALQNLQRYG 163
e(PAH. i. FNGVEESAFYLKKDKSAKAARFAEI EKQGYE! VL YVGDNL DDFGNTVYGKLNADRR- AFV 221
PhyA E. cl. FPNVSDKTVRLNTDSSNKQARFDAI KNAGYNVVL YVGDNL NDFGGATWHKGNQTRR- DFV 218
LppC S. d. | PVQGRDHL LFL EEGVKSKEARRQKVKETTNLI M.FGDNLVDFADFSKKSEEDRT- - ALL 235
ApACh m FPYADNDHLI LKTD- KSSKESRRQKL SEKYNI VL FFGDNL SDFSDMYYYNNEGKTSSEKV 212
ApAP g FPFADEEHLLTTHG PSDKEPRRLKI QEQYE! VLLI GDNLGDFHHFFNTKEESGRK- QAL 221
e(PA)H. i. DQNQGKFGKTFI M_PNANYGGNEGGEL AEGYFKKDTQGQ KARLDAVQAWDGK- - - - 273
PhyA E. cl. NLNHQQFGTQFI VL PNPL YGDWESGVAENYNKL TPEQQL SVRESRLQSWGK- - - - 270
LppC S. d. SELQEEFGRQFI | FPNPMYGSWESAVYKGD- KL DASHQLKERRKALESFEK:- - - - - 285
ApA Ch. m LEHPELFGSKFI | LPNAMYGDWESSMYKKN- TDKKL SNEQVKMKSLRSFTTQNI NQ 267
ApAP. g. GLTAGEFGRHFI M.PNPNYGSWEPAWYGG- - - - - KYPPLPERDKALKQLRSQNSR- 271

Abb. 33: Sequenzhomologien von e(P4) ausH. influenzae, PhyA ausEnterobacter cloacae, L ppC aus
Streptococcus dysgal actiae, OlpA aus Chryseobacterium meningosepticumund OIpA aus Porphyromonas
gingivalis.
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2. Abkirzungen

°C
Abb.
ABR
AMP
BHI
bp
BSA
bzw.
bzw.
ca
Cm
Da
DEAE
DMF
DNA
dNTP
EDTA
EtOH

LB

min

MOPS

NA
NAD
NMN

Grad Celdus

Abbildung

Antibiotikarres stent
Adenosin-Monophosphat
Brain-Heart-Infuson

Basenpaar

Bovine Serum Albumin
beziehungsweise
beziehungsweise

circa

Chloramphenicol

Ddton

Diethylaminoethanol
Dimethylformamid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonuklectidtriphosphat
Ethylendiaminintetraacetat
Ethanol

Gramm

Stunde

Liter

Luria-Bertani-Medium

Molar

Minuten
3-N-Morpholino-Propansulfonsaure
Normal

Nikotinamid
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid
Nikotinamid-Mononuklectid
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NR
ODy im
OMP
PCR
ps
PVDF

rpm

SDS
Strep
TAE

TE
TEMED
TNE
TNEX

Tris

u. a
UN
uv

Voal.

wiv

Nikotinamid-Ribosyl
Optische Dichte bel x nm
outer membrane protein
Polymerase Chain Reaction
pressure sandard industrial
Polyvinylidenfluorid

rounds per minute

Sekunde
Sodiumdodecylsulfat
Streptomycin
TrisAcetat-EDTA
TrngEDTA
Tetramethylethylendiamin
Tris Natriumchlorid EDTA
Tris Natriumchlorid EDTA Triton X 100
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Unit

unter anderem

Uber Nacht

Ultraviolett

Volt

Volumen

weight per volume
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