Aus dem Institut fiir Hygiene und Mikrobiologie
der Universitit Wiirzburg
Vorstand: Professor Dr. med. Matthias Frosch
Vorkommen und Expression des opcA Gens in Meningokokkenstdmmen
von Erkrankten und asymptomatischen Tragern
Inaugural - Dissertation
zur Erlangung der Doktorwiirde
der Medizinischen Fakultit
der
Julius-Maximilians-Universitit Wiirzburg
vorgelegt von
Ralf Aumann

aus Potsdam

Wiirzburg, Januar 2018



Referent: Prof. Dr. med. Ulrich Vogel

Koreferent /in: Prof. Dr. med. Martina Prelog, Prof. Dr. med. Carsten Schel-
ler

Dekan: Prof. Dr. med. Matthias Frosch

Tag der miindlichen Priifung: 15. Januar 2018

Der Promovend ist Arzt.



Inhaltsverzeichnis

Tahal ~hmid 3
(1 Einleitung| 1
(1.1 Neisseria meningitidis{. . . . . . . . . . . . . . .. .. ... .. ... ... 1
(I.1.1  Taxonomische Einordnungl . . . . . . ... ... ... ... .... 1

(1.1.2  T'ypisierung von Meningokokken|. . . . . . .. .. .. .. ... .. 1

[L1.3  Genetische Varjabilitatl . . . . .. .. ... .. .. ... ... ... 2

(1.1.4  Epidemiologie| . . . . . . ... .. ..o 3

(1.2 Das Opc-Protein| . . . . ... ... ... ... ... ... ......... 4
(1.3 Die untersuchten Stammsammlungen| . . . . . . ... ... ... ... .. 6
[I.3. [nvasive Stammel . . . . . . . .. 6

(1.3.2  Tragerstamme|. . . . . . . .. .. ... 6

1.4 Ziele dieser Arbeitl . . . . . . . . . . ... 0
2__Materialienl 8
I _Gerfife . . . . . . o 8
2.2 _Chemikalien und Verbrauchsmateriall . . . . ... ... ... .. ... .. 9
13__Methodenl 14
[3.1  Bakterienkultivierungl. . . . . . . . . .. ... .. oo oL 14
3.2  Polymerase-Chain-Reaction (PCR)| . . . . ... ... ... ... ... .. 14
3.3 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)| . . . .. .. .. .. 15
[3.4  Farben der SDS-Polyacrylamid-Gele|. . . . . . .. .. .. ... ... ... 15
8.5 Western Blot] . . . ... ... . .. 15
3.6 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)| . . . .. ... ... ... 16
[3.7  Proteinbestimmung| . . . . . . .. ..o 16
[3.8  Computer-Programme und statistische Auswertung| . . . . . ... .. .. 16

|4  Ergebnisse| 18
[4.1 Charakterisierung der invasiven und [ragerstammsammlung| . . . . . . . 18
[4.2  Haufigkeit des opc-Gens| . . . . . . . .. . .. .. ... ... 21
[4.3 Lange des Poly-C-Traktes im Promotor des opc-Gens bei opc-positiven |

| Stammenl ... . L L e e e e e e 24
[4.4  Opc-kExpression bel opc-Gen positiven Stammen| . . . . . . . . . . .. .. 26

[4.4.1  Opc-Expression in Stammen unterschiedlicher klonaler Komplexe] 27
[4.4.2  Vergleich invasive und 'Iragerstammkollektion| . . . . . . . . . .. 29




[4.5 Klinisches Bild bei opc-Gen positiven und negativen invasiven Stammen|.

[ ursachten Infektionstallel . . . . . .. ... ... .. ... ..... 31
[4.5.2  Zusammenhang opc-Gen, Opc-Expression und klinisches Bild|. . . 32

[4.5.3  Zusammenhang klonaler Komplex, Opc-Expression und klinisches |

I Bildl . .. 33
15 Diskussion 35
6 Zusammentassung] 40
42

5 ~hnis



1 Einleitung

1.1 Neisseria meningitidis

1.1.1 Taxonomische Einordnung

Neisseria meningitidis, umgangssprachlich als Meningokokkus bezeichnet, gehort zu der
Gattung Neisseria (Familie Neisseriaceae). Neisserien sind gramnegative Diplokokken.
Die Spezies Neisseria gonorrhoeae und Neisseria meningitidis sind fiir den Menschen
pathogen, wobei es auch innerhalb der Spezies Neisseria meningitidis apathogene Kom-
mensale gibt. Andere Neisseria-Arten wie zum Beispiel N. lactamica, N. cinerea, N.
mucosa und N. flavescens imponieren ausschliefslich als sogenannte Schleimhautkom-
mensale im Nasopharynx und sind nur in sehr seltenen Fallen an Krankheiten beteiligt.
Ihre medizinische Bedeutung besteht in der Fihigkeit, mit N. meningitidis oder N. go-
norrhoeae genetisches Material iiber Transformation auszutauschen, was zur Erhohung
der Erregervariabilitét fiihrt (Bowler et al., 1994). Meningokokken kommen ausschliefs-
lich beim Menschen vor. Circa 10 % der Bevolkerung sind symptomlose Meningokokken-
trager. Dies wurde beispielsweise von Claus et al., 2005 untersucht, die iiber Abstriche
von 8000 Kindern und Jugendlichen in Bayern berichtete. Hierbei ergab sich eine an-
steigende Trégerrate mit steigendem Alter der Probanden. In den ersten Lebensjahren
betrug sie ca. 3%, um dann bis zum 15. — 19. Lebensjahr auf ihren héchsten Wert mit bis
zu 35% anzusteigen (Cartwright et al., 1987; Blackwell et al., 1990; Caugant et al., 1994;
Stephens, 1999; Claus et al., 2005). Von gesunden Trigern isolierte Meningokokken sind
oft unbekapselt (Claus et al., 2002).

1.1.2 Typisierung von Meningokokken

In der duferen Membran befindet sich eine Vielzahl von Proteinen (OMP = outer mem-
brane protein). Anhand ihres Wanderungsverhaltens in der elektrophoretischen Auftren-
nung wurden die Hauptaukenmembranproteine in fiinf Klassen eingeteilt (Tsai et al.,
1981). Von Bedeutung sind dabei vor allem die Klassen 1, 2, 3 und 5. Die Proteine der
Klassen 1 (Porin A), sowie 2 und 3 (Porin B) sind porenformende Transmembranpro-
teine mit Beta-Barrel-Struktur, die dem Stoffaustausch durch die Membran hindurch
dienen (Klebba, 2005). Sie wurden auf Grund ihrer antigenetischen Variabilitét fiir die
Typisierung und Einteilung der Meningokokken in Serotypen (Porin B) und Subsero-
typen (Porin A) verwendet (Maiden et al., 1991; Frasch et al., 1985). Zur Klasse 5
gehort neben den Opa-Proteinen das Opc-Protein (Achtman et al., 1988), auf das im
weiteren Verlauf der Arbeit noch ndher eingegangen werden soll. Ein weiteres wichtiges
Aufsenmembranprotein ist das Protein FetA. Es wird abhéngig von der umgebenden



Eisenkonzentration (bei Eisenmangelzustinden) exprimiert und hat grofe Homologie zu
einem Enterobactin-Rezeptor von E. coli (Ala’Aldeen et al., 1990; van der Ley et al.,
1996; Carson et al., 1999). Von Thompson et al., 2003 wurde seine groke genetische
Variabilitit festgestellt und die Moglichkeit zur Typisierung von Meningokokken auf
der Basis von FetA ins Spiel gebracht. Ferner sind in der dufteren Membran Pili und
Oberflichenadhisine zu finden, die, genauso wie PorA, PorB und FetA einer sehr hohen
Phasenvariation und Mutationsvielfalt unterliegen. Die Pili sind retraktile Typ-IV-Pili,
die die ,twitching motility” der Erreger, sowie die initiale Verankerung an der Wirtszelle
sicherstellen (Mattick, 2002; Kallstrom, et al., 1998), haben im Rahmen der Typisierung
von Meningokokken jedoch keine Bedeutung. Die hochvariablen Opa- beziehungsweise
Opc-Proteine vermitteln den direkten Kontakt der Meningokokken mit der Wirtszelle
durch Bindung an bestimmte Rezeptoren auf deren Oberfliche und bereiten die Zellin-
vasion vor (Virji et al., 1992; Vries et al., 1998).

Meningokokken sind von einer Polysaccharidkapsel umgeben, die sie vor Phagozytose
durch Abwehrzellen des Wirtes und vor Zerstérung durch Komplement schiitzt (Vogel
et al., 1997). Die chemische Zusammensetzung der Polysaccharide bestimmt die Sero-
gruppe der Meningokokken. Insgesamt unterscheidet man 12 verschiedene Serogruppen:
A, B, C E H I, K, L, W X, Y und Z (Abdillahi et al., 1987; Vedros, 1987). Die
weltweit am hiufigsten bei Patienten mit invasiven Infektionen isolierten Serogruppen
sind A, B, C, W, X und Y, die zusammen 90% aller invasiven Infektionen verursa-
chen (Rosenstein et al., 2001). Zusétzlich zu den Serogruppen untersucht man durch
DNA-Sequenzierung der kodierenden Gene die weiteren subkapsuldren Antigene PorA
und FetA und kann so eine Feintypisierung vornehmen (Jolley et al., 2007). Durch die
Multilokus-Sequenztypisierung MLST erfolgt eine Charakterisierung der Stdmme auf
Genotyp-Basis (Maiden et al., 1998). Dabei werden circa 450 bp lange interne DNA-
Abschnitte von sieben Stoffwechselgenen sequenziert und ihnen Allelnummern zugeord-
net. Das Allelprofil der sieben Gene wird einem Sequenztyp (ST) zugeordnet. Sequenz-
typen, die insgesamt vier oder mehr Allele miteinander teilen, werden zu einem klonalen
Komplex (cc) zusammengefasst (Maiden et al., 1998).

Zusammenfassend lassen sich Meningokokken nach folgenden Merkmalen typisieren (Jol-
ley et al., 2007): Die Serogruppe ergibt sich aus der Polysaccharid-Kapsel, der Feintyp
aus der Genotypisierung der Aukenmembranproteine PorA und FetA. Der Sequenztyp
bzw. der klonale Komplex ist ein Ergebnis der MLST. Jolley et al., 2007 schlagen fiir die
Typisierung der Meningokokkenstdmme eine Nomenklatur nach folgendem Schema vor:
Serogruppe: PorA Typ: FetA Typ: Sequenztyp (klonaler Komplex), zum Beispiel: B:
P1.19,15: F5-1: ST-33 (cc32). Dieses Schema kann mittlerweile durch die ,next genera-
tion sequencing” - Methode auf beliebig viele Loci erweitert werden (Jolley et al., 2013;
Harrison et al., 2013).

1.1.3 Genetische Variabilitat

Die Spezies Neisseria meningitidis zeichnet sich durch eine hohe genetische Variabili-
tat aus. Diese hilft den Bakterien nicht nur, sich an wechselnde Umweltbedingungen
anzupassen, sondern sie unterstiitzt sie auch bei der Abwehr des menschlichen Im-



munsystems und der Ausbildung der Antibiotikaresistenz. Die genetische Variabilitit
wird durch die verschiedensten Mechanismen gewéhrleistet. Fin Mechanismus besteht
in dem horizontalen Gentransfer durch Transformation. Hierbei kénnen unterschiedliche
Meningokokken-Stdmme DNA miteinander austauschen; diese Fahigkeit wird als natiir-
liche Kompetenz bezeichnet (Maiden et al., 1996). Neben Mosaikgenen, die aus eigener
und Fremd-DNA bestehen, ist auch ein Austausch von kompletten Genen oder ganzen
Gen-Gruppen moglich (Lujan et al., 1991; Bowler et al., 1994). So zeigten Swartley et
al., 1997, beispielsweise, dass es durch horizontalen Gentransfer zu einem Austausch des
Kapsel definierenden Gens und damit zu einem Wechsel der Serogruppe kommen kann.
Voraussetzung fiir die Transformation sind bestimmte DNA-Sequenzen (DUS = DNA
uptake sequences), deren spezifische Erkennung durch ein Typ IV Pilin vermittelt wird
(Cehovin et al., 2013).

Zu weiteren Mechanismen, die fiir Mikroevolution sorgen, zidhlen Punktmutationen, De-
letionen, Insertionen und Translokationen von Genen innerhalb des Genoms (Bai et
al., 2010). Hier soll vor allem auf die Phasenvariation durch die variable Anzahl von
Nukleotid-Wiederholungen, die sowohl in kodierenden, als auch in nicht-kodierenden
Regionen des Genoms durch "slipped strand mispairing"vorkommen kénnen, eingegan-
gen werden. Hierbei entscheidet eine bestimmte Anzahl von Nukleotid-Wiederholungen
dariiber, ob das Protein exprimiert wird oder nicht, wenn die Phasenvariation inner-
halb eines Genes stattfindet, oder in welcher Stirke das Gen exprimiert wird, wenn die
Phasenvariation im Promotor stattfindet (Saunders et al., 2000). Dieser Mechanismus
ist nicht nur fiir das Opc-Protein (Sarkari et al., 1994), sondern auch fiir die Variation
der Pilin-Glykosilierung (Power et al., 2003), die Variation des PorA-Proteins (Tauseef
et al., 2013) oder der Regulation der Expression des lgtG-Proteins (Bayliss et al., 2008)
bekannt. Saunders et al., 2000 beschreiben 65 phasenvariable Gene im Genom des Neis-
seria meningitidis Stammes MC58, die zur Adaptation dieser Spezies an seine Umwelt
beitragen.

Dariiber hinaus tragen slippage-like-Mechanismen, stille Loci im Genom, sowie der C-
terminale Austausch in bestimmten Genen zur hohen genetischen Variabilitit von Neis-
seria meningitidis bei (Bentley et al., 2007; Meyer et al., 1990).

1.1.4 Epidemiologie

Die ersten Meningokokken-Infektionen mit charakteristischer Symptomatik wurden 1805
in Genf und 1806 in den USA beschrieben (Vieusseux, 1805, Danielson, 1806). Die erste
Erregerisolation gelang Anton Weichselbaum 1887 aus einem Liquorpunktat eines an
Meningitis erkrankten Patienten (Weichselbaum, 1887). In Deutschland ist die Sero-
gruppe B die hiufigste Serogruppe bei invasiven Infektionen (Hellenbrand et al., 2012).
Gehauft treten Infektionen im ersten Quartal des Jahres auf. Es gibt zwei Altersgipfel
der Erkrankungen: im Alter von 0,5 bis 4 Jahren mit der héchsten Anzahl von Infek-
tionen und im Alter von 15 — 19 Jahren (Brehony et al., 2014). Die Gesamtinzidenz
schwankt europaweit zwischen 0,5 und 5 Infektionen pro 100000 Einwohner mit einer
Letalitét von 8% (Trotter et al., 2007). Epidemisch treten Meningokokkenerkrankungen
im sogenannten ,Meningokokkengiirtel“ auf, der sich von West- bis Ostafrika (Gambia



bis Athiopien) erstreckt (Pollard, 2001). Die Ubertragung erfolgt durch direkten Kontakt
und durch Tropfchen (Nelson, 1996).

1.2 Das Opc-Protein

Das Opc-Protein ist ein Protein der Klasse 5 mit beta-barrel-Struktur in der Aufenmem-
bran von Neisseria meningitidis. Es besteht aus 272 Aminosduren mit 28 kDa (Achtman
et al., 1988) und hat zehn Transmembran-Doméanen und fiinf Loops an der Oberfliche
(Merker et al., 1997). Das opc-Gen umfasst 819 Basenpaare und ist zwischen den Ge-
nen glyA (kodiert eine Serin- Hydroxymethyltransferase) und dedA (kodiert ein Protein
unbekannter Funktion) eingebettet (Zhu et al., 1999).

Im intergenischen Bereich 5’ von opc ist in manchen Stdmmen eine 230 bp lange Inser-
tion zu finden. Innerhalb des Gens zeigte sich eine begrenzte Sequenzvariabilitit (Seiler
et al., 1996). Bestimmten Neisseria meningitidis Stammen fehlt das ganze opc-Gen, wie
zum Beispiel den Stdmmen, die zum ST-8 und ST-11-Komplex gehoren (Wang et al.,
1993).

opc

2300p

kodierender Bereich

Insert Poly C

Abbildung 1.1: Genomische Umgebung des opc-Gens. Eingezeichnet sind die flankieren-
den Gene glyA und dedA sowie die Position der Insertion (ein 230bp lan-
ger Abschnitt, den bestimmte Stamme aufweisen) und des Poly-Cytidin-
Bereiches in der 5’ flankierenden Region

Zur Funktion des Opc-Proteins wurde 1992 ein Zusammenhang zwischen der Ex-
pression von Opc und der Invasion von Epithel- und Endothelzellen durch Neisseria



meningitidis festgestellt (Virji et al., 1992). Spéter konnte man die molekularen Mecha-
nismen der Interaktion von Opc mit den Wirtszellen aufklaren. Opc bindet an sulfatierte
Tyrosine von aktiviertem Vitronektin beziehungsweise Fibronektin, was iiber eine wei-
tere Interaktion mit Integrinen der Wirtszelle zur Internalisation der Bakterien fiihrt
(Unkmeir et al., 2002; Sa E Cunha et al., 2010). Dementsprechend beobachtete man ein
Fehlen dieser Internalisation bei Opc-negativen Stdmmen wie ST-11 (Unkmeir et al.,
2002). Die Interaktion von Opc mit Vitronektin trigt ferner zur Inhibition der Bildung
des membrane attack complexres (MAC) des humanen Komplementsystems und so zur
Erh6hung der Serumresistenz Opc-positiver Meningokokken bei (Griffiths et al., 2011).
Die Opc-Expression wird auf transkriptionaler Ebene durch einen Polycytidin-Bereich
im Promotor des Gens reguliert. Sarkari postulierte eine Expression bei 11-14 Cytidin-
Wiederholungen und keine Expression bei Cytidin-Wiederholungen kleiner als 11 bezie-
hungsweise grofer als 14. Ferner unterschied sie zwischen einer ,intermediate expression”
bei 11 und 14 Cs und einer ,high expression® bei 12 und 13 Cs (Sarkari et al., 1994).
Die phasenvariable Opc-Expression ist ein Mechanismus von Neisseria meningitidis zur
Anpassung an sich d&ndernde Umweltbedingungen und zum Schutz vor dem humanen Im-
munsystem (Hubert et al., 2012). Die Autoren untersuchten in dieser Studie die Wider-
standsfahigkeit von unbekapselten Meningokokken-Stammen des Sequenztyps ST-41/44
gegen das humane Komplementsystem. Der Stamm DE9686 wurde genetisch verdndert,
sodass er weder eine Kapsel, noch das Protein fHbp exprimierte und keine LPS Sialylisie-
rung zeigte. Ferner wurde durch Mutation das mutS-Gen, das fiir ein DNA-Reparatur-
Protein kodiert, aufer Kraft gesetzt und die Frequenz der Phasenvariation erhéht. Die
DE9686-Mutante wurde mit humanem Serum in Kontakt gebracht, wodurch 99,9 % der
Bakterien eliminiert wurden. Innerhalb der serumresistenten Population zeigten 88 %
eine erhohte Expression des Opc-Proteins durch Phasenvariation im opc-Promotor.

Da es gelang, die Bildung von bakteriziden Antikérpern gegen das Opc-Protein bei Men-
schen und M&usen zu induzieren (Rosenqvist et al., 1993; Merker et al., 1997), wurde
Opc als moglicher Impfantigenkandidat ins Spiel gebracht und von Keiser et al., 2010 in
einer Phase T Studie getestet. Die Autoren begriinden dies zum einen mit der Beobach-
tung, dass Antikorper gegen das Opc-Protein in Seren von Meningokokken-Meningitis-
Patienten nachgewiesen wurden (Norheim et al., 2007) und zum anderen damit, dass
diejenigen Probanden der Studie, die eine vierfach stirkere bakterizide Wirkung im Se-
rum aufwiesen, sehr viel hohere Werte an Opc-Antikérpern zeigten als non-responder.
Eine weitere Voraussetzung, die das Opc-Protein als Impfantigenkandidat erfiillt, ist die
starke Konservierung seines Gens mit nur sehr geringen Sequenzvariationen, wie schon
oben beschrieben (Zhu et al., 1999).

Untersuchungen zum Vorkommen von Opc in Stammsammlungen wurden unter ande-
rem von Alamro et al. 2014 durchgefiihrt. Hierbei wurden die Neisseria meningitidis
Stamme von 21 asymptomatischen Trigern auf die Expression von Opc und sieben an-
deren phasenvariablen Proteinen iiber einen Zeitverlauf von sechs Monaten untersucht.
Zu Beginn der Untersuchung exprimierten 18 das Opc-Protein, wobei diese Expressi-
on im Zeitverlauf abnahm auf 7, was einer Reduktion um 61% entspricht. Die Autoren
fiihrten dieses Ergebnis auf die Anpassungsreaktion der Neisseria meningitidis Stamme
zum Schutz vor dem humanen Immunsystem zuriick.



1.3 Die untersuchten Stammsammlungen

1.3.1 Invasive Stamme

In dieser Arbeit wurden 1141 invasive Stdmme aus der Stammsammlung des Nationa-
len Referenzzentrums fiir Meningokokken in Wiirzburg untersucht. Die Stimme wurden
aus Blut oder Liquor von Patienten isoliert, die in den Jahren von 2001 — 2010 eine
Meningokokkeninfektion erlitten. Zu jedem dieser Stdmme ist ein Datensatz mitsamt
dem klinischen Verlauf, gegliedert in Sepsis und/oder Meningitis und/oder Waterhouse-
Friderichsen-Syndrom, sowie dem klinischen Outcome (Letalitét ja oder nein) vorhan-
den. Diese Daten werden im Rahmen der gesetzlichen Meldepflicht nach Infektions-
schutzgesetz erfasst und jahrlich mit den Laborsurveillance-Daten verkniipft, um der
Verpflichtung der Meldung an die europiische TESSy-Datenbank nachkommen zu kon-
nen. Fiir die Stdmme lag eine Feintypisierung sowie eine MLST-Sequenztypisierung vor.
Die klinischen Daten wurden von Hellenbrand et al. am Robert-Koch-Institut, Berlin
zur Verfiigung gestellt (vgl. Hellenbrand et al., 2012). Einschlusskriterium fiir die Stam-
me war das Vorliegen eines Sequenztypes. Die Zahlen variieren zwischen den Jahren, da
unterschiedliche Anteile an Stammen der MLST zugefiihrt werden konnten. Das Studi-
endesign verlangte nicht nach einer repriasentativen Auswahl der Stdmme, da Genotypen
mit Phanotypen assoziiert wurden. Dies gilt in gleicher Weise fiir die im Abschnitt 1.3.2
dargestellten Tragerstamme.

Nichtsdestotrotz sind beide Stammsammlungen als repréisentativ fiir die Stammpopula-
tionen zu werten:

1. Bei den invasiven Stdmmen wurden entweder alle Isolate eines Jahrganges oder jedes
zweite, dritte oder vierte nach Eingang in die MLST einbezogen.

2. Bei den Trégerisolaten aus der Bayerischen Meningokokkentrigerstudie (Claus et al.,
2005) wurden ca. 95% aller Stédmme in die Analyse eingeschlossen.

Tabelle 1.1: Anzahl der untersuchten invasiven Stamme pro Kalenderjahr
2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010
5 236 | 91 55 54 68 | 174 | 301 | 66 91

1.3.2 Tragerstamme

Es wurden 792 von insgesamt 830 Trigerstimmen untersucht, die 1999 und 2000 im
Rahmen der Bayerischen Meningokokkentragerstudie isoliert worden waren (Weber et
al., 2006; Claus et al., 2005; Claus et al., 2002). Auch von diesen Stdmmen lag eine
Feintypisierung und MLST-Sequenztypisierung vor.

1.4 Ziele dieser Arbeit

Das Opc-Protein wurde erstmals von Achtman et al., 1988 als eines von acht Aufen-
membranproteinen der Klasse 5 beschrieben. Es ist ein gut konserviertes Aufenmem-



branprotein mit phasenvariabler Expression auf transkriptionaler Ebene, das Neisseria
meningitidis bei der Interaktion mit Endothel- beziehungsweise Epithelzellen und im
Kampf gegen das humane Immunsystem unterstiitzt. Bei Infizierten wurden Antikorper
gegen Opc isoliert und Opc damit als moglicher Impfantigenkandidat diskutiert. Bisheri-
ge Untersuchungen zum Vorkommen von Opc beschrinkten sich auf eine vergleichsweise
kleine Anzahl von Stdmmen (Alamro et al., 2014).

Die in dieser Arbeit vorliegenden Stammsammlungen zeichnen sich nicht nur durch die
grofse Anzahl an Stimmen, sondern auch durch Informationen zum verursachten klini-
schen Bild (bei den invasiven Stdmmen), sowie durch Sequenztypisierung mit Zuordnung
zu klonalem Komplex und Serogruppen aus. Somit ist nicht nur eine vergleichende Un-
tersuchung zwischen invasiven und Tragerstammen moglich, sondern es kann auch die
Assoziation von weiteren Faktoren wie beispielsweise klonalem Komplex oder Serogrup-
pe mit Opc-Expression untersucht werden.

Zusammenfassend soll in dieser Arbeit folgenden vier Hauptfragestellungen nachgegan-
gen werden:

eWie viele invasive und Trigerstimme besitzen das opc-Gen und wie viele davon
exprimieren es?

oeWie stellt sich der Zusammenhang zwischen Opc-Expression und Struktur des
homopolymeren Trakts in der upstream-Region des Gens dar?

eDifferiert die Opc-Expression zwischen invasiven und Triagerstimmen?
eKorreliert die Opc-Expression mit bestimmten Erkrankungsbildern?

olst die Opc-Expression moglicherweise von weiteren molekulargenetischen Einfluss-
faktoren abhéngig?



2 Materialien

2.1 Gerate
Tabelle 2.1: Gerite
Gerat Bezeichnung Hersteller
Agarosegel-Elektrophoresekammer SubCell GT Bio-Rad
Elektrophorese-Power Supply 3000Xi Bio-Rad
ELISA-Reader Multi Scan Ex Thermo Labsystems
Gel-Dokumentationssystem UVT 28 MP Herolab
Gel-Scanner GS-800 Bio-Rad
Heizblock 1Q VLM
Brutschrank BB G220 CU Thermo Scientific Heraeus
Magnetriihrer RH IKAMAG IKA
Mikrowelle MW 1820 Duo Bauknecht
PCR Thermocycler Primus 96 plus MWG-Biotech
PCR Thermocycler Geneamp 2700 Life Tech
Rontgenfilm-Entwickler Curix 60 AGFA
SDS-PAGE Kammer Mini Gel Twin Biometra
Tischzentrifuge Biofuge 15 Heraeus
Vortex-Mischer SAS Stuart
Waage R 160 P Sartorius
Mini Trans Blot Cell Bio-Rad

Western Blot Kammer




2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Tabelle 2.2: Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Chemikalien Hersteller
ABTS — Tabletten und Puffer Roche
Agarose Roth
Columbia-Blutagarplatten Biomerieux
Ammoniumpersulfat (APS) Roth
Rinderserumalbumin (BSA) AppliChem
Coomassie Brilliant Blue G-250 Merck
dNTPs Peqlab
Phosphate-buffered saline (PBS Dulbecco, 10x) Invitrogen
30% Acrylamid, Bisacrylamid-Stammlosung im Verhéltnis 37,5:1 Roth
Poly-D-Lysin Hydrobromid Sigma
Magermilchpulver Heirler Cenovis
Sodium dodecyl sulfate (SDS), ultra pure AppliChem
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Merck
TRIS Roth
Tween 20 Merck
Verbrauchsmaterial Hersteller
96 Well ELISA Platten (high bind) Greiner bio-one
Nitrocellulosetransfermembran (Protran, 0,45 uM), BA 85 Whatman
Rontgenfilm (Super RX) Fujifilm
96 Well PCR Platten Biozym
96 Well Microtest Platten Sarstedt




Tabelle 2.3: Kits, Antikérper, Enzyme und Marker

Kits

Hersteller

Pierce BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific

Pierce ECL Western Blot Kit

Thermo Scientific

Antikorper

Bezugsquelle

Mouse Anti-Opc (B306)

Mark Achtman

Pox-Anti-Mouse-IgG

Jackson Immuno Research Laboratories

Enzyme

Hersteller

Taq DNA Polymerase 5U/ul

New England Biolabs

Thermopol-Puffer

New England Biolabs

Exonuclease I 20U/l

New England Biolabs

Antarktische Phosphatase 5U/ul

New England Biolabs

Grofsenmarker Hersteller
Page Ruler prestained protein marker, 10-170 kDa Thermo Scientific
Smart ladder 100 - 1000 Eurogentec

Tabelle 2.4: Oligonukleotide

Name Sequenz (5°-3’) Position MC58-Genom
RA1 CAAAGCGCACATCACCGTC 1074487 - 1074505
RA2 CCATCAAATGAATATCCATACC 1071056 - 1071035
RA3 CATCTCAAGTCTCGTCATTCC 1072689 - 1072709
RA4 AGCCTGTGTAAAGATCGATAC 1071885 - 1071905
RA4r GTATCGATCTTTACACAGGCT 1071905 - 1071885
RA5 TTTTCAGGAACGCCGGTGG 1072703 - 1072689

HC376R | ATTGTAGTCGGATATGGTAAC 1072270 - 1072250

HC589 | CGACTACAATCCAAATTTTAGAG 1072237 - 1072259

HC590 TCAGAATTTTATGCCGACGC 1071428 - 1071409

HC595 AACCGGACGAACCTAGATTC 1072765 - 1072784

Alle Oligonukleotide wurden von Sigma-Aldrich bezogen.

Tabelle 2.5: Referenzstamme fiir ELISA und Westernblot

Name | Serogruppe | klonaler Komplex | Opc-Expression Referenz
MC58 B ST-32 Ja Tettelin et al., 2000
DE9686 B ST-41/44 Ja Elias et al., 2010
DE8671 B ST-269 Nein Hellenbrand et al., 2012
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Agarosegelelektrophorese

Elektrophoresepuffer (1xTBE (pH 8,30))
100 mM Tris
100 mM Borséure
2.5 mM EDTA

Probenpuffer (GEBS (pH 8,00))
20% Glycerin
50 mM EDTA
0,05% Bromphenolblau
0,50% N-Lauroylsarcosin

SDS-Page

“Lower Tris” Puffer
1,5 M Tris (pH 8,8)
2% SDS

“Upper Tris” Puffer
0,5 M Tris (pH 6,8)
2% SDS

Trenngel (12.5%)
2,5 ml 30% Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammlosung
1,5 ml “Lower Tris”
2 ml dH20
10 4l TEMED
30 1l 10% APS

Sammelgel
0,375 ml 30% 30% Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammlésung
0,625 ml “Upper Tris”
1,625 ml dH20
10 ul TEMED
17,5 ul 10% APS

Sample Solution (1x)
5% B-Mercaptoethanol
2% SDS
12,50% Glycerin
0,5 M Tris (pH 6.8)
(Spatelspitze) Bromphenolblau
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Elektrophoresepuffer
25 mM Tris
0,05% SDS
50 mM Glycin

Farben von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Coomassie-Farbe-Losung
50% Methanol
10% Essigsaure
0,28% Coomassie Brilliant Blue G250

Entfarbelosung
7,50% Essigsaure
20% Methanol

Western Blot

Blot Puffer
0,30% Tris
1,44% Glycin
20% Methanol

PBS-T
1x PBS
0,10% Tween 20

Verwendete Abkiirzungen:

APS = Ammoniumperoxodisulfat
B-ME = 2-Mercaptoethanol
EDTA = Ethylendiamintetraessigsiure
SDS = Natriumdodecylsulfat
TEMED = Tetramethylethylendiamin
TRIS = Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Stammsammlungen
Invasive Stdmme
Es wurden 1141 Stdmme aus der Stammsammlung des Nationalen Referenzzentrums

fiir Meningokokken in Wiirzburg verwendet, die im Rahmen der laufenden Laborsurveil-
lance gesammelt, typisiert und mit den klinischen Daten des Robert-Koch-Instituts in
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Berlin verkniipft worden waren.
Siehe auch ndhere Erlduterung in der Einleitung.

Tragerstamme

Es wurden 792 Trigerstdmme untersucht, die 1999 und 2000 isoliert worden waren (Claus
et al., 2005; Claus et al., 2002). Zu diesen Stdmmen liegt auch eine Sequenztypisierung
mitsamt Zuordnung zu klonalen Komplexen vor.
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3 Methoden

3.1 Bakterienkultivierung

Fiir die Herstellung der Bakteriensuspensionen fiir die PCR, ELISA und SDS-Page-
Untersuchungen wurden die Meningokokkenstamme iiber Nacht bei 37°C/5% CO2 in
einem Brutschrank auf einer Blutagarplatte kultiviert. Anschlieffend wurden die Stdmme
von der Platte abgestrichen und in 1 ml 1xPBS suspendiert, gekocht und dann bei -20°C
eingefroren.

3.2 Polymerase-Chain-Reaction (PCR)

Die Polymerase Chain Reaction (PCR) wurde verwendet, um einen Teil des opc-Gens
mitsamt Promotor (Primerkombinationen RA3/RA4 und RA3/376R) zu amplifizieren,
bzw. um das Nicht-Vorhandensein des Gens nachzuweisen (RA1/RA2). Dazu wurde die
Taq-Polymerase mit ThermoPol-Puffer verwendet. Die PCR-Proben-Anséitze wurden in
folgender Zusammensetzung hergestellt: 5 ul NEB-Puffer, 5 ul ANTPs [jeweils 2 mM],
0,5 ol Primer 1 [20 pM], 0,5 pl Primer 2 [20 pM], 38,8 pl destilliertes HyO, 0,5 ul DNA-
Probe aus Bakteriensuspension, 0,2 ul NEB-Taqg-Polymerase.

Anschliefend wurden die PCR-Proben (der Master-Mix und die Bakteriensuspensio-
nen) in eine 96-well-PCR-Platte pipettiert und entweder im Primus 96 plus oder im Ge-
neAmp 2700 weiterprozessiert nach folgendem Ablauf: Initiale Denaturierung bei 94°C
fiir 10 Minuten; anschliefend folgt ein Zyklus, der 36x durchlaufen wird: Denaturierung
bei 94°C fiir eine Minute, Annealing bei Annealing-Temperatur (Ta) fiir eine Minute,
Polymerisation bei 72°C fiir eine Minute. Abschliefsend folgt die finale Polymerisation
bei 72°C fiir 10 Minuten.

Die Annealing-Temperatur (Ta) der Primer erhielt man durch Berechnung der Schmelz-
temperatur jedes Primers mit Hilfe der Formel [4-(G+C)+2-(A+T)] und Subtraktion
von 4°C von der niedrigeren Schmelztemperatur.

10 pl der PCR-Anséatze wurden mit GEBS-Puffer versetzt und elektrophoretisch bei 170-
200 V in 1,5% Agarosegel in 1xXTBE-Puffer aufgetrennt. Als Marker wurde der Smart
Ladder (siche Materialien) verwendet. Nach der Gel-Elektrophorese wurde das Gel ca.
10-20 min in 0,001%ige Ethidiumbromidlésung gelegt und anschliefend machte man die
DNA-Banden mit Hilfe von UV-Licht auf Grund der Interkalation des Ethidiumbromids
in die DNA sichtbar.

Zur Aufreinigung der PCR-Produkte fiir die Sequenzierung wurden Antarktische Phos-
phatase und Exonuclease I verwendet. Die Aufreinigung erfolgte im Primus 96 plus mit
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folgendem Ablauf: 30 Minuten bei 37°C und 20 Minuten bei 80°C.

Fiir die Sequenzierung wurden 7,5 ul des aufgereinigten PCR-Produktes zu 2,5 ul des
Sequenzierprimers mit der Konzentration von 10 uM gemischt und an die Firma GATC
geschickt. Zum Sequenzieren wurden die Primer RA3 bzw. RA5 verwendet.

3.3 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
(SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gele bestanden aus einem Trenngel sowie dariiber einer Sammel-
gelschicht von ca. 1 cm. Die Polyacrylamid-Konzentration des Trenngels betrug 12,5%.
Zur Herstellung der Proben fiir die SDS-PAGE wurden die Bakterien iiber Nacht auf
Blutagarplatten bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Anschliefend wurde eine ODgq) 0,2
jeder Probe in 1xPBS eingestellt, 1 ml zentrifugiert und das Pellet dann in 50 pul 1x
Sample Solution resuspendiert. Auf das Gel wurden 2,5 ul jeder Probe aufgetragen,
nachdem diese vorher fiir 10 min aufgekocht worden waren. Als Marker diente der pre-
stained protein ladder. Die Auftrennung der Proteine erfolgte iiber ca. 1,5 h, zunéchst
bei 10 mA /Gel bis die Lauffront die Sammelgelgrenze passiert hatte, anschliefsend bei
20 mA /Gel bis die Lauffront aus dem Gel herausgelaufen war.

3.4 Farben der SDS-Polyacrylamid-Gele

Nach der SDS-PAGE wurden die Gele mit Coomassie-Losung fiir ca. 20 min angeférbt.
Anschliefsend tauschte man die Coomassie-Losung durch Coomassie-Entfiarbe-Losung
aus und liek die Gele iiber Nacht unter stdndigem Schiitteln bei Raumtemperatur ent-
farben.

3.5 Western Blot

Western Blots wurden zum Nachweis des Opc-Proteins mit Hilfe des Antikérpers B306
durchgefiihrt. Dazu wurden die Proteine aus dem SDS-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran
fiir eine Stunde bei 300 mA geblottet. Anschliefend séttigte man die Membran fiir 1 h
durch standige Agitation in einer Losung von 5%iger Magermilch in PBS-T ab, um
unspezifische Bindungen zu blockieren. Uber Nacht wurde die Membran bei 4°C unter
stdndigem Schiitteln mit dem Antikérper B306 inkubiert, der in einer Konzentration von
lpg/ml in einer 1%igen Magermilch-Losung gelost war. Danach wurde die Membran
zweimal fiir jeweils 5 min in PBS-T gewaschen, bevor der poz-anti-mouse-Antikorper
1:5000 in PBS-T gel6st fiir 1 h bei Raumtemperatur dazugegeben wurde. Nach dreima-
ligem Waschen fiir jeweils 5 min wurde der Blot mit Hilfe des Pierce ECL-Kits entwickelt.
Anschliefsend legte man einen Rontgenfilm fiir ca. 1 min auf die Membranen. Der Ront-
genfilm wurde im Entwickler entwickelt. Als Positivkontrolle wurde der Referenzstamm
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MC58 und als Negativkontrolle der Stamm DE8671, der Opc nicht exprimiert, verwen-
det.

3.6 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

ELISAs wurden zum Nachweis der Expression des Opc-Proteins in den Stdmmen verwen-
det. Alle Inkubationsschritte erfolgten bei 37°C in einem Brutschrank. Zunéchst wurden
Bakteriensuspensionen mit einer ODggg 0.2 in 1xPBS hergestellt und 10 min gekocht.
Eine 96 Well ELISA Microplate wurde mit 50 ul Poly-D-Lysin (25 mg/1) fiir 30 min
bei 37°C beschichtet, um die Adhésion der Bakterien zu verbessern. Nach dreimaligem
Waschen mit 1xPBS wurden 20 ul pro Probe in jedes well gegeben. Die Adhésion der
Bakterien dauerte 1 h im Brutschrank. Anschliefend erfolgte 3x Waschen mit 1xPBS,
bevor man 150 ul 1% BSA/PBS fiir 30 min in die wells gab, um unspezifische Bin-
dungen zu blockieren. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit 1xPBS gab man 20 pl
des Antikorpers B306 (1mg/ml) in einer Verdiinnung von 1:1500 in 1%BSA /PBS in die
wells und inkubierte 45 min. Danach 3x Waschen mit 1xPBS und 30 min Inkubation
mit 20 pl poz-anti-mouse-Antikérper 1:2500 in 1%BSA /PBS. Nach erneutem dreima-
ligen Waschen mit 1xPBS wurden 20 pul ABTS [1 mg/ml| in jedes well pipettiert und
jeweils nach 10 und 20 min Inkubation die Absorption bei 414 nm im ELISA-Reader
gemessen. Als Positivkontrollen wurden die Stimme MC58 und DE9686 verwendet, die
auf jeder ELISA-Platte mit aufgetragen wurden: MC58 als Positivkontrolle mit sehr
starkem Signal und DE9686 mit weniger starkem Signal im Rahmen eines Normalisie-
rungsprotokolls.

3.7 Proteinbestimmung

Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe des Pierce BCA Protein Assay Kits bestimmt.
Als Messstandard diente eine BSA-Verdiinnungsreihe, die nach Herstellerangaben erstellt
wurde. Es wurden jeweils 20 ul des BSA-Standards und der gleichen Bakteriensuspensio-
nen wie im ELISA in die wells einer 96-well Platte pipettiert, die mit 200 ul des working
reagents versetzt wurden. Nach Inkubation der Platte fiir 30 min bei 50°C wurde die
Absorption im ELISA-reader bei 570 nm gemessen. Die Proteinkonzentration wurde aus
der BSA-Standard-Kurve errechnet.

3.8 Computer-Programme und statistische
Auswertung

Microsoft Excel 2003 wurde fiir die allgemeine Datenanalyse sowie zur Auswertung des

ELISAs und der Proteinbestimmung verwendet. Die Programme Chromas (Technelysi-
um, Version 2.5.0) und Lasergene (DNA-Star, Version 12) wurden zur Auswertung der
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Sequenzierergebnisse verwendet. Mit Hilfe der Programme MegAlign (DNA-Star, Versi-
on 12) und SeqMan (DNA-Star, Version 12) wurden Sequenzen einzelner Stimme ver-
glichen und ausgewertet. Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe von www.daten-
consult.de (Chi-square Tests) durchgefiihrt. Die Zuordnung zu klonalen Komplexen er-
folgte mittels pubMLST.org.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der invasiven und
Tragerstammsammlung

Altersverteilung

Die Altersverteilung der beiden Stammsammlungen unterscheidet sich deutlich in An-
zahl und Altersspanne.
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Abbildung 4.1: Anzahl der Staimme pro Alter der Patienten bzw. Probanden, A: invasive
Stamme, B: Tragerstimme



Die Altersverteilung der invasiven Meningokokkenfalle spiegelt den klassisch zweigipf-
ligen Verlauf, mit einer Hiufung der Infektionen zwischen dem 1. - 4. Lebensjahr und
dem 15. - 19. Lebensjahr wider (Brehony et al., 2014). Danach fillt die Anzahl der
Infektionen pro Lebensalter ab und bleibt auf einem niedrigeren Niveau einigermafien
konstant. Das hochste Lebensalter eines Patienten betrug 98 Jahre. Diese klassische
Verteilung konnte in der Stammsammlung, die auf der Basis des Vorliegens eines STs
zusammengestellt wurde, dennoch nachvollzogen werden.

Zur Isolierung der Triagerstdmme wurden von Claus et al., 2005 insgesamt 8000 Per-
sonen untersucht, von denen 830 Neisseria meningitidis als asymptomatischen Kom-
mensale im Nasopharynx aufwiesen, was einer Tragerrate von 10,4 % entspricht. Von
diesen 830 Stammen wurden 792 in die Untersuchung einbezogen.

Die grokte Anzahl der Trigerstammisolate (341, 43%) war von Probanden im Alter von
18 - 20 Jahren. Insgesamt erstreckte sich die Altersspanne entsprechend der Publikation
von Claus et al., 2005 vom 3. bis zum 25. Lebensjahr.

Serogruppe

Die Verteilung der Serogruppen in den beiden Stammsammlungen unterscheidet sich
vor allem im Hinblick auf die Serogruppe C und im Anteil der nicht gruppierbaren
Stamme.

Tabelle 4.1: Prozentuale Verteilung der Serogruppen bei Tréger- und invasiven Stdm-
men; “ohne Kapsel“ steht fiir capsule null locus und “nicht gruppierbar
beinhaltet andere Serogruppen, auf die nicht getestet wurde

A B C E W | Y | ohne Kapsel | Nicht gruppierbar

invasive Stamme | <1% | 66% | 23% | <1% | 4% | 6% 1%

Trigerstimme - 131% | 2% | 4% | 3% | 8% 16% 36%

Bei der Hiaufigkeitsverteilung der Serogruppen der invasiven Stimme dominiert die
Serogruppe B klar mit 66% vor der Serogruppe C mit 23%. Die Serogruppen Y und W
sind mit 6% und 4% vertreten, wiahrend der Anteil der Serogruppen A und E, genauso
wie der Anteil der nicht gruppierbaren Stdmme, jeweils unter einem Prozent lag.

Die Stammsammlung reprasentiert die iiber viele Jahre in Deutschland typische Sero-
gruppenverteilung (Elias et al., 2006).

Die bei weitem am haufigsten vertretene Serogruppe im Tragerstammkollektiv, die
von Claus et al., 2005 mittels ELISA und monoklonaler Antikérper bestimmt wurden,
war die Serogruppe B mit 31%. Darauf folgten Y, E, W und C mit jeweils 8%, 4%, 3%
und 2%.

Von 36% konnte die Serogruppe nicht bestimmt werden, einerseits, weil keine Antikérper
verfiigbar waren, und andererseits weil die Kapsel nicht exprimiert wurde. 16% der Tré-
gerstimme waren konstitutiv unbekapselt, da ihnen das Kapselsynthese-Operon fehlte
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(capsule null locus) (Claus et al., 2002). Es gab 2 Stdmme mit der Serogruppe X und 6
Stamme mit der Serogruppe Z.

Molekulare Typisierung mittels MILST

Alle in die Untersuchung einbezogenen invasiven Meningokokkenisolate waren mittels
MLST typisiert worden - ebenso die Trigerisolate. Genetisch verwandte STs werden zu
klonalen Komplexen zusammengefasst (siehe Kapitel 1.1.2).

Die Population der Trigerisolate war mit 308 STs und 33 klonalen Komplexen im Ver-
gleich zu 372 STs und 26 klonalen Komplexen bei den invasiven Isolaten genetisch deut-
lich diverser, obwohl weniger Stimme eingeschlossen worden waren.
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Abbildung 4.2: Prozentuale Verteilung der klonalen Komplexe, A: invasive Stdmme, B:
Tragerstamme
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Die haufigsten in der invasiven Stammsammlung vertretenen klonalen Komplexe wa-
ren mit 37% der ST-41/44, mit 19% der ST-11 und mit 13% der ST-32-Komplex. Die
restlichen klonalen Komplexe hatten eine Verteilung von 4% oder weniger mit 15 klo-
nalen Komplexen mit einem Anteil von jeweils <1%. Insgesamt waren in der Stamm-
sammlung 26 unterschiedliche klonale Komplexe vertreten, wobei 10% der 1141 Stamme
keinem klonalen Komplex zuzuordnen waren.

Bei den Trigerstammen waren 20% der Stamme keinem klonalen Komplex zuzuord-
nen. Die grofite Anzahl an klonalen Komplexen ist durch ST41/44 mit 17%, ST-23 mit
9% und ST-53 mit 7% reprasentiert. Die restlichen klonalen Komplexe hatten einen An-
teil von 5% oder weniger. Es gab 17 klonale Komplexe mit einem jeweiligen Anteil von
unter einem Prozent. Insgesamt waren 33 unterschiedliche klonale Komplexe vertreten.
Dies entspricht einer im Vergleich zu den invasiven Isolaten wesentlichen héheren Diver-
sitiit an klonalen Komplexen.

4.2 Haufigkeit des opc-Gens

Die Bedeutung von Opc fiir die Pathogenese von Meningokokken ist intensiv unter-
sucht worden, allerdings wurden bisher noch keine gréferen Stammsammlungen auf das
grundsétzliche Vorhandensein des Gens untersucht (vgl. Alamro et al., 2014). In der
vorliegenden Arbeit wurden durch PCR-Ansétze 1141 invasive und 792 Trégerstdmme
untersucht. Dazu wurden 3 verschiedene Primerkombinationen verwendet.
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opcA-Gen

kodierender Bereich

Insert Poly C

RA1 RA3 HC376R RA4 RA2

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des opc-Gens mit der Lokalisation der verwen-
deten Primer RA1, RA2, RA3, RA4, RA5, HC376R. Bei opc-negativen
Stammen liegt zwischen glyA und dedA eine intergenische Region von
ca. 90bp Lénge.

Zunichst wurde mit der Primerkombination RA3/RA4 eine PCR durchgefiihrt, die
die 5° flankierende Region des opc-Gens und einen Teil der kodierenden Region des
Gens umfasste. Das Resultat war entweder kein Produkt, ein ca. 800bp grofes Stiick
oder ein um 230bp kleineres Stiick, je nachdem, ob die Insertion an Position 184 in der
5" flankierenden Region vorhanden ist oder nicht (siehe Abbildung 3.1). Alle Stdmme,
die mit dieser Primerkombination kein Produkt in der PCR zeigten, wurden mit der
Kombination RA1/RA2 untersucht. RA1 liegt im glyA-Gen und RA2 im dedA-Gen.
Diejenigen Stamme ohne opc-Gen lieferten darauthin ein 500bp groftes PCR-Produkt.
Bei Stammen, die mit beiden Primerkombinationen keine Bande zeigten, konnte mit
der Primerkombination RA3/HC376R ein ca. 460bp grokes DNA-Fragment amplifiziert
werden, das bei Vorhandensein der Insertion 230 bp grofser war.

22



MalleStimme M Anzahl opc-Gen positiver Stimme

450

400

350
£

300
£
I‘g
7

£ 250
7}
-

= 200
m
N
A &

< 150

100

50

G JJ_I_I_-_-_I_-_
5T-41/44 5T-11 5T-32 5T-269 5T-23 578 5T-334 5T-22 5T-162 5T-213 5T-60
klonale Komplexe
MalleStimme M Anzahl opc-Gen positiver Stdmme

160

140
o

E 120
E
s

W 100
[
[}

E 80
B LS
m

E 60
<<

40

20

o]

5T-41/44 5T-23 ST-53 5T-35 5T-198 5T-22 ST-32 sT-162 ST-60 ST-167 ST-254 sT-92
klonale Komplexe

Abbildung 4.4: Anteil der opc-Gen positiven Stdmme pro klonalem Komplex, A: invasive
Stamme, B: Tragerstimme

Bei den invasiven Stdmmen war das opc-Gen bei 812 Stdmmen (71%) vorhanden, bei
329 Stammen (29%) fehlte es.
Die zu dem klonalen Komplex ST-41/44 zugehorigen Stimme waren zu 97,8% opc-
positiv. Die klonalen Komplexe ST-269, ST-23, ST-22, ST-162 und ST-60 waren Stimme
mit einer opc-Gen-Triagerquote von 100%. Der klonale Komplex mit der zweitgroften
Anzahl an opc-Gen positiven Stammen war ST-32 mit einer Rate von 96%.
Bei 100% aller ST-231, ST-8 und ST-11-Stamme, beziehungsweise bei 92,3% aller ST-
213 und 95% aller ST-334-Stamme fehlte das opc-Gen.

Von den 792 untersuchten Trégerstimmen hatten 608 (77%) das opc-Gen in ihrem
Genom, wihrend 184 (23%) das opc-Gen fehlte.
Die zu dem am héufigsten vertretenen klonalen Komplex ST-41/44 zugehorigen Stdmme
zeigten eine opc-Gen Trégerrate von 86%. Auffallend war ferner die opc-Gen Tragerrate
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von 100% bei den Stammen der klonalen Komplexe ST-103, ST-162, ST-167, ST-175,
ST-22, ST-23, ST-254, ST-32, ST-60 und ST-92.

ST-23 war der am zweithdufigsten vertretene klonale Komplex in der gesamten Stamm-
sammlung. Der am dritthdufigsten vertretene klonale Komplex ST-53 war, genauso wie
die klonalen Komplexe ST-11 und ST-178, zu 100% negativ fiir das opc-Gen.

4.3 Lange des Poly-C-Traktes im Promotor des
opc-Gens bei opc-positiven Stammen

Es wurden diejenigen PCR-Produkte, die mit der Primerkombination RA3/RA4 ampli-
fiziert wurden, mit dem Primer RA5 und diejenigen PCR-Produkte, die mit der Pri-
merkombination RA3/376R erstellt wurden, mit dem Primer RA3 sequenziert. Dadurch
erhielt man die Information iiber die Anzahl der Cytidine im Poly-C-Promotorbereich
des opc-Gens.

Es wurde von allen 812 opc-positiven invasiven Stdmmen und allen 608 opc-positiven
Tragerstdimmen der Bereich des Genoms, der den Poly-C-Trakt im Promotor und den
Beginn des kodierenden Abschnittes beinhaltet, sequenziert.
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Abbildung 4.5: Anzahl der Stidmme, die eine jeweilige Anzahl von Cytidin-
Wiederholungen im Promotor des opc-Gens aufweisen, A: invasive Stam-
me, B: Tragerstamme

Die Spanne reichte von drei Stdmmen mit 5 Cytidin-Wiederholungen bis hin zu einem
Stamm mit 19 Cs im Promotor. Am héufigsten waren die C-Anzahlen 7 (108 Stdmme),
8 (184 Stdmme) und 9 (152 Stdmme) vertreten. Insgesamt hatten 545 Stdmme eine C-
Anzahl kleiner als 11 und 176 Stdmme eine C-Anzahl zwischen 11 und 14. Eine C-Anzahl
von 15 und mehr war bei 91 Stdmmen zu beobachten.

Zusammenfassend zeigten also 22% aller opc-positiven invasiven Stdmme eine C-Anzahl
zwischen 11 und 14.

Auch bei den 608 opc-positiven Triagerstimmen wurde die oben genannte Sequenzierung
durchgefiihrt.

Hierbei reichte die Spanne von zwei Stdmmen mit 5 Cytidin-Wiederholungen bis hin
zu 21 Stdmmen mit 17 Cs im Promotor. Am hiufigsten waren hier die C-Anzahl 7 (94
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Stdmme ) und 8 (80 Stdmme) vertreten. Jeweils 68 Stamme zeigten eine C-Anzahl von
9 beziehungsweise 13. Insgesamt hatten 311 Stdmme eine C-Anzahl kleiner als 11 und
230 Stadmme eine C-Anzahl zwischen 11 und 14. Eine C-Anzahl von 15 und mehr war
bei 67 Stdmmen zu beobachten.

Zusammenfassend zeigten also 38% aller opc-positiven Trigerstimme eine C-Anzahl
zwischen 11 und 14.

4.4 Opc-Expression bei opc-Gen positiven Stammen

Fiir alle 176 invasiven Stdmme, die eine C-Anzahl zwischen 11 und 14 im Promotor
aufwiesen, wurde ein ELISA mit dem opc-spezifischen monoklonalen Antikérper B306
durchgefiihrt.

Zur Validierung des Zusammenhangs der Anzahl der Cytidine im opc-Promotor zur
Opc-Expression (Sarkari et al., 1994) wurde fiir die C-Anzahlen 7 - 10 beziehungsweise
15 - 17 fiir jede C-Anzahl eine Stichprobe von 4 Stimmen ausgew#hlt und bei diesen
insgesamt 28 Stammen ein ELISA durchgefiihrt.

Weder bei Stdmmen mit C-Anzahlen unter 11 noch bei solchen mit einer Lénge von iiber
14 konnte eine Expression detektiert werden. Die mittlere Extinktion (414nm) bei einer
C-Anzahl von 11 und 14 betrug 0,64 beziehungsweise 0,56; diejenige bei 12 und 13 1,28
beziehungsweise 1,80 (Tabelle 4.2).

Somit konnte das Ergebnis von Sarkari bestétigt werden, die eine schwache Opc-Expression
bei 11 und 14 und eine ausgeprigte Expression bei 12 und 13, sowie keine Expression
bei <11 beziehungsweise >14 postulierte (Sarkari et al., 1994).

Tabelle 4.2: Expressionsstiarke in Abhéngigkeit von der Zahl der Cytidinreste im homop-
olymeren Trakt des Promotors von opc. Die Expressionsstiarke wurde mittels
ELISA unter Verwendung des spezifischen Antikdrpers B306 gemessen.
Anzahl der Cytidinreste | <11 | 11 12 13 14 | >14
OD 414 nm 0 |10,64]1,28|1,80(056| 0

Keine Opc-Expression trotz 11-14 Cs im Promotor

Von den 176 invasiven Stdmmen mit einer Poly-C-Anzahl zwischen 11 und 14 zeigten 24
weder eine Opc-Expression im ELISA noch im Western Blot, der fiir diese 24 Stdmme
durchgefiihrt wurde.

Darauthin wurde eine Sequenzierung der kompletten opc-Gene dieser 24 Stamme durch-
gefiihrt, und es zeigte sich eine Phasenvariation im kodierenden Bereich des Gens 231
Basenpaare nach dem Startcodon. Hier befindet sich ein Poly-Adenin-Bereich, der in
Stammen, die das Opc-Protein exprimieren, aus 8 Adenin-Wiederholungen besteht. Bei
14 der 24 Stamme zeigten sich hier nur 7 As, was zu einer Leserasterverschiebung und
damit zu einer fehlenden Expression des Opc-Proteins fiihrt. Die restlichen 10 Stdmme
wiesen keine Sequenzpolymorphismen im opc-Gen auf, sodass der Mechanismus fiir die
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ausbleibende Expression unbekannt blieb.

Von den 24 nicht exprimierenden Stdmmen waren 14 dem klonalen Komplex ST-23 zu-
zuordnen, jeweils vier Stimme den klonalen Komplexen ST-32 und ST-269 und zwei
Stamme dem klonalen Komplex ST-41/44. Die Phasenvariation im opc-Gen wiesen 13
der 14 ST-23-Stdmme, sowie ein ST-41/44-Stamm auf.

Tabelle 4.3: Zuordnung der 24 trotz einer Anzahl von 11-14 C-Resten im homopolyme-
ren Trakt des Promotors nicht exprimierenden Stdmme zu ihren jeweiligen
klonalen Komplexen. Ferner ist die Anzahl der Stidmme, bei denen eine
Leserasterverschiebung durch eine homopolymere A-Wiederholungssequenz
im kodierenden Bereich als Ursache der Nicht-Expression identifiziert wur-
de, aufgetragen.

klonaler Komplex | Anzahl Stimme | Anzahl mit Leserasterverschiebung
ST-23 14 13
ST-41/44 2 1
ST-32 4 0
S'T-269 4 0

4.4.1 Opc-Expression in Stammen unterschiedlicher klonaler
Komplexe

Die Opc-Expression der invasiven Isolate wurde mittels ELISA bestimmt, diejenige der
Tragerisolate wurde von der Anzahl der Cytidin-Reste im Promotor abgeleitet.
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Abbildung 4.6: Gemessene bzw. anhand DNA-Sequenz vorhergesagte Opc-Expression
bei invasiven bzw. Tréigerisolaten. Die Stamme sind in klonalen Komple-
xen zusammengefasst. A: Invasive Stdmme B: Tragerstaimme

Der am héufigsten vertretene klonale Komplex ST-41/44 in der invasiven Stamm-
sammlung zeigte eine Opc-Expressionsrate von 16% bezogen auf die Gesamtanzahl der
ST-41/44-Stamme, was iiber der Opc-Expressionsrate (13%) in der gesamten invasiven
Stammsammlung liegt.

Der klonale Komplex mit der hichsten Opc-Expressionsrate in der invasiven Stamm-
sammlung war ST-60 (50%), der allerdings nur mit 12 Stimmen vertreten war. Der von
den opc-Gen positiven klonalen Komplexen am zweithédufigsten vertretene klonale Kom-
plex ST-32 zeigte eine Opc-Expressionsrate von 30%. Weitere klonale Komplexe mit
iberdurchschnittlichen Opc-Expressionsraten waren ST-162 (31%) und ST-22 (28%).
Deren Gesamtanzahl in der Stammsammlung betrug jedoch nur 16 beziehungsweise 18
Stamme.

Wie in der Literatur beschrieben, waren alle ST-8 und ST-11-Stdmme opc-negativ. Diese
machten 21% aller invasiven Stdmme aus.
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Bei den Tragerstimmen zeigte der am héufigsten vertretene klonale Komplex ST-

41/44 eine Opc-Expressionsrate von lediglich 19% bezogen auf die Gesamtanzahl der
ST-41/44-Stamme, was der Halfte der Opc-Expressionsrate (38%) in der opc-Gen posi-
tiven Tragerstammsammlung entspricht.
Klonale Komplexe mit einer hohen Opc-Expressionsrate in der Triagerstammsammlung
waren ST-60 (68%) und ST-162 (63%). Der am zweithdufigsten vertretene klonale Kom-
plex ST-23 zeigte eine Opc-Expressionsrate von 52%. Weitere klonale Komplexe mit
tiberdurchschnittlich hohen Opc-Expressionsraten waren ST-22 (53%), ST-254 (50%),
ST-35 (49%), ST-32 (45%) und ST-167 (43%).

4.4.2 Vergleich invasive und Tragerstammkollektion

Bei den invasiven Stdmmen hatten 71% das opc-Gen in ihrem Genom und 13% (aller
invasiven Stdmme) zeigten eine Expression des Opc-Proteins, wohingegen bei den Tré-
gerstaimmen 77% das opc-Gen in ihrem Genom hatten und 29% aller Trégerstamme eine
(angenommene) Expression des Opc-Proteins zeigten. Somit war die Opc-Expression bei
den Trigerstdmmen signifikant ( Chi-Square-Test: p<<0,001) hoher als die Opc-Expression
bei den invasiven Stdmmen. Einschrinkend ist zu sagen, dass die tatséchliche Opc-
Expression bei den Tragerstammen nicht mittels ELISA iiberpriift, sondern ausschlief-
lich auf der Basis der PolyC-Region im Promotor vorausgesagt wurde. Legt man die in
Abb 4.5 dargelegten Zahlen zu Grunde, so lassen sich die iiber PolyC vorhergesagten
Expressionsraten vergleichen. Sie liegen bei den invasiven Stdmmen bei 86%. Somit kann
auch unter Verwendung der Vorhersage der Opc-Expression anhand der DNA-Sequenz
die Hypothese aufrecht erhalten werden, dass invasive Isolate deutlich seltener Opc ex-
primieren.

Die Trégerstimme wiesen im Vergleich zu den invasiven Stimmen somit sowohl eine ho-
here opc-Gen-Trigerrate (77% vs. 71%) als auch eine hohere Opc-Expressionsrate (29%
vs. 13%) auf.

Hinsichtlich der Verteilung der klonalen Komplexe war beiden Stammsammlungen der

hohe Anteil des klonalen Komplexes ST-41/44 (37% bei den invasiven beziehungsweise
17% bei den Triagerstimmen) gemeinsam. Der bei den Trégerstimmen nur verschwin-
dend gering (<1%) vorkommende klonale Komplex ST-11 ist der zweithdufigste bei den
invasiven Stammen, er ist zu 100% negativ fiir das opc-Gen. Insgesamt zeigte die Tré-
gerstammsammlung mit 33 verschiedenen klonalen Komplexen eine hohere Diversitat
als die invasive Stammsammlung (26 verschiedene klonale Komplexe) und das trotz der
geringeren Gesamtanzahl an Stdmmen (792 vs. 1141).
Die klonalen Komplexe ST-35, ST-60, ST-198 und ST-53 waren bei den Trigerstammen
sehr viel hiufiger vertreten als bei den invasiven Stdmmen, bei denen diese klonalen
Komplexe nur in verschwindend geringer Anzahl reprisentiert waren. Dies ist insbeson-
dere deswegen beachtlich, weil die bei den Tragerstammen {iberreprasentierten klonalen
Komplexe durchwegs eine sehr hohe Rate an opc-Gen positiven Stammen aufwiesen.
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Abbildung 4.7: Anzahl der Stamme der jeweiligen klonalen Komplexe bei invasiven und
Tragerstammen

Vergleicht man die Opc-Expressionsraten der in beiden Stammsammlungen vertrete-
nen klonalen Komplexe, so zeigten sich wesentlich héhere Opc-Expressionsraten bei den
Tragerstammen. Am deutlichsten war dieser Unterschied bei den Stammen des ST-23-
Komplex (8% Opc-Expressionsrate bei den invasiven Staimmen vs. 52% bei den Triger-
stdimmen ), wobei 14 ST-23-Stdmme bei den invasiven Stdmmen Opc nicht exprimierten
trotz einer Poly-C-Anzahl zwischen 11 und 14 (siehe oben).

Bei den klonalen Komplexen ST-162 und ST-22 zeigte sich eine doppelt so hohe Opc-
Expressionsrate bei den Trigerstimmen als bei den invasiven Stammen (62% vs. 31%
bei ST-162 beziehungsweise 53% vs. 28% bei ST-22).

Der in beiden Stammsammlungen am zahlreichsten vertretene Komplex ST-41/44 zeigte
vergleichbare Opc-Expressionsraten (16% bei den invasiven vs. 19% bei den Trigerstam-
men).
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Abbildung 4.8: Darstellung der gemessenen bzw. anhand der DNA-Sequenz vorhergesag-
ten Opc-Expressionsrate der einzelnen klonalen Komplexe bei invasiven
und Triagerstimmen

4.5 Klinisches Bild bei opc-Gen positiven und
negativen invasiven Stammen

4.5.1 Klinisches Bild und Letalitat der durch die invasiven
Stamme verursachten Infektionsfalle

Wie in 1.3.1 beschrieben, wird mit der Meldung einer Meningokokkeninfektion nach In-
fektionsschutzgesetz auch die klinische Manifestation, sowie der Endpunkt der Infektion
(letaler Ausgang oder nicht) an das RKI tibermittelt. Diese Daten wurden vom Robert-
Koch-Institut mit den invasiven Stdmmen, die an das Nationale Referenzzentrum fiir
Meningokokken geschickt wurden, gematcht (vgl. Hellenbrand et al., 2012), so dass zu
jedem der 1141 invasiven Stdmme ein kompletter Datensatz vorlag.

Die klinische Manifestation der Infektion wurde in die vier Kategorien Meningitis, Sepsis,
Waterhouse-Friderichsen-Syndrom (WFS) und keines dieser klinischen Bilder unterteilt.

In dem hier vorliegenden Datensatz trat in 38% der Félle die Meningitis alleine auf,
in 6,5% kombiniert mit Sepsis. Alle drei Krankheitsbilder zusammen wurden in 1,7%
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der Félle angegeben. Nach dem klinischen Bild der Meningitis trat die Sepsis mit 20%
am zweithdufigsten als isoliertes Krankheitshild auf. Von keinem der drei Krankheitshil-
der wurde in 23,4% der Félle berichtet. Das Waterhouse-Friderichsen-Syndrom war mit
6,3% am seltensten als isoliertes Krankheitsbild vertreten.

Tabelle 4.4: Prozentuale Verteilung des klinischen Bildes in der Patientenkohorte,
von der die invasive Stammsammlung zusammengestellt wurde (WFS —
Waterhouse-Friderichsen-Syndrom, Men = Meningitis, Sep = Sepsis)

Men | Sep | WFS | keines | WES/Sep | WFS/Men | Men/Sep | WEFS/Sep/Men

38% | 20% | 6% | 23% 3% 1,7% % 2%

Insgesamt verliefen 116 (10,2%) von den insgesamt 1141 Infektionen letal. Bei 26 der
116 letalen Infektionen lag das klinische Bild der Meningitis vor, also in 22,4% der Félle.
In 52,6% der letalen Ausgénge lag ein Waterhouse-Friderichsen-Syndrom vor (insgesamt
fithrten 44,5% aller WF'S zum Tode). Das klinische Bild der Sepsis endete zu 19% todlich.
Bei 7% der letalen Ausgéinge lag keines der drei Krankheitsbilder vor.

4.5.2 Zusammenhang opc-Gen, Opc-Expression und klinisches
Bild

Zur Untersuchung des Zusammenhangs der Opc-Expression mit dem klinischen Bild der
Erkrankung wurden die Erkrankungsfélle in die Gruppen Meningitis und keine Meningi-
tis eingeteilt. Es wurde davon ausgegangen, dass damit eine verldssliche Unterscheidung
der Krankheitsbilder moglich war. 51% der opc-Gen positiven Stamme zeigten das klini-
sche Bild der Meningitis, wohingegen es bei den opc-negativen Stadmmen nur 37% waren.
Das Vorhandensein des opc-Gens war also hochsignifikant ( Chi-square-Test: p<0,0001)
mit dem klinischen Bild der Meningitis assoziiert.

Tabelle 4.5: Vorhandensein des opc-Gens und klinisches Bild; der Ausdruck “keine Me-
ningitis“ fasst alle Fille zusammen bei denen “Meningitis® als Diagnose nicht
vorkam

opc-Gen | Stammanzahl | Meningitis | Keine Meningitis
positiv 812 414 398
negativ 329 122 207
Chi-square-Test: p < 0,0001

Betrachtete man jedoch die Opc-Expression, so trat das klinische Bild der Meningitis
in 46% der Stimme mit Opc-Expression und in 47% der Stamme ohne Opc-Expression
auf. Es liefs sich somit kein signifikanter Zusammenhang (Chi-square-Test: p<0,911)
zwischen phanotypischer Opc-Expression und klinischem Bild der Meningitis erkennen.
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Tabelle 4.6: Phanotypisch bestétigte in-vitro Opc-Expression und klinisches Bild; der
Ausdruck “keine Meningitis“ fasst alle Félle zusammen bei denen “Meningi-
tis“ als Diagnose nicht vorkam

Opc-Expression | Anzahl Stimme | Meningitis | Keine Meningitis
Ja 152 70 82
Nein 989 466 523
Chi-Square-Test: p<0,911

4.5.3 Zusammenhang klonaler Komplex, Opc-Expression und
klinisches Bild

Die beiden am hdufigsten vertretenen klonalen Komplexe in der Stammsammlung ST-
41/44 (37%) und ST-11 (19%) unterschieden sich grundlegend in Bezug auf das Vor-
handensein von ope. ST-41/44 war zu 97,8% opc-positiv wohingegen ST-11 zu 100%
opc-negativ war.

Im Hinblick auf das klinische Bild wiesen 50,7% der ST-41/44-Stamme und 36,7% der
ST-11 Stamme eine Meningitis auf.

Die Meningitis-Rate der ST-41/44-Stdmme, die das Opc-Protein tatséchlich exprimier-
ten, lag bei 45,5%.

Eine dhnliche Verteilung wiesen auch die Stimme des klonalen Komplexes ST-32 auf,
die zu 96% opc-positiv waren und eine Meningitis-Rate von 48,7% zeigten. Im Kollektiv
der Opc-exprimierenden ST-32-Stdmme lag die Meningitis-Haufigkeit bei 37,8%.
Auffallend war auch die iiberdurchschnittlich hohe Meningitis-Rate (58,8%) der zu 100%
opc-positiven ST-269-Stamme, von denen jedoch nur 2% das Opc-Protein tatsichlich ex-
primierten.

Beziiglich des klonalen Komplexes zeigten strikt opc-negative Stdimme (ST-11, ST-8)
unterdurchschnittliche Meningitisraten (37,8%; 4,5%) und klonale Komplexe mit sehr
hoher opc-Gen-Hiaufigkeit (ST-23: 100%, ST-269: 100%, ST-41/44: 97,8%) iiberdurch-
schnittlich viele Meningitis-Falle (ST-23: 53%, ST-269: 58,8%, ST-41/44: 50,7%).
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Abbildung 4.9: Anzahl der invasiven Stdmme eines bestimmten klonalen Komplexes und
die Anzahl der opc-Gen positiven Stdmme innerhalb dieses klonalen
Komplexes, dazu die Anzahl der Stimme mit Opc-Expression und die
Anzahl der Meningitis-Félle

Zusammenfassend lisst sich festhalten, dass zwar das Vorhandensein des opc-Gens
signifikant mit dem klinischen Bild der Meningitis verkniipft war, nicht jedoch die tat-
séchliche (in vitro) Opc-Expression. Hinsichtlich der Letalitiat wiesen 10% aller Stadmme,
die zu einer letalen Infektion fiihrten, eine Opc-Expression auf.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression des Aukenmembranproteins Opc in
einem invasiven Meningokokken-Stammkollektiv von 1141 Stammen und in einem Tré-
gerstammbkollektiv von 792 Stdmmen untersucht. Die Funktion des Opc-Proteins wurde
durch die Arbeit von Virji et al., 1992 mit der Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke
durch Invasion von Endothel- und Epithelzellen in Verbindung gebracht und dadurch
ein Zusammenhang zwischen dem klinischen Bild der Meningitis und der Opc-Expression
postuliert. Den genauen molekularen Mechanismus der Invasion klarten Unkmeir et al.,
2002 und Sa E Cunha et al., 2010 auf. Sie zeigten, dass Opc an sulphatierte Tyrosine
von aktiviertem Vitronektin bindet, das wiederum an humane Endothelzellen im Gehirn
bindet und durch diese Interaktion die Internalisation der Meningokokken in die Zelle
begiinstigt. In diesem Zusammenhang wurde auch ein Ausbleiben der Internalisation bei
Stammen des ST-11-Komplex festgestellt, denen das opc-Gen fehlte. Diese Erkenntnisse
warfen die Vermutung auf, dass das Opc-Protein ein wesentlicher Faktor bei der Verur-
sachung der Meningitis in Abgrenzung zu anderen durch Meningokokken verursachten
Krankheitsbildern, wie beispielsweise Sepsis oder das Waterhouse-Friderichsen-Syndrom
sein konnte. Wére dies der Fall, so wiirde das Opc-Protein als Antigen in einem Kombi-
nationsimpfstoff an Bedeutung gewinnen, wie Keiser et al., 2010 es formulierten. Diese
These wurde auch von Sa E Cunha et al., 2010 unterstiitzt, die in ihrer Arbeit zeigten,
dass der monoklonale Anti-Opc Antikérper B306 sowohl die indirekte als auch die di-
rekte Interaktion von Opc mit Vitronectin verhindert und bakterizid wirkt.

Die bisherigen Untersuchungen zur Funktion von Opc wurden mit wenigen Meningo-
kokkenstammen durchgefiihrt, von denen nicht auszugehen ist, dass sie die Meningokok-
kenpopulation reprisentieren. Folglich verfolgte die vorliegende Arbeit u.a. die Kldarung
der Frage, wie viele invasive Meningokokkenstdmme iiberhaupt opc-positiv sind und wie
viele davon das Opc-Protein exprimieren. Ferner sollte die Frage geklart werden, ob die
Expression in Stimmen von Patienten mit, beziehungsweise ohne Meningitis, differiert.
Zusitzlich sollte die Opc-Expression zwischen invasiven und Tragerstimmen verglichen
werden, um weiteren Aufschluss iiber die Bedeutung des Opc-Proteins zu erhalten.

Die Stammsammlung der invasiven Stamme wurde auf ihre epidemiologischen Merk-
male hin untersucht. Die Altersverteilung der erkrankten Patienten ergab zwei Inzidenz-
gipfel mit dem ersten, grofseren Gipfel zwischen dem 1. und dem 4. Lebensjahr und dem
zweiten Gipfel zwischen dem 15. und dem 19. Lebensjahr. Nach dem 20. Lebensjahr fiel
die Inzidenz ab und blieb auf niedrigem Niveau konstant. Dieser Verlauf spiegelt die fiir
Meningokokkeninfektionen bekannte Altersverteilung in Deutschland wider (Epidemiolo-
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gisches Bulletin Nr. 39, 2012, Rober-Koch-Institut). In den USA ist ein &hnlicher Verlauf
zu beobachten. Hier ist die Inzidenz bei unter Einjdhrigen am hochsten, es kommt zu
einem Gipfel zwischen 15 und 20 und fillt dann linear mit fortschreitendem Alter ab,
bis es mit tiber 65 Jahren wieder zu einem Anstieg kommt (Harrison, 2010).

Bei der Haufigkeitsverteilung der Serogruppen innerhalb der invasiven Stammsammlung
zeigte sich ein Dominieren der Serogruppe B mit 66% und der Serogruppe C mit 23%.
Die Serogruppen W und Y waren mit 4% bzw. 6% vertreten. Diese Verteilung ist seit
einigen Jahren geographisch charakteristisch fiir Europa, in den USA beispielsweise do-
miniert die Serogruppe Y, wohingegen im Meningokokkengiirtel in Afrika die Serogruppe
A die am héufigsten vertretene Serogruppe ist (Harrison, 2010).

Bei der Verteilung der klonalen Komplexe im Datensatz der deutschen invasiven Isolate
dominieren der ST-41/44-Komplex mit 37 % und der ST-11 beziehungsweise der ST-32
Komplex mit 19% beziehungsweise 13%. 10% der Stdmme gehorten keinem klonalen
Komplex an. Die Verteilung der klonalen Komplexe ist geographisch sehr unterschied-
lich. Die Alters-, die Serogruppen- und die Verteilung der klonalen Komplexe legen nahe,
dass die Stammauswahl der invasiven Isolate einen reprisentativen Querschnitt erfasst
hat (Elias et al., 2006). Auch wenn die Jahre heterogen verteilt waren, da in unterschied-
lichen Jahren ein unterschiedlicher Anteil der Stdmme einer MLST unterzogen wurde,
war das Auswahlverfahren fiir die MLST so gehalten, dass die repriasentativen Vertei-
lungen erzielt werden konnten.

Auf Grund der Meldedaten geméfs Infektionsschutzgesetz wurde das klinische Bild der
verursachten Infektionen in die vier Rubriken Meningitis, Sepsis, Waterhouse-Friderichsen-
Syndrom und anderes Krankheitsbild unterteilt. Auch Kombinationen aus mehreren
Krankheitsbildern traten auf. Das haufigste Krankheitsbild war dasjenige der Menin-
gitis, die in 38,1% der Fille alleine und in 6,5% kombiniert mit Sepsis auftrat. Das
Waterhouse-Friderichsen-Syndrom trat zu 12% auf. Diese prozentuale Verteilung ist
ahnlich der im ECDC (FEuropean Centre for Disease Prevention and Control) Bericht
von 2012 beschriebenen Verteilung in Europa. Dieser gibt die Meningitis in 40% und
das Waterhouse-Friderichsen-Syndrom in 15% aller Fille an. Kritisch zu hinterfragen
ist hierbei die Validitat der Angaben der klinischen Bilder, die mit der Meldung der
Meningokokkeninfektion an das Robert-Koch-Institut geméf des Infektionsschutzgeset-
zes iibermittelt wurden: Wie zuverlissig wurden Waterhouse-Friderichsen-Syndrom und
Sepsis voneinander abgegrenzt, wie wurde die Diagnose der Meningokokken-Meningitis
gestellt, wurde bei Meningitis mit Sepsis auch die Sepsiskomponente iibermittelt? Dies
alles sind Punkte, die bei der Betrachtung der Daten zu beriicksichtigen sind, die bei Mel-
dedaten allerdings retrospektiv im einzelnen Fall schwer nachvollzogen werden konnen.
Diese Gedanken werden so auch im Epidemiologischen Bulletin Nr. 39, 2012 formuliert.
Der dichotome Endpunkt der Erkrankung in letal oder nicht ist im Gegensatz dazu ein
verldssliches Resultat. Von den betrachteten 1141 invasiven Erkrankungen fiihrten 116
zum Tod, was 10,2% entspricht. Die europaweit berichtete Letalitit von Meningokok-
keninfektionen betrigt 8% (Trotter et al., 2007).
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812 der 1141 invasiven Stamme wiesen das opc-Gen in ihrem Genom auf, was einem
Anteil von 71,2% entspricht, den restlichen 329 Stammen fehlte das opc-Gen.

Die Korrelation zwischen vorhandenem opc-Gen und dem klinischen Bild der Meningitis
verglichen mit derjenigen bei opc-negativen Stdmmen ergab einen hoch signifikant ( Chi-
Square-Test: p<<0.0001) hoheren Anteil von Meningitis-Féllen bei denjenigen Stdmmen,
die das opc-Gen in ihrem Genom aufwiesen (51%) im Gegensatz zu denjenigen Stam-
men, denen das opc-Gen in ihrem Genom fehlte (37%). Diese Ergebnisse unterstiitzen
die Vermutung von Keiser et al., 2010, dass ein Zusammenhang zwischen Opc und dem
klinischen Bild der Meningitis besteht. Allerdings muss man auch der Tatsache Rech-
nung tragen, dass ein vorhandenes opc-Gen nicht gleichzeitig auch eine Expression des
Opc-Proteins bedeutet. Sarkari et al. klarten 1994 die Regulation der Expression des
Proteins auf. Mafkgebliche Rolle spielt dabei ein Poly-Cytidin-Bereich im Promotor des
opc-Gens. Je nach Anzahl der Cs wird durch diesen Mechanismus die Expression des
Opc-Proteins beeinflusst. Sarkari wies nach, dass bei einer C-Anzahl von 10 oder weniger,
beziehungsweise von 15 oder mehr, keine Expression des Opc-Proteins trotz vorhande-
nem opc-Gens stattfand. Bei einer C-Anzahl von 11 und 14 postulierte sie eine schwache
Opc-Expression, bei einer C-Anzahl von 12 und 13 eine ausgeprigte Opc-Expression.
Dieser Tatbestand wurde in der vorliegenden Arbeit mittels Durchfiihrung eines ELISA
bei allen Stammen mit einer C-Anzahl von 11-14 im Promotor und einer Stichprobe von
jeweils vier Stimmen pro C-Anzahl von 6-13 und 15-18 bewiesen.

Legt man nun, basierend auf den vorhergehend erlduterten Griinden, eine C-Anzahl von
11-14 als Mafsstab fiir eine Opc-Expression zu Grunde, so ergeben sich nur 176 Stim-
me, was einem Anteil von 21,7% der opc-Gen positiven und 15,4% aller 1141 Stamme
entspricht. Jedoch zeigte sich keine Opc-Expression bei 24 dieser 176 Stémme (siehe
unten).

Betrachtet man nun den Meningitis-Anteil innerhalb der 152 Stdmme, die Opc tat-
schlich exprimieren (46 %) und vergleicht man diesen mit dem Anteil innerhalb der
restlichen 989 Stamme (47%), so ergibt sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen
Meningitis und Opc-Expression (Chi-Square-Test: p<0,9).

Die meisten Meningitis-Isolate (n=242) wiesen eine C-Anzahl von 7-9 im Promotor
auf, was bezogen auf die Gesamtanzahl der Stamme, die eine C-Anzahl von 7-9 im Pro-
motor haben (n=442), einem Anteil von 54% entspricht.

Herauszuheben in der vorliegenden Stammsammlung ist dabei die grofe Anzahl von
Stammen (218), die zum ST-11-Komplex gehoren und die alle - ohne Ausnahme - ne-
gativ fiir das opc-Gen sind und zu 36% das klinische Bild der Meningitis aufweisen,
wohingegen nahezu alle ST-41/44-Komplexe (97%) das opc-Gen aufweisen und hier eine
Meningitisrate von 50% zu beobachten ist. Diesen Zusammenhang stellte auch schon
Virji et al., 1992 her. Allerdings ergab sich dann bei der Analyse der tatsdchlichen Opc-
Expression in der hier vorliegenden Stammsammlung gegeniiber den Stammen mit opc-
Gen aber ohne Expression plus der Stamme ohne opc-Gen kein signifikanter Unterschied
(Chi-Square-Test: p<0.9) im Zusammenhang mit Meningitis.

Anzumerken ist an dieser Stelle, dass die Opc-Expression in Korrelation zur C-Anzahl
im Promotor in dieser Arbeit in vitro gemessen wurde. Die Befunde, dass es eine Korrela-
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tion von Meningitis mit opc-Gen, nicht jedoch mit in vitro gemessener Opc-Expression
gibt, legen nahe dass weiterfiihrende Untersuchungen zur Klarung der Frage, ob sich
die Opc-Expression in vitro deutlich von derjenigen in vivo unterscheidet, durchgefiihrt
werden sollten. Als Beispiel ist hier das Protein NadA zu nennen, dass in vivo deutlich
abweichende Expressionsraten zeigt wie in vitro (Fagnocchi et al., 2013).

Uberraschenderweise waren 24 der 176 Stimme, die gemi$ der Anzahl der Cs im
opc-Promotor im ELISA eine Opc-Expression zeigen sollten, dies aber nicht taten. Das
ELISA-Ergebnis wurde durch Westernblot bestétigt. Auf der Suche nach dem urséchli-
chen Mechanismus fiir dieses Ergebnis wurde das komplette opc-Gen dieser 24 Stdmme
sequenziert. Dabei zeigte sich, dass es 231 Basenpaare nach dem Startcodon im opc-Gen
einen Poly-Adenin-Bereich gab, der bei Stimmen, die das Opc-Protein exprimierten,
aus 8 A-Wiederholungen bestand, wohingegen bei 14 der 24 Stidmme ohne Expression
hier nur 7 A-Wiederholungen zu finden waren, was eine Leserasterverschiebung zur Fol-
ge hatte. 13 dieser 14 Stdmme waren dem ST-23-Komplex zuzuordnen und ein Stamm
dem ST-44/41-Komplex. Bei den restlichen 10 Stdmmen konnte der Mechanismus fiir
die ausbleibende Expression auf der Sequenzebene des opc-Gens nicht geklart werden.

Aufser den invasiven Stdmmen wurden Meningokokken-Tragerstamme, die zwischen
1999 und 2000 in Kindergarten, Schulen und Kasernen in Bayern isoliert worden waren
(Claus et al., 2005), auf deren Serogruppen- und klonale Komplex-Verteilung sowie auf
Merkmale, die Opc-Expression betreffend, hin untersucht.

Das Alter der Probanden bewegte sich hierbei in einem engeren Spektrum (3 bis 25
Jahre) als dasjenige der invasiven Stdmme. So betrug das Alter des éltesten Probanden
25. 54% der Probanden hatten ein Alter von 17-20. Diese Gegebenheit ist vor allem der
Tatsache geschuldet, dass die Trégerrate innerhalb dieser Altersgruppe am hochsten ist.

Die Verteilung der klonalen Komplexe ist bei der Triagerstammsammlung wesentlich
diverser als bei der Sammlung der invasiven Stimme. 20% waren keinem klonalen Kom-
plex zuzuordnen und damit doppelt so viele wie bei den invasiven Isolaten. Den gréfiten
Anteil hatte der klonale Komplex ST-41/44 mit 17%. Darauf folgten ST-23 mit 9% und
ST-53 mit 7%. In einer Studie (Climent et al., 2010) mit 127 apathogenen Triagern in
Kuba, ergab sich iiber die Jahre 1993 - 2005 eine Verteilung von 44% ST-53, 27% ST-32
und 7% ST-41/44. Auch hier war eine wesentlich grofere Diversitéit im Vergleich zu den
in diesem Zeitraum erfassten invasiven Stdmmen zu finden.

Bei den Serogruppen dominierte die Serogruppe B mit 31%, gefolgt von der Sero-
gruppe Y mit 8%, sowie Serogruppe E, W und C mit 4%, 3% bzw. 2%. Bei 36% der
Stamme war die Serogruppe nicht bestimmbar und 16% wiesen konstitutiv keine Kapsel
auf. Andersen et al., 1998, die Abstriche bei 670 ddnischen Militdrrekruten entnommen
hatten, berichteten von einer Serogruppenverteilung von 31% B, 6,5% C und 4% Y. 44%
wurden als “non-groupable klassifiziert.

Von den 792 Trigerstimmen hatten 608 das opc-Gen, was einem Anteil von 77%
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entspricht. Dies ist ein signifikanter Unterschied (Chi-Square-Test: p<0,003) zu den in-
vasiven Stadmmen, die einen Anteil von 71% an opc-Gen positiven Stimmen hatten. Was
die angenommene Expression von Opc betrifft, haben 230 der 608 Stamme mit opc-Gen
eine C-Anzahl von 11-14, was einem Anteil von 38% aller opc-Gen positiver Stamme und
29% aller Tragerstdmme entspricht. Auch dieser Anteil ist signifikant ( Chi-Square-Test:
p<0,001) hoher als derjenige bei den invasiven Stdmmen (18,7% aller opc-Gen positiver
Stamme und 13,3% aller invasiver Stimme). Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe,
dass das Opc-Protein auch bei der Adhéision am Rachenepithel eine Rolle spielen konn-
te, was durch die molekulare Interaktion mit Integrinen, wie von Unkmeir et al., 2002
beschrieben, ermdoglicht wird (Hill et al., 2010).

Vergleicht man die Opc-Expressionsraten des klonalen Komplexes ST-41/44 bei Tréger-
und invasiven Stammen, so ergeben sich vergleichbare Ergebnisse ohne signifikanten Un-
terschied (Chi-square-Test: p<0,501) mit 16% Opc-Expressionsrate bei den invasiven
ST-41/44-Stammen gegeniiber einer 19%igen Opc-Expressionsrate bei den ST-41/44-
Tragerstammen.

Die hohere Opc-Expressionsrate bei den Trigerstimmen basiert folglich auch auf ei-
ner Uberrepriisentation bestimmter klonaler Komplexe (ST-23, ST-35, ST-198) mit sehr
hoher Rate an Opc-Expression.

Limitationen der Studie:
1. Nur deutsche Stamme flossen in die Analyse ein. Somit standen z.B. Stdmme aus den
afrikanischen Serogruppe A Linien nicht zur Verfiigung.
2. Die Trégerisolate sind alle in Bayern gesammelt worden und entstammen einer einzi-
gen Abstrichkampagne.
3. Die phénotypische Expressionsanalyse musste sich auf die invasiven Isolate beschran-
ken, sodass die Vergleiche schwierig waren.
4. Es konnte lediglich die in vitro Expression gemessen werden. Daten zur in vivo Ex-
pression wiren von grofem Interesse, da die Assoziation des homopolymeren C Traktes
mit der Diagnose Meningitis nahelegt, dass auch in vitro nicht permissive Poly-C Trakte
mit Expression assoziiert sind.
5. Die Qualitét der klinischen Meldedaten kann durch das Robert Koch-Institut nur be-
schriankt validiert werden.

Zukiinftiger Forschungsbedarf:

1. Mittels mittlerweile verfiighbarer humanisierter Tiermodelle sollte die in vivo Expres-
sion von Opc analysiert werden.

2. Seroprévalenzstudien sollten die Auseinandersetzung des Immunsystems mit Opc wah-
rend einer invasiven Infektion oder beim Trigertum analysieren lassen.

3. Die Effektivitiat von Opc als Impfstoffkomponente sollte mithilfe von reprisentati-
ven Stammsammlungen wie den hier beschriebenen z.B. in humanisierten Tiermodellen
untersucht werden.
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6 Zusammentfassung

Das Opc-Protein ist ein Aufenmembranprotein von Meningokokken, das iiber extra-
zelluldre Matrixproteine mit Integrinen der Wirtszelle interagiert. Opc ist in Menschen
immunogen und induziert bakterizide Antikorper. Das Opc-Protein wurde daher als aus-
sichtsreicher Impfstoff-Kandidat angesehen, da es aukerdem relativ gut konserviert ist.
Allerdings wird das Opc-Protein nicht von allen Meningokokkenstdmmen exprimiert.
Einerseits fehlt das opc-Gen in einigen klonalen Komplexen (z.B. ST-8, ST-11, ST-53),
andererseits ist die Opc-Expression nicht konstitutiv wegen einer phasenvariablen Tran-
skription, die auf einem Poly-Cytidin-Bereich im Promotor des opc-Gens beruht. In
dieser Arbeit wurde die Présenz des opc-Gens und die Opc-Expression in zwei grofen
Sammlungen deutscher Meningokokkenisolate von invasiven Erkrankungen (n=1141)
und gesunden Trigern (n=792) untersucht.

Das opc-Gen war bei 71% der invasiven und 77% der Trigerstimme nachweisbar. Der
grofste Teil der opc-Gen negativen Stdmme gehorte zu den klonalen Komplexen ST-8,
ST-11, ST-213, ST-231, ST-334 und ST-53.

Der Anteil opc-positiver Stimme, die Opc in vitro exprimieren, war bei den invasiven
Stammen kleiner als bei den Tragerstimmen (13% vs. 29%, p<0,001, Chi-square-Test).
Der grokere Anteil Opc-exprimierender Triigerstimme ist u.a. am ehesten mit der Uber-
repriasentation von wenig pathogenen klonalen Komplexen (ST-23, ST-35, ST-198) mit
einer hohen Opc-Expressionsrate zu erklaren.

24 von den 176 invasiven Stdmmen mit einer Anzahl von 11 - 14 Cs in der Promotor-
Region, die die Opc-Expression begiinstigt, zeigten weder im ELISA noch im Westernblot
eine Opc-Expression. Bei 14 dieser 24 Stimme wurde als Ursache ein phasenvariabler, in-
tragenischer Poly-Adenin-Bereich identifiziert, der zu einer Leserasterverschiebung fiihr-
te.

Die Vermutung mehrerer Autoren, dass die Opc-Expression mit dem klinischen Bild
der Meningitis verkniipft ist, konnte mit der hier genutzten grofen Stammsammlung
nicht bestétigt werden. Invasive Stamme, die das Opc-Protein exprimierten, wurden ge-
nauso héufig von Patienten mit dem klinischen Bild der Meningitis isoliert wie Stamme,
die das Opc-Protein nicht exprimierten (46% vs. 47%, Chi-square-Test: p<0,9). Aller-
dings gibt es eine starke Assoziation der Gegenwart des opc-Gens mit dem klinischen
Merkmal Meningitis. Dieser Befund gibt Anlass zu der Hypothese, dass in vitro und in
vivo Expression von Opc sich unterscheiden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass das Opc-Protein nur in 19,8% aller Isola-
te (invasive und Trigerstimme zusammengenommen) exprimiert wurde. Es zeigte sich
eine Tendenz zu haufigerer Opc-Expression in apathogenen Tragerisolaten. Das Vorhan-
densein des opc-Gens, nicht aber die in vitro Expression konnten mit dem klinischen
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Merkmal Meningitis assoziiert werden. Zusatzlich wurde ein weiterer Mechanismus der
intragenischen Phasenvariation beschrieben.
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