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1. Einleitung

1.1 Neisseria meningitidis - Mikrobiologie und Epidemiologie

Neisseria meningitidis ist ein gramnegatives, aerobes B-Proteobacterium, das
der Familie der Neisseriaceae angehort und dessen einziges Reservoir der
Mensch ist [1]. Als Ursache der weltweit vorkommenden invasiven
Meningokokkenerkrankung (IME), die sporadisch oder als Epidemie auftreten
kann und mit einer hohen Morbiditdt und Mortalitdét behaftet ist, stellt
N. meningitidis ein bis in die heutige Zeit geflrchtetes Pathogen dar [2].

Der erste bekannte Bericht Uber eine vermutlich durch N. meningitidis
verursachte Epidemie stammt von G. Vieusseux und beschreibt ein ,bosartiges,
nicht ansteckendes zerebrales Fieber®, das im Jahre 1805 in Genf um sich
gegriffen und 33 Menschenleben gekostet habe [3, 4]. Uber einen weiteren
Ausbruch wurde ein Jahr spater in New Bedford, Massachusetts, berichtet [5].
Die erstmalige Beschreibung der intrazelluléar lokalisierten oval-kokkenférmigen
Bakterien im Liquor cerebrospinalis erkrankter Personen erfolgte 1884 durch E.
Marchiafava und A. Celli [6] und die erste Isolierung gelang schliel3lich im Jahre
1887 durch A. Weichselbaum [7].

Meningokokken treten als Diplokokken mit einem Durchmesser von 0,6-1,0 um
auf und entsprechen in ihrer Feinstruktur dem klassischen Aufbau gramnegativer
Bakterien mit einer inneren Zellmembran, einer diinnen Peptidoglykan-Zellwand
und einer aulReren Membran, in die die pathogenetisch wichtigen
AulRenmembranproteine und Lipooligosaccharide (LOS) eingelagert sind. Sie
reagieren positiv im Oxidasetest und sind auf verschiedenen N&hrbéden
anzichtbar, wobei sich ein optimales Wachstum bei 35-37 °C und 5-10 % (v/v)
CO: einstellt [1]. Das Genom der bislang sequenzierten Stamme hat eine
durchschnittliche GréfRe von 2,193 Megabasenpaaren, enthalt rund 2000
kodierende Sequenzen [8-10] und weist auf Nukleotidebene ca. 90 % Homologie

mit den verwandten Spezies Neisseria gonorrhoeae und Neisseria lactamica auf
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[11]. Zu den am besten untersuchten Virulenzfaktoren gehdren die Typ IV Pili,
die Opa-Proteine, die Porine, das Lipooligosaccharid sowie die
Polysaccharidkapsel. Anhand struktureller Unterschiede der Kapselantigene
lassen sich Meningokokkenstamme zwolf verschiedenen Serogruppen
zuordnen, wobei invasive Meningokokkenerkrankungen mehrheitlich durch die
sechs Serogruppen A, B, C, W, X und Y verursacht werden [12]. Eine prazisere
Charakterisierung ist mdglich durch das ,multilocus sequence typing“ (MLST)
[13], das sich zum heutigen Goldstandard entwickelt hat. Hierbei werden 400-
500 bp grof3e, gut konservierte Abschnitte von sieben verschiedenen
Haushaltsgenen (housekeeping genes) sequenziert und zu einem Sequenztyp
(ST) zusammengefasst [14]. Gruppen verschiedener Sequenztypen, die in
mindestens vier der sieben untersuchten Fragmente identisch sind, werden als
klonaler Komplex (cc) definiert und nach dem Sequenztyp benannt, den der
mutmalliche gemeinsame Vorfahr hatte, z.B. ST-32 cc [14].

Einziges natirliches Habitat von N. meningitidis ist der menschliche obere
Respirationstrakt, speziell im Naso- und Oropharynxbereich, der Mundhdhle und
den Tonsillen [15]. Je nach Altersgruppe sind 10-35 % der Bevdlkerung mit
Meningokokkenstammen asymptomatisch kolonisiert [16-20]. Diese Tragerrate
kann in geschlossenen Gruppen wie etwa Studentenwohnheimen oder Kasernen
jedoch drastisch ansteigen und dort temporar Werte tber 70 % erreichen [21,
22]. Es wird geschatzt, dass ein Mensch im Laufe seines Lebens durchschnittlich
viermal zeitweise Trager von Meningokokken der Serogruppe B, siebenmal von
Meningokokken anderer Serogruppen und sechsmal Trager von N. lactamica ist,
wobei die ersten zehn Episoden als Trager im Durchschnitt bereits vor
Vollendung des drei3igsten Lebensjahres ablaufen [23]. Eine Kolonisierung mit
N. lactamica hat bei Uber 90 % der Sechsjahrigen schon einmal stattgefunden,
eine asymptomatische Besiedelung mit N. meningitidis bei 90 % der
Achtzehnjéhrigen [23].

Nur in Ausnahmefallen kommt es in der Folge der Kolonisierung zur Erkrankung.
Dennoch stellt die IME mit weltweit jahrlich mindestens 1,2 Millionen
Erkrankungsfallen, von denen rund 135.000 zum Tode fihren, eine ernst zu

nehmende Erkrankung dar [24].




Die bei Weitem hochste Inzidenz besteht im Bereich des ,erweiterten
afrikanischen Meningitisgurtels®, der sich sidlich der Sahara vom Senegal bis
nach Athiopien erstreckt und 26 Staaten umfasst [25]. Das Muster, mit dem die
Erkrankung in dieser Region auftritt, ist in mehrfacher Hinsicht weltweit
einzigartig. Neben einer vergleichsweise hohen Inzidenz endemisch auftretender
Erkrankungen, treten dort in unregelmaRigen Abstanden von etwa sieben bis
zehn Jahren ausgedehnte Epidemien auf, im Rahmen derer die Inzidenz in
bestimmten Regionen 1000 F&lle/100.000 Einwohner Ubersteigen kann [26-28].
Die genauen Ausloser fur das Auftreten dieser Epidemien sind nicht bekannt.
Jedoch werden klimatische Ursachen vermutet, da die Epidemien ausschlief3lich
wahrend der Trockenzeiten (Dezember bis Ende Mai) auftreten und mit Beginn
der Regenzeit enden [29]. Moglicherweise verdndern die geringe Luftfeuchtigkeit
und die hohe Konzentration an Staubpartikeln wahrend dieser Trockenepisoden
das Mikromilieu des Nasopharynxraumes und begtinstigen damit die Passage
des Erregers durch die epitheliale Barriere [29, 30]. Vor der Einfihrung des
Serogruppe A-Konjugatimpfstoffs MenAfriVac® im Jahre 2010 wurden tiber 80 %
der Epidemien im afrikanischen Meningitisgurtel durch Meningokokken der
Serogruppe A verursacht [31], wie zuletzt 2009 mit rund 90.000 Fallen in Niger
und Nigeria [32]. Bis Ende 2015 wurden Uber 237 Millionen Personen zwischen
einem und 29 Jahren mit MenAfriVac® geimpft [33], was zu einem massiven
Ruckgang sowohl der Krankheitsfalle als auch der Tragerraten mit
Meningokokken der Serogruppe A in den betreffenden Regionen fihrte [34, 35].
Epidemien mit Meningokokken der Serogruppe A sind dort seither nicht mehr
vorgekommen, doch auch weiterhin treten schwere Ausbriche im Bereich des
Meningitisgurtels auf, die nun vorrangig durch die Serogruppen C und W
verursacht werden [25, 36].

In anderen Teilen der Welt sind die jahrlichen Fallzahlen der IME weitaus
geringer. So liegt die jahrliche Inzidenz in Europa, Nordamerika und Australien
bei 0,3-3,0 Fallen/100.000 Einwohner, wobei die meisten Erkrankungsfalle durch
die Serogruppen B und C verursacht werden [24, 29]. An dritthaufigster Stelle
stehen in Europa Erkrankungen durch Serogruppe Y, jedoch haben diese

insbesondere in Nordeuropa deutlich zugenommen und machten in Schweden
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im Jahr 2012 sogar 49 % der Krankheitsfalle aus [37]. Erkrankungen durch
Meningokokken der Serogruppe X, gegen die gegenwartig kein Impfstoff zur
Verfligung steht, treten in den Industriestaaten nur selten auf, nehmen jedoch in
Subsahara-Afrika zu [38, 39]. Die Serogruppe W verursacht die meisten
Erkrankungen in Chile und Argentinien sowie in Stdafrika, Mosambik und Saudi
Arabien [36], hat allerdings im Jahr 2000 auch in GroRRbritannien und Frankreich
Ausbruche verursacht, die im Zusammenhang mit Pilgerfahrten nach Mekka im
Rahmen des Haddsch standen [40].

In Deutschland wurden im Zeitraum 2012 bis 2015 insgesamt 1294
Erkrankungsfalle und 122 Todesfalle durch Meningokokken gemeldet, womit sich
eine jahrliche Inzidenz von 0,40 Fallen/100.000 Einwohner und eine
Gesamtletalitat von 9,6 % ergaben [41]. Die meisten Félle wurden durch Stdmme
der Serogruppe B verursacht (68,9 %), gefolgt von Serogruppe C (19,7 %) und
am haufigsten waren Kinder unter finf Jahren betroffen (29,9 % der Falle) [41].
Bei Uiber 10 % der Uberlebenden wurden bleibende Beeintrachtigungen wie
Horverlust, andere neurologische Defizite oder Extremitdtenamputationen
berichtet [42]. Die Erkrankung ist in Deutschland seit 2001 meldepflichtig [43] und
fur alle Kinder ab zwolf Monaten wird seit 2006 die Impfung mit einem gegen
Meningokokken der Serogruppe C gerichteten Konjugatimpfstoff empfohlen [44].
Die Gesamtinzidenz ist in Deutschland seit 2003 ricklaufig, was insbesondere
auf niedriger werdende Fallzahlen bei Kindern und Jugendlichen zuriickzufihren
ist [41, 45]. Auch aus diesem Grund empfiehlt die Standige Impfkommission
(STIKO) bislang keine routineméfRige Impfung mit dem neuerdings zugelassenen
Multikomponentenimpfstoff gegen Meningokokken der Serogruppe B [42]. Diese
wird gegenwartig nur empfohlen flr Personen mit einem erhdhten Risiko an IME
zu erkranken, etwa durch Komplementdefekte, Hypogammaglobulindmien,
Einschrankungen der B- und T-zellularen Funktion oder Asplenie [46].

Da Ubertragungen von N. meningitidis im Wesentlichen von asymptomatischen
Tragern ausgehen, muss eine Impfung auch die Tragerraten effektiv reduzieren,
um eine Herdenimmunitat erzeugen zu kénnen [47]. Ein besseres Verstandnis

Uber die Physiologie und Pathophysiologie des Tragertums kdnnte daher in




Zukunft insbesondere fir die Pravention der durch Meningokokken verursachten

Erkrankungen wertvoll sein.

1.2 Pathophysiologie des Tragerstatus

Die Ubertragung von N. meningitidis ist nur von Mensch zu Mensch mdglich und
geschieht Uber direkten Kontakt mit Speichel oder durch Inhalation keimhaltiger
Tropfchen [19]. Die kritische Infektionsdosis ist bislang nicht bekannt. Vermutlich
schitzt die stark hydratisierte Polysaccharidkapsel das Bakterium wéahrend der
Ubertragung vor dem Austrocknen an der Luft [48, 49].

Beim Kontakt des Erregers mit epithelialen Zellen kommt es zur Adhasion, die
zunachst durch Typ-IV-Pili vermittelt wird [50-52]. Diese fadenformigen, zum Teil
einige Mikrometer langen, dynamischen Heteromultimere Giberragen die Kapsel,
und sind neben der Adhéasion auch am DNA-Austausch durch Transformation,
der Bewegung an der Oberflache durch ,twitching motility“ und an der
Aggregation von Bakterien mit der Bildung von Mikrokolonien beteiligt [53-56].
Der entscheidende Rezeptor epithelialer Zellen fur Pili ist nicht bekannt und wird
kontrovers diskutiert. Eine Bindung an CD46 konnte in der Vergangenheit gezeigt
werden [57], jedoch ist die Relevanz dieses Effektes umstritten, da die Interaktion
von Pili mit der Zielzelle auch unabhéngig von CD46 nachgewiesen werden
konnte und die Effektivitat der Adhasion nicht mit der Quantitat der CD46-
Expression korreliert [58]. Ein weiterer moglicher Rezeptor, der die Bindung von
Typ-IV-Pili an Epithelzellen vermitteln kénnte, ist der Platelet activating Factor
Receptor (PAFr) [59]. Im Verlauf wird die Adhasion durch die Bindung weiterer
bakterieller Oberflachenproteine an Rezeptoren der Epithelzelle intensiviert,
wobei die ,Major-Adhésine“ Opa und Opc eine wichtige Rolle spielen. Opa-
Proteine binden an Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) [60] und an
Rezeptoren der CEACAM-Familie [61], die ubiquitdr vorkommen und wahrend
einer Entziindungsreaktion sogar verstarkt exprimiert werden [62]. Opc bindet
ebenfalls auf Epithelzellen befindliche HSPG [63], wodurch neben einer

verstarkten Adhasion auch die Invasion in die Zielzelle durch Endozytose initiiert
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wird [64]. Erleichtert wird die Bindung von Opa und Opc durch die
Herunterregulation der Kapsel [65], die sonst durch ihre negative Ladung die
Aktivitat subkapsular gelegener AuRenmembranproteine hemmt [66]. Auch fur
eine Reihe weiterer, sogenannter ,Minor-Adhéasine” konnten wichtige Funktionen
bei der Adhéasion und der Kolonisierung nachgewiesen werden, wie etwa fur
TspA (T-cell stimulating protein A) [67], NhhA (Neisseria hia/hsf homologue A)
[68], App (Adhesion and penetration protein) [69], NadA (Neisseria adhesin A)
[70] und fur das Zweipartner-Sekretionssystem HrpA-HrpB [71].

Opa Opc
- Adhéarenz - Adharenz
- Invasion - Invasion

NhhA

- Adhéarenz Typ IV Pili

- Adharenz

- Invasion

- Aggregation

- twitching motility

- DNA-Austausch
LOS

- Adhéarenz
- Serumresistenz
- Immunevasion

- Endotoxin
App Kagsel "
- Adhéarenz T - Serumresistenz
spA
NadA Adhs
- Adharenz - Adharenz
- Invasion

Abb. 1.1: Die wichtigsten Adhasine von N. meningitidis. Auswahl relevanter Adhéasine und
deren wichtigste Funktionen.

Durch Adhé&sion am Epithel, Aggregation von Bakterien und die Sekretion einer
Matrix aus DNA, Polysacchariden und Lipiden sind Meningokokken in der Lage,
einen Biofilm zu bilden [72, 73]. Dieser ist in vitro gut untersucht und kénnte auch
in vivo eine dauerhafte Kolonisation durch Abschirmung gegen das
Immunsystem und gegen mechanische Clearance-Mechanismen begtinstigen.
Darlber hinaus entzieht sich N. meningitidis wahrend der Kolonisation der

Immunabwehr des Wirtes durch Phasen- und Antigenvariation zahlreicher
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Oberflachenproteine [74], Modifikationen der Lipooligosaccharide [75], Invasion
in die Epithelzellen, Abschnirung von AulRenmembranvesikeln sowie durch
Sekretion von IgA-Proteasen [76], der NO-Reduktase NorB [77] und des Faktor H
bindenden Proteins (fHbp), das neben Komplementfaktoren auch im Speichel
befindliche antimikrobielle Peptide in ihrer Aktion hemmt [78].

Auch bezlglich der Nahrstoffversorgung ist N. meningitidis an das Mikromilieu
des pharyngealen Epithels gut adaptiert. Als organische Energiequellen dienen
in Sekreten des Respirationstraktes vorhandene Glukose und Laktat, wobei
insbesondere Laktat fir eine erfolgreiche Besiedelung essenziell ist [79]. Die
wesentliche Eisenquelle ist wahrend der Kolonisation an Lactoferrin gebundenes
Eisen, welches N. meningitidis durch Expression eines Lactoferrin bindenden
Proteins (LbpA/B) aufnimmt, doch auch an Hamoglobin und an Transferrin
gebundenes Eisen kann mithilfe entsprechender Rezeptoren verwertet werden
[80].

Longitudinale Studien ergaben, dass der so erworbene Tragerstatus in der Regel
mindestens funf Monate andauert [81] und selbst ein immunisierender Prozess
ist, in dessen Folge Antikérper auf Schleimhéuten und im Serum nachweisbar
werden, die eine protektive Wirkung gegen die Erkrankung durch Meningokokken
haben [82, 83]. Auch die Kolonisation durch die verwandte, nicht
humanpathogene Art N. lactamica induziert sekretorische IgA und systemische
IgG Antikorper, die gegen N. meningitidis kreuzreaktiv sind und protektiv wirken
[84, 85]. Umgekehrt senkt die Immunisierung durch einen Konjugatimpfstoff auch
die Tragerraten durch N. meningitidis, wodurch bei flachendeckender Impfung
eine Herdenimmunitét erreicht werden kann [86, 87]. Eine Besiedelung durch
N. meningitidis fuhrt zwar nur in seltenen Fallen auch zur invasiven Erkrankung,
geht dieser jedoch in jedem Fall voraus. Ein besseres Verstdndnis der
Anpassungsvorgdnge wahrend des Tragertums sowohl auf der Seite des
Pathogens, als auch auf der Seite des Tragers wird daher in Zukunft auch das

Verstandnis der Pathogenese der invasiven Erkrankung verbessern.




1.3 Pathogenese der invasiven Meningokokkenerkrankung (IME)

Die IME kann entstehen, wenn Meningokokken die Epithelbarriere des Pharynx
durchbrechen, in das Blutgefal3system eindringen und in der Lage sind, sich dort
zu vermehren. Voraussetzung  hierfir ist, dass der pathogene
Meningokokkenstamm im Blut befindliche essenzielle Néahrstoffe aufnehmen
kann und den im Blut aktiven Effektoren des Immunsystems widersteht [88].

Die genauen Mechanismen, die das Uberschreiten des Pharynxepithels
ermdglichen, sind noch nicht hinreichend erforscht und in der Vergangenheit
weniger intensiv untersucht worden, als die Interaktion des Erregers mit
Endothelzellen. Vermutet wird, dass die Passage des Epithels rein transzelluléar
und nicht parazellular abléauft, da verschiedene Arbeiten Ubereinstimmend
ergeben haben, dass Meningokokken nach Infektion epithelialer Zellen in
intrazellularen Vakuolen nachweisbar werden und dass die Integritdt des
Epithelverbandes inklusive der interzellularen Haftkomplexe durch die Infektion
nicht beeintrachtigt wird [89-91]. Auch die Moglichkeit, dass Meningokokken an
der Oberflache des Epithels durch Phagozyten aufgenommen werden,
intrazellular tberleben und nach der Riickkehr der phagozytierenden Zelle in das
subepitheliale Gewebe wieder freigesetzt werden, wird als sogenannter
,Mechanismus des Trojanischen Pferdes” diskutiert [92].

Im Blut wird das Uberleben des Erregers durch eine Vielzahl von Mechanismen
zur Umgehung des Immunsystems ermoglicht, wobei die Hemmung des
Komplementsystems am besten untersucht ist und besonders wichtig erscheint.
Der wohl bedeutendste Pathogenitatsfaktor ist die Polysaccharidkapsel, die die
Phagozytose und die Lyse durch Komplementfaktoren verhindert und fir das
Uberleben im Blut essenziell ist [93]. Daneben bestehen weitere, zum Teil
redundant angelegte bakterielle Faktoren, die mit dem Komplementsystem
interferieren und Serumresistenz vermitteln, wie etwa das Faktor H bindende
Protein (fHbp) [78], das Neisserial Surface Protein A (NspA) [94], das Neisseria
Autotransporter Lipoprotein (NalP) [95] und das Porin PorA [96]. Die Expression
der Kapsel und weiterer flr das Umgehen der Immunantwort wichtiger Faktoren

wird vermutlich durch die gednderten Umgebungsbedingungen nach dem Eintritt
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in das Blut gefordert. So wurde gezeigt, dass die Kapsel und das fHbp durch
einen Anstieg der Temperatur auf 37 °C, wie sie im Blut, aber nicht auf dem
Pharynxepithel vorliegt, vermehrt exprimiert werden [97]. Auch die
Haupteisenquelle beeinflusst das Transkriptom von N. meningitidis. So wurde
gezeigt, dass mit Hamoglobin als wesentlicher Eisenquelle, wie dies im Blut der
Fall ist, die Expression der Kapsel und einiger Faktoren zur Hemmung des
Komplementsystems verstarkt und somit die Serumresistenz erhéht wird [98].
Nach dem Eintritt in das Blut ist N. meningitidis in der Lage, mittels Typ-IV-Pili am
Endothel jedes Organs inklusive des zentralen Nervensystems zu adhéarieren
und Mikrokolonien zu bilden, indem eine zunachst kleine Zahl adhéarenter
Bakterien proliferiert und Aggregate bildet [99]. Diese vaskulare Kolonisierung
spielt sich vorrangig in Kapillaren ab, da dort ein langsamer Blutstrom vorliegt
[100]. In relativ kurzer Zeit kann dies zu einer starken Vermehrung von Bakterien
und zur septischen Streuung fiihren. Als Rezeptor fir die Adhasion durch Typ-
IV-Pili an Endothelzellen verschiedener Gewebe konnte in neuen
Untersuchungen das Oberflachenprotein CD147 identifiziert werden [101].
CD147 konnte moglicherweise auch ein relevanter Pilusrezeptor auf
Epithelzellen sein, da viele Epithelien CD147 exprimieren und es im
Pharynxbereich auch als Rezeptor fur einige respiratorische Viren dient [102].
Daten hierzu liegen aber derzeit noch nicht vor. Ebenfalls nicht vollstandig
bekannt ist, inwieweit Opa-Proteine durch Bindung an CEACAM-Molekiile die
Adhasion am Endothel verstarken kénnen. Gut untersucht ist dagegen die Rolle
von Opc bei der Interaktion mit dem Endothel. Opc kann an die Serumproteine
Vitronektin [103] und Fibronektin [104] binden, wodurch tber den Kontakt mit
Vitronektin-Rezeptoren (Integrin aVB3) und Fibronektin-Rezeptoren (Integrin
o5p1) der Endothelzellen einerseits die Adhasion verstarkt wird, andererseits
verschiedene intrazellulare Signalkaskaden zur Einleitung der Invasion aktiviert
werden [103, 104].

Durch die Adhéasion verandert sich auch die Oberflache der Endothelzelle: Die
der Bakterienkolonie gegenuberliegende Seite der Zellmembran reichert Pe-

Adrenozeptoren an, die durch allosterische Bindung der Pilusproteine PIlE und




PilV den B-Arrestin-Signalweg in der Endothelzelle aktivieren, ohne dass die
sonst ubliche Gas-Protein gekoppelte Aktivierung der Adenylatcyclase eintritt
[105]. In der Folge werden Membranproteine wie etwa CD44, ICAM-1 und die
Aktin-bindenden Proteine der Ezrin-Radixin-Moesin- (ERM-) Familie in
sogenannten ,kortikalen Plaques® der Zellmembran konzentriert [106], was die
Ausbildung Mikrovilli-&hnlicher Zellmembranprotrusionen bewirkt [107]. In diese
werden die Bakterienaggregate formlich eingebettet und dadurch vor den
mechanischen Kraften des Blutstroms geschutzt [108]. Einerseits fordern diese
Protrusionen die Endozytose der bekapselten Meningokokken, andererseits
bewirkt die Anordnung der ,kortikalen Plagues® die Delokalisation und/oder
Zerstorung verschiedener Komponenten des Zell-Zell-Kontakts, wie etwa des
Polaritatskomplexes Par3/Par6/PKC{ [109], Occludin [110], verschiedener
Claudine und p120-Catenin [111]. Dies deutet darauf hin, dass die Passage
durch das Endothel, anders als beim Epithel, sowohl transzellular als auch
parazellular ablauft, was sowohl an Endothelzellen des zentralen
Nervensystems, als auch an Endothelzellen peripherer Gewebe gezeigt wurde
[91]. Das Krankheitsbild der bakteriellen Meningitis kann auftreten, wenn
Meningokokken auf diesem Weg durch das Kapillarendothel von Blutgefal3en der
Leptomeningen, des Plexus choroideus oder intrazerebral gelegener Kapillaren
treten und somit die Blut-Hirn-Schranke passieren [111]. Doch auch die typischen
hamorrhagischen L&sionen der Haut und einiger innerer Organe entstehen
vermutlich durch die vaskulare Kolonisierung und die nachfolgende stellenweise
Auflésung des Endothelverbandes [112]. Eine thrombotische Gefaldverlegung
kann die Folge sein und zu ischamischen Infarkten betroffener Hautareale oder
im schlimmsten Fall ganzer Extremitaten fuhren.

Der sehr groRen Anzahl gesunder Personen, deren oberer Respirationstrakt
asymptomatisch mit N. meningitidis besiedelt ist, steht eine sehr kleine Zahl an
Personen gegenuber, die tatsachlich an der IME erkranken. Es ist daher von
besonderem Interesse, die Bedingungen in Erfahrung zu bringen, die sowohl
durch den Bakterienstamm, als auf Seiten des Wirtes erfullt werden mussen,

damit die IME entstehen kann. Obwohl Unterschiede zwischen Tragerstammen
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aus Rachenabstrichen und krankheitsverursachenden Isolaten aus Blut oder
Liguor von Patienten intensiv untersucht werden, konnte bislang kein
Virulenzfaktor identifiziert werden, der allein fur die Entwicklung der IME
verantwortlich ist. Praktisch alle Falle von IME werden von bekapselten Stammen
verursacht [81], die mehrheitlich bestimmten, sogenannten hypervirulenten
klonalen Komplexen angehoren, wie etwa dem ST-11 cc, dem ST-32 cc oder
dem ST 41/42 cc [13]. Isolate, die aus Rachenabstrichen asymptomatischer
Trager gewonnen werden, zeichnen sich dagegen durch eine sehr viel grolRere
Diversitat aus und tragen haufig keine Kapsel [81, 113]. Trotz dieser
Unterschiede konnte der Vergleich kompletter Genome mehrerer pathogener
und lediglich kolonisierender Stamme kein ,Pathogenom® zeigen, das die
pathogenen Isolate direkt von den Tragerstammen unterscheidet [114]. Daher ist
zu vermuten, dass fir die Entstehung der IME ein komplexes Zusammenspiel
verschiedener, insbesondere auch metabolischer Regulationsprozesse
bedeutsam ist, das es dem Pathogen ermdglicht, in so unterschiedlichen
Kompartimenten wie dem Pharynxepithel, dem Blut und dem Liquor
cerebrospinalis intrazellular und extrazellular zu Uberleben und sich zu
vermehren [115].

Auch auf der Seite des Wirtes sind Faktoren bekannt, die die Wahrscheinlichkeit
erhdhen, an einer Sepsis oder Meningitis durch N. meningitidis zu erkranken oder
die einen Einfluss auf die Schwere der Erkrankung haben. Hierzu gehoéren die
Asplenie [116], systemische Defekte der Immunabwehr wie angeborene
Komplementdefekte [117, 118], bestimmte Polymorphismen in Genen fur
Zytokine [119] und in Genen fur Toll-like Rezeptoren [120], aber auch lokale
Schadigungen oder entzindliche Veranderungen des Pharynxepithels wie die
vorausgehende Infektion mit viralen Erregern [121] oder die aktive oder passive

Exposition gegeniber Zigarettenrauch [121, 122].
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1.4 Klinik der Meningokokkeninfektion

Obwohl die Ubertragung von N. meningitidis durch eine Infektion der oberen
Atemwege erfolgt, ist die Entstehung einer Pharyngitis relativ selten. In den
allermeisten Fallen verursacht die Kolonisierung des Rachenraums keine
Symptome und wird entsprechend nicht bemerkt. Biologisch betrachtet kann
dieser asymptomatische Tragerstatus als .,Normalfall der
Meningokokkeninfektion“ angesehen werden und die vergleichsweise seltene
IME eher als eine fuir Wirt und Erreger unglickliche Komplikation des Tragertums,
die durch eine bestimmte Konstellation von Adaptationsprozessen des
Mikroorganismus maglich wird [123].

Kommt es zur IME, so entsteht diese in der Regel innerhalb der ersten vierzehn
Tage nach Aufnahme des verursachenden Meningokokkenstammes. Nur selten
geht eine langere Kolonisierung voraus [124]. Die Schwere der Krankheit kann
variieren und reicht von der selbstlimitierenden Bakteridmie bis hin zu
dramatischen septischen Verlaufen, bei denen der Tod wenige Stunden nach
Auftreten der ersten Symptome eintreten kann [124].

Die haufigsten durch N. meningitidis verursachten Krankheitsbilder sind die
Sepsis und die Meningitis. 53,8 % der in den letzten Jahren in Deutschland
gemeldeten Falle entwickelten eine Sepsis. Bei 26,3 % dieser Patienten trat
zusatzlich eine Meningitis auf. Bei 45,9 % der gemeldeten Félle trat eine
Meningitis auf, ohne dass die Kriterien einer Sepsis erfullt waren [41].

Klinisch préasentieren sich die Patienten in den ersten Stunden nach
Manifestation der Erkrankung zunachst meist mit unspezifischen
Allgemeinsymptomen wie Fieber, Kopfschmerzen und Arthralgien, die leicht als
harmloserer viraler Infekt fehlgedeutet werden konnen [125]. Spezifischere
Anzeichen der Erkrankung entwickeln sich im Verlauf. Ist das Krankheitsbild der
Meningitis fuhrend, sind Fieber mit Kopfschmerzen, Erbrechen, Photophobie und
Nackensteife die typischen Symptome [126]. Bei Sauglingen und Kleinkindern,
die von der Erkrankung mit am haufigsten betroffen sind, manifestiert sich die
Meningitis jedoch meist ohne diese klassischen Meningitiszeichen und es

dominieren weniger richtungsweisende klinische Befunde, wie Appetitlosigkeit,
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Lethargie und ungewdhnliche Reizbarkeit [2]. Eine gefiurchtete Komplikation ist
der Anstieg des intrakraniellen Drucks [127].

Fuhrt die Sepsis, so sind die Symptome zu Beginn ebenfalls eher unspezifisch.
Ein verandertes Hautkolorit und kihle, diffus schmerzhafte untere Extremitaten
konnen als erste Alarmzeichen eines schweren Verlaufs mit
Kreislaufzentralisation und peripherer Mikrozirkulationsstérung auffallen. Im
spateren Verlauf kann es zum Blutdruckabfall, Delir und der Entstehung eines
septischen  Schocks mit Multiorganversagen kommen  [128]. Ein
Kardinalsymptom der Meningokokkamie ist die Entwicklung eines nicht
wegdrickbaren, petechialen Hautausschlags, der in 40 bis 72 % der Falle
vorkommt und meist die unteren Extremitaten betrifft, aber auch auf
Schleimh&uten und Skleren vorhanden sein kann [128]. Trotz der diagnostischen
Wichtigkeit dieses Symptoms sind jedoch die wenigsten Kinder, die sich mit
Petechien und Fieber prasentieren, tatsachlich an IME erkrankt. Meist sind es
andere, haufigere Differenzialdiagnosen wie etwa Infektionen mit Adenoviren
oder Enteroviren, die zu den Symptomen gefiihrt haben [129, 130]. Das Vollbild
der Meningokokkensepsis bilden die Purpura fulminans mit septischem Schock,
Purpura mit flachigeren hamorrhagischen Hautldsionen und disseminierter
intravasaler Gerinnung, sowie das Waterhouse-Friderichsen-Syndrom mit
Einblutungen in die Nebennieren. Beide sind mit einer hohen Letalitat behaftet
[131].

Neben diesen haufigsten Manifestationsformen der IME, kbnnen Meningokokken
in selteneren Fallen auch Pneumonien verursachen. Diese betreffen mehrheitlich
altere Erwachsene, werden gehauft durch Stamme der Serogruppe Y verursacht,
und haben eine deutlich bessere Prognose, als die Meningokokkensepsis
oder -meningitis [132].

Weitere Krankheitsbilder, die seltener durch Meningokokken verursacht werden
konnen, sind die pyogene Arthritis und Osteomyelitis, Peritonitis, Konjunktivitis,
Endophthalmitis und die eitrige Perikarditis [30].

Auch chronische Meningokokk&dmien wurden beschrieben, bei denen es zu
rezidivierenden Phasen mit Fieber, Purpura und wandernden Arthralgien kommt,

zwischen denen symptomfreie Intervalle liegen [133, 134].
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Insgesamt bleiben bei 7 bis 20 % der Personen, die eine IME Uberlebt haben,
dauerhafte Schaden zuriick [124, 135]. Nach einer Meningitis gehéren zu den
haufigsten Langzeitfolgen Gehorverlust, andere Hirnnervenausfalle, kognitive
Einschrankungen und psychische Veranderungen. Nach einer
Meningokokkensepsis kénnen Extremitatenamputationen, chronische
Schmerzsyndrome und Narben durch Hautnekrosen zur dauerhaften
Behinderung fuhren [124, 135].

1.5 Der Zellzyklus eukaryotischer Zellen

Der Begriff Zellzyklus beschreibt den Prozess der Bildung zweier Tochterzellen
aus einer Ursprungszelle. Dieser Vorgang erfordert das geordnete Durchlaufen
verschiedener Stadien, die zeitlich strikt voneinander getrennt sind und deren
korrekte Abfolge durch ein komplexes Netzwerk von Regulationsmechanismen
gesteuert wird. Unterteilt wird der Zellzyklus in die Mitosephase (M-Phase), in der
der doppelt angelegte Chromosomensatz getrennt und auf zwei neu entstehende
Tochterzellen verteilt wird, und in die Interphase, in der die Vorbereitungen auf
die ndchste M-Phase getroffen werden oder in der die Zelle verbleibt, wenn keine
weitere Zellteilung erfolgt. Die Interphase bestimmt die Dauer des Zellzyklus, die
je nach Zelltyp und Umgebungsbedingungen variabel ausfallen kann. Sie lasst
sich weiter unterteilen in die Gap-1-Phase (Gi-Phase), die unmittelbar auf die M-
Phase folgt, die Synthese-Phase (S-Phase) und die anschlieRende Gap-2-Phase
(G2-Phase), nach der schlie3lich wieder die M-Phase eingeleitet wird [136, 137].
Jede Zellzyklusphase hat spezifische Funktionen und wird auf eine bestimmte
Weise biochemisch reguliert, wobei an verschiedenen Kontrollpunkten
(,Checkpoints®) gepruft wird, ob die Voraussetzungen erfillt sind, um erfolgreich
in die nachste Phase des Zellzyklus einzutreten.

Die Funktion der Gi-Phase besteht in der Vorbereitung auf die nachfolgende S-
Phase durch Zellwachstum, Neubildung von Zellorganellen und Synthese von
Nukleotiden und Enzymen fir die spatere DNA-Replikation [138]. Daneben

entscheidet sich im Laufe der spateren Gi-Phase, am Gi-Kontroll- oder
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Restriktionspunkt, ob die Zelle Gberhaupt in eine weitere Runde des Zellzyklus
eintritt, oder ob sie sich in ein Ruhestadium ohne weitere Zellteilungen begibt (Go-
Phase) [139]. Ob der Restriktionspunkt tberschritten wird, ist wesentlich von
extrazellularen Faktoren abh&ngig, wie etwa der Verfluigbarkeit ausreichender
Mengen an Nahrstoffen, der Populationsdichte des Zellverbandes, der Aktion von
mitogenen Wachstumsfaktoren sowie der Abwesenheit antiproliferativer Signale
[140]. Zudem wird gepruft, ob die zellulare DNA frei von Schaden ist. Sind die
Voraussetzungen erfullt und wird der Gi-Restriktionspunkt passiert, ist ein Austritt
aus zum Zellzyklus nicht mehr méglich und eine weitere Runde bis zum néchsten
Gi-Restriktionspunkt muss vollendet werden.

In der nachfolgenden S-Phase findet die DNA-Replikation statt. Sie dauert etwa
sechs bis acht Stunden an und endet, wenn jedes Chromosom vollstéandig
verdoppelt aus zwei Schwesterchromatiden besteht.

Hieran schliel3t sich die Gz2-Phase an, die der Vorbereitung auf die Mitose dient.
In dieser Phase werden Proteine und RNA fir den Vorgang der Zellteilung
synthetisiert und die neu replizierte DNA auf Vollstandigkeit und intakte
Beschaffenheit Uberprift. Falls die DNA Schaden aufweist, kann der Zellzyklus
in der Gz-Phase, am sogenannten Gz-Kontrollpunkt, arretiert werden, wodurch
Zeit fur die DNA-Reparatur zur Verfugung steht. Ist eine DNA-Reparatur nicht
maoglich, wird durch die Aktivierung von Caspasen die Apoptose eingeleitet.
Wird auch dieser Kontrollpunkt Gberschritten, beginnt die Mitose, die nur etwa 30
Minuten bis eine Stunde dauert und sich in weitere untergeordnete Phasen, die
Prophase, die Metaphase, die Anaphase und die Telophase, untergliedern lasst
[138]. In der Prophase verdichtet sich das Chromatin und wird lichtmikroskopisch
sichtbar. Die Kernmembran I6st sich auf und die Mikrotubuli des
Spindelapparates formieren sich, ausgehend von den Zentriolen. In der
Metaphase hat bereits die Anheftung des Mitosespindelapparats an die
Kinetochore der Chromosomen stattgefunden und die Chromosomen liegen
aufgespanntim Zentrum der Zelle (,Metaphaseplatte®). Dieser Phase kommt eine
besonders wichtige Rolle in der Zellzyklusregulation zu, da am sogenannten
Metaphasen-Kontrollpunkt erneut die Mdglichkeit besteht, den Zellzyklus

anzuhalten [141]. An diesem Punkt wird Uberprift, ob jedes Kinetochor
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vollstdndig an die Mikrotubuli der Mitosespindel gebunden hat. Eine zu
frihzeitige Aufteilung der Chromosomen hétte eine ungleiche Verteilung der
Chromosomen auf die Tochterzellen zur Folge, was gravierende Folgen fur die
Tochterzellen und mdglicherweise den gesamten Organismus haben kdnnte. In
der anschlieBenden Anaphase trennen sich die Schwesterchromatiden und
wandern an die gegenuberliegenden Pole der Zelle. In der Telophase stehen sich
die nun aus nur noch einem Chromatid bestehenden Chromosomen an den
Zellpolen gegentber. Der Spindelapparat I6st sich auf und es entstehen neue
Kernmembranen um die beiden getrennten Chromosomensatze. In der
Zellmembran bildet sich ein kontraktiler Ring aus, der schlieBlich auch die
Aufteilung des Zytoplasmas auf zwei Tochterzellen bewirkt (Zytokinese) [138].
Die korrekte und zeitgerechte Abfolge dieser Vorgange wird durch ein
hochkomplexes ,biochemisches Uhrwerk® gesteuert, dessen wichtigste
Effektoren die Cyclin-abhangigen Kinasen (engl. cyclin-dependent-kinases,
CDKs), sowie deren regulatorischen Untereinheiten, die Cycline, sind.

Erste Erkenntnisse Uber Gene, die fur das Durchlaufen des Zellzyklus essenziell
sind, wurden in den 1970er Jahren durch Experimente mit Hefen gewonnen.
Diese Gene bzw. deren Produkte wurden zunéchst Cdc2 (cell division cycle) in
Schizosaccharomyces pombe und Cdc28 in Saccharomyces cerevisiae benannt
[142, 143] und spater auch analog in humanen Zellen beschrieben [144].
Unabhangig davon wurden 1983 in Eizellen von Seeigeln Proteine beschrieben,
die innerhalb eines jeden Teilungszyklus vollstandig degradiert und im Verlauf
wieder neu nachweisbar wurden und somit als Cycline benannt wurden [145].
1989 gelang schlieBlich in mehreren Spezies der Nachweis einer
Komplexbildung zwischen Cdc2 und den Cyclinen A und B, wobei das Cyclin als
aktivierende regulatorische Untereinheit dient, nach deren Bindung Cdc2 seine
Serin-Threonin-Kinase-Aktivitat entfalten und den Ubergang der betreffenden
Zelle in die M-Phase einleiten kann. Es folgte die Beschreibung weiterer Cycline
sowie weiterer durch sie aktivierter Kinasen und schlie3lich 1991 die Einfiihrung
einer neuen Nomenklatur zur systematischeren Beschreibung, wobei der Begriff
,CDK" eingefuhrt und unter anderem Cdc2 in CDK1 umbenannt wurde [146].

Inzwischen sind in humanen Zellen 29 Cycline und 20 zur Familie der CDKs
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gehodrende Serin-Threonin-Kinasen beschrieben [147], die jedoch noch nicht alle
in ihrer genauen Funktion bekannt sind und mit Sicherheit auch weitreichende
Aufgaben aul3erhalb der Zellzyklusregulation haben [148]. Die Konzentrationen
der Cycline oszillieren dabei standig durch transkriptionelle Regulation und
kontrollierten Abbau im Proteasom [149] wodurch in jeder Zellzyklusphase ein
unterschiedliches, typisches Muster an Cyclin-CDK-Komplexen vorherrscht.

Wahrend der Gi-Phase kommt es zu ansteigenden Konzentrationen der
sogenannten D-Typ-Cycline (Cyclin D1, D2 und D3). Sie gelten als die
wichtigsten Sensoren extrazellularer zellzyklusrelevanter Signale, da ihre
Expression durch die Aktivitat von Wachstumsfaktoren und die nachfolgende
Aktivierung der RAS-abhangigen MAP-Kinase-Kaskade induziert wird [140].
Durch eine Komplexbildung mit CDK4 oder CDK6 konnen sie diese in einen
aktivierten Zustand uberfihren und in den Zellkern translozieren, was zunachst
zu einer Monophosphorylierung und partiellen Inaktivierung des
Tumorsuppressorproteins RB (Retinoblastom-Protein) fuhrt [150, 151]. Beim
Austritt aus der Mitose liegt RB in einer dephosphorylierten (aktiven) Form vor, in
der es einerseits die Histon-Deacetylase (HDAC), andererseits
Transkriptionfaktoren E2F-Familie bindet und inaktiviert. Wird RB phosphoryliert,
erfolgt die Freisetzung von E2F-1 und hierdurch die Transkription von Genen, die
fur spatere S-Phase erforderlich sind, wie etwa Cyclin E, Cdc25A, Dihydrofolat-
Reduktase, Thymidinkinase, die Initiationsfaktoren MCM2-7 und Cdc6 sowie
verschiedene DNA-Polymerasen [152]. Durch die Expression von Cyclin E in der
spaten Gi-Phase wird schlief3lich die S-Phase einleitet: Cyclin E dimerisiert mit
der CDK2, was zu einer Hyperphosphorylierung von RB an weiteren (insgesamt
14) Aminosaureresten fuhrt [153]. Im hyperphosphorylierten Zustand ist RB
vollstandig inaktiviert und es kommt zur verstéarkten Expression der Target-Gene
von E2F-1. Da E2F-1 somit Gber Cyclin E seine eigene Freisetzung bewirkt,
handelt es sich um einen positiven Feedback-Mechanismus, der sich, einmal
angestof3en, selbst verstarkt bis schliel3lich die Initiation der DNA-Replikation
einsetzt [149]. Auf der anderen Seite kann die Aktivitat der CDK4 und CDK6 auch
durch negative Feedback-Mechanismen gezlgelt werden. Beispielsweise wird

durch starke onkogene Stimuli die Expression des Zellzyklusinhibitors p16'Nk4a
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gesteigert, welcher selektiv an die CDKs 4 und 6 bindet, die Interaktion mit den
D-Typ-Cyclinen verhindert und somit einen Gi-Phasen-Arrest induzieren kann
[154]. Diese konkurrierenden positiven und negativen Feedback-Loops bilden
das biochemische Korrelat des Gi-Restriktionspunkts: Wird er tiberschritten und
Uberwiegt das positive Feedback durch Cyclin E, unterhélt sich die weitere
Aktivierung von E2F-1 selbst und verstarkt sich unabhéngig von &auferen
Faktoren, bis die DNA-Replikation und somit die S-Phase eingeleitet wird.
Weitere fur die Progression in die S-Phase wichtige Substrate des Cyclin E-
CDK2-Komplexes sind neben RB auch Smad3 [155], p220 (NPAT) [156],
Nucleophosmin [155] sowie CP110, welches an der Zentriolenverdopplung
beteiligt ist [157].

Wahrend der S-Phase kommt es zur Akkumulation von Cyclin A, welches
ebenfalls an die CDK2 bindet. Hierdurch werden unter anderem Cdc6, RPA
(Replication protein A), PCNA (proliferating cell nuclear antigen) sowie die DNA-
Polymerasen o und -8 phosphoryliert [158] und damit die Elongation der DNA-
Replikation und das Durchschreiten der S-Phase vorangetrieben.

Die anschliel3ende G2-Phase wird zunachst durch den Komplex aus Cyclin A und
der CDK1 reguliert. Dieser phosphoryliert und aktiviert unter anderem den
Transkriptionsfaktor FoxM2, der hierauf einen Komplex mit dem Koaktivator
CREB-binding protein (CBP) bildet. Hierdurch wird wiederum die Transkription
einer ganzen Reihe von Genen aktiviert, deren Produkte fur die Einleitung und
Durchfihrung der nachfolgenden Mitose erforderlich sind, wie etwa Cyclin B,
Aurora B, PLK-1 und viele weitere [159]. In der spaten Gz2-Phase steigt schliel3lich
die Konzentration von Cyclin B massiv an, welches ebenfalls einen Komplex mit
der CDK1 bildet. Der Cyclin B-CDK1-Komplex wird auch MPF (Mitosis promoting
factor) genannt und phosphoryliert tlber 70 fiir die Mitose relevante Substrate, zu
denen die Lamine der Kernlamina, verschiedene Bestandteile des
Kernporenkomplexes, des Golgi-Apparats, der Zentrosomen, mikrotubuli-
assoziierte Proteine (u.a. Dynein), Securin und die Separase gehdren [160].
Ahnlich, wie schon beim Ubergang in die S-Phase beschrieben, existieren auch
hier konkurrierende negative und positive Feedback-Mechanismen.
Beispielsweise hemmen die Kinasen Weel und Mytl (myelin transcription factor
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1) die CDK1 durch Phosphorylierungen in deren aktivem Zentrum [161]. Auf der
anderen Seite bewirkt der aktivierte Cyclin B-CDK1-Komplex die Transkription
der Phosphatase Cdc25C, die die CDK1 im aktiven Zentrum dephosphoryliert,
den MPF weiter aktiviert und somit seine eigene Expression fordert [162].
Uberwiegt die weitere Synthese von Cyclin B, tritt ab einem gewissen Punkt die
sich selbst verstarkende Aktivierung des Cyclin B-CDK1-Komplexes ein und
sukzessive die Depolymerisierung der Kernlamina, die
Chromosomenkondensation und -separation und die Vervollstandigung der
Mitose. Durch Aktivierung der Ubiquitinligasen SCF und APC/C (Anaphase
promoting complex/Cyclosom) wird Cyclin B im Laufe der M-Phase zunehmend
fur den Abbau im Proteasom markiert und der MPF wieder deaktiviert [163]. Die
Protein-Phosphatase Cdc14 hebt hierauf die Phosphorylierung einiger Substrate
des MPF wieder auf, woraufhin diese die Funktion, die sie vor der Mitose

ausgeubt haben, wieder aufnehmen und somit die Zytokinese einleiten [164].

Mitose und
Zellteilung
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Abb. 1.2: Der Zellzyklus eukaryotischer Zellen. Zellzyklusphasen mit den in der
entsprechenden Phase relevanten Cyclin-CDK-Komplexen und den wichtigsten Funktionen
der jeweiligen Zellzyklusphase.
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Ein ebenfalls essenzieller Bestandteil der Regulation der CDK-Aktivitat sind die
CDK-Inhibitoren (CKI) der INK4-Familie und der Cip/Kip-Familie (CDK-interacting
protein/kinase inhibitory protein), die den Zellzyklus an verschiedenen Stellen
anhalten kénnen. Das bereits erwahnte p16'N%4 bindet spezifisch an die CDK 4
und 6 und wirkt somit nur in der Gi-Phase. Dagegen hemmen die CKI der
Cip/Kip-Familie eine ganze Reihe von Cyclin-CDK-Komplexen in verschiedenen
Zellzyklusphasen. p21WAFLCPL (wild-type p53 activated factor/CDK interacting
protein 1) kann die Komplexe Cyclin-CDK 1, -CDK2, -CDK4 und -CDK6 hemmen
und damit einen Zellzyklusarrest sowohl in der Gi-Phase als auch in der Ge-
Phase induzieren [165]. Zudem bindet und hemmt p21WAFLCipl  den
Transkriptionsfaktor E2F-1 [166], das in die DNA-Replikation involvierte Protein
PCNA und eine Reihe weiterer zellzyklusrelevanter Regulatoren [167].
Wichtigster Stimulus fiir die Expression von p21WAFCiel jst die Detektion einer
beeintrachtigten DNA-Integritat durch bestimmte Senosorproteine. Treten, z.B.
durch schéadigende &ufRere Einflisse, DNA-Doppelstrangbriche auf, werden
diese durch die Sensorproteine ATM und ATR registriert, und in der Folge der
antiproliferativ wirkende Transkriptionsfaktor p53 aktiviert [168]. Dieser stimuliert
die Transkription von p21WAFL/Cipl 'was die Hemmung der genannten Cyclin-CDK-
Komplexe und die Induktion eines Zellzyklusarrestes bewirkt. Daneben existieren
jedoch auch p53-unabhangige Signalwege, die die Expression von p21WAF/CIP1
fordern [169]. Die Fahigkeit von p21WAFLCIPL einen Zellzyklusarrest zu induzieren
korreliert dabei mit der Lokalisation von p21WAFVCIPL im Zellkern, wahrend im
Zytoplasma lokalisiertes p21WAFYCipl ynter anderem antiapoptotische Funktionen
ausibt [170]. Ein weiterer Zellzyklusinhibitor der Cip/Kip-Familie ist p27XP, das
sehr dhnliche Funktionen durch Hemmung mehrerer Cyclin-CDK-Komplexe hat,
jedoch insbesondere in der Regulation seiner Aktivitat auch Unterschiede zu
p21WAFLCipl gufweist [171].

Insgesamt ist die Regulation des Zellzyklus humaner Zellen ein hochkomplexes
und intensiv untersuchtes Thema, das hier nur in Grundzigen und mit
beispielhaften Mechanismen aufgezeigt werden kann. Auch wird das hier
erlauterte ,klassische Modell* der Zellzyklusregulation inzwischen zunehmend

infrage gestellt, da zum Einen jeder Zellzyklusregulator auch in mannigfache
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andere biochemische Signalwege eingeschaltet ist, die andere Funktionen als
die Zellzyklusregulation haben [148] und da sich zum Anderen zentrale
Zellzyklusregulatoren wie beispielsweise CDK 4 und CDK 6 fir das Durchlaufen
eines kompletten Zellteilungszyklus als entbehrlich herausgestellt haben [172].
Weitere Untersuchungen Uber die Zellzyklusregulation sind daher insbesondere
aus Sicht der Tumorforschung erforderlich und werden zukiinftig das Verstandnis

und die Therapieoptionen bei Krebserkrankungen erweitern.

1.6 Beeinflussung des Zellzyklus eukaryotischer Zellen durch

bakterielle Infektion

Seit Langem ist bekannt, dass Viren Uber zahlreiche verschiedene Wege in die
Regulation des Zellzyklus ihrer Wirtszellen eingreifen kénnen, was bei vielen viral
bedingten Erkrankungen von der Influenza bis zum Zervixkarzinom
pathogenetisch bedeutsam ist [173].

Neuer ist dagegen die Entdeckung, dass auch komplexer strukturierte Erreger,
wie Bakterien [174] und sogar einige Protozoen [175, 176] in der Lage sein
konnen, den Zellzyklus humaner Zellen zu beeinflussen. Dies kdnnte den
Erregern verschiedene Vorteile verschaffen, wie etwa die erleichterte
Kolonisierung sich standig erneuernder Epithelien, die Destabilisierung
epithelialer Barrieren, verbunden mit der Mdéglichkeit, vermehrt Néahrstoffe zu
gewinnen oder Epithelbarrieren zu durchbrechen, oder die Beeintrdchtigung
lokaler  Immunabwehrmechanismen [177]. Nachdem in  mehreren
Bakterienspezies Toxine mit Einfluss auf den Zellzyklus der Wirtszelle
nachgewiesen worden waren und sich diese als pathogenetisch relevant
herausgestellt hatten, wurden diese Toxine als eine Gruppe neuer
Virulenzfaktoren eingestuft und der Begriff ,Zyklomoduline® fur sie eingefuhrt
[174, 178]. Im Folgenden wird daher der Begriff Zyklomodulin far
verschiedenartige bakterielle Effektoren verwendet, die den Zellzyklus der

Wirtszellen beeinflussen kdnnen.
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Die erste beschriebene Gruppe solcher bakterieller Zyklomoduline sind die
Cytolethal distending toxins (CDTs), die von verschiedenen gramnegativen
Erregern sezerniert werden kdnnen, darunter Escherichia coli, Campylobacter
jejuni, Haemophilus ducreyi, Aggregatibacter actinomycetemcomitans und
Helicobacter cinaedi [179]. Die aktive Untereinheit CdtB wirkt dabei als Typ |
DNase [180, 181] und induziert nach Transport in den Zellkern der Wirtszelle
DNA-Einzel- und/oder Doppelstrangbriiche, die eine Aktivierung zelleigener
DNA-Reparaturmechanismen zur Folge haben [182]. Uber die Aktivierung von
ATM wird ein Zellzyklusarrest induziert [182, 183], wobei jedoch, abhangig von
der untersuchten Zelllinie, unterschiedliche nachfolgende Signalwege
dominieren konnen. In der Vergangenheit wurde daher bei verschiedenen
Zelltypen sowohl uber die Induktion eines Go-/Gi-Phasenarrestes berichtet, als
auch Uber einen G2-/M-Phasenarrest [184-186].

Eine ahnliche Wirkung hat das von E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
aerogenes und Citrobacter koseri gebildete Zyklomodulin Colibactin. Dieses
verursacht ebenfalls DNA-Doppelstrangbriiche [187], die eine persistierende
Hochregulierung der Zellzyklusinhibitoren p16™K4 und p21WAFLCIP1 ynd eine
andauernde Akkumulation von Zellen in der Go-/Gi-Phase und in der Gz-/M-
Phase bewirken [188-190].

Ebenfalls ausfiihrlich beschrieben sind die Cycle inhibiting factors (CIFs), die bei
pathogenen E. coli Stammen (EHEC und EPEC) entdeckt wurden, jedoch auch
von Yersinia, Burkholderia und Photorhabdus-Arten gebildet werden kdnnen
[191-193]. CIFs werden mithilfe eines Typ 3 Sekretionssystems in die Wirtszelle
injiziert und sind dort nach kurzer Zeit im Zellkern nachweisbar [194]. Je nach
Versuchsbedingungen und Zellzyklusphase zum Infektionszeitpunkt kdnnen sie
einen irreversiblen Zellzyklusarrest in der Go-/Gi1-Phase oder in der G2-/M-Phase
induzieren, zusammenhangend mit einer gesteigerten Phosphorylierung und
Inaktivierung der Cdk1 [195-197].

Neben diesen gut untersuchten Zyklomodulinen existiert noch eine Vielzahl
weiterer bakterieller Toxine, fur die in vitro ein hemmender Einfluss auf den

Zellzyklus der Wirtszelle gezeigt wurde.
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Mycolacton von Mycobacterium ulcerans etwa induziert in kultivierten
Fibroblasten einen Go-/Gi-Phasenarrest und verursacht bei intradermaler
Injektion im Tierversuch mit Meerschweinchen dem Buruli-Ulkus vergleichbare
Lasionen [198-200].

Der von Shigella Spezies exprimierte Effektor IpaB induziert in HeLa Zellen einen
G2-/M-Phasen-Arrest durch Hemmung des APC/C-Inhibitors Mad2L2, wodurch
eine Akkumulation von Cyclin B wahrend der G2- und M-Phase verhindert wird
[201]. In Infektionsversuchen an Kaninchen-Dinndarmschlingen konnte dariber
hinaus gezeigt werden, dass durch Expression von IpaB die Erneuerung des
Epithels verzbégert wurde und dies eine erleichterte Kolonisation durch die
eingesetzten Shigellenstamme bewirkte [201].

Interessanterweise kann auch durch Infektion mit Neisseria gonorrhoeae der
Zellzyklus mehrerer Zelllinien in vitro beeinflusst werden. An HeLa-Zellen wurde
dabei nach Infektion zun&chst eine Akkumulation von Zellen in der Go-/G1-Phase
gezeigt, die mit einer Reduktion von Cyclin D1 und Cyclin E einherging [202]. In
einer neueren Arbeit wurde nachgewiesen, dass die Infektion mit N. gonorrhoeae
in benignen Epithelzellen DNA-Doppelstrangbriiche induzierte, was mit einer
Anreicherung von p21WAFLCIPL ynd p27KP im Zellkern sowie mit einer
Verlangerung der Gz2-/M-Phase einherging [203]. Genauere Informationen Uber
zugrundeliegende Mechanismen sind jedoch noch nicht verfugbar.

Auch bei der Infektion durch N. meningitidis liegen erste Hinweise darauf vor,
dass diese den Zellzyklus der Wirtszelle beeinflussen. In einer erst kirzlich
erschienenen Forschungsarbeit der Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die
Infektion  von  humanen  mikrovaskularen  Gehirnendothelzellen  mit
Meningokokken zu verschiedenen Zeitpunkten zu einer Akkumulation von Zellen
in der S-Phase fihrte [204]. Dieser Effekt war begleitet von einer gesteigerten
Expression und nuklearen Lokalisation von p21WAFYCIPL die zwar mit einer DNA-
Schadigung einherging, jedoch unabhéngig von p53 war [204]. Zudem war der
Effekt abhangig von der Expression von Opa und Opc und konnte auch durch
Opa- oder Opc-exprimierende E. coli-Stamme induziert werden [204].

Des Weiteren wurden auch fur grampositive Erreger Effekte auf den Zellzyklus

beschrieben: Die Infektion zweier humaner Karzinomzelllinien mit Listeria
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monocytogenes bewirkte eine Verlangsamung des Zellzyklus und nach 17
Stunden eine signifikante Akkumulation von Zellen in der S-Phase [205]. Diese
wurde verursacht als Folge von DNA-Strangbriichen, wobei interessanterweise
ATM- und ATR-unabhangige Mechanismen fir die Effekte auf den Zellzyklus
verantwortlich waren [205].

Zudem wurden fur die Effektoren Phenol-soluble Modulin (PSM) a1, PSMa3 und
Staphylococcal enterotoxin-like toxin O (SEIO) von Staphylococcus aureus
hemmende Effekte auf den Zellzyklus verschiedener Karzinomzelllinien
beschrieben [206-208].

Die Menge bisher beschriebener Zyklomoduline bei verschiedensten
Krankheitserregern und erste Ergebnisse Uber eine erleichterte Kolonisierung
durch Synthese von Zyklomodulinen lassen vermuten, dass die Beeinflussung
des Wirtszellzyklus eine weit verbreitete und moglicherweise bei vielen
Infektionskrankheiten bedeutsame Funktion ist. Weitere Forschungsergebnisse
und die Entdeckung neuer Zyklomoduline sind daher in Zukunft zu erwarten.
Eventuell wird ein genaueres Wissen hiertiber zukinftig auch neue Mdoglichkeiten
der pharmakologischen Pravention und/oder Therapie von Infektionskrankheiten

erdoffnen.

1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Pathomechanismen, die das Uberschreiten der Blut-Hirn/Liquor-Schranke
durch N. meningitidis und die Entstehung der bakteriellen Meningitis bewirken,
sind Gegenstand zahlreicher aktueller Forschungsprojekte. In den vergangenen
Jahren konnte daher ein grof3er Wissenszuwachs uber hierfir entscheidende
bakterielle Virulenzfaktoren und deren Interaktion mit den endothelialen
Zielzellen erreicht werden [209]. Weniger intensiv erforscht werden dagegen
bakterielle  Faktoren, die die Kolonisierung von Epithelien des
Nasenrachenraumes ermoglichen. Das dauerhafte Uberleben verschiedener
Meningokokkenstamme im oberen Respirationstrakt setzt ein komplexes Gefiige

diverser Anpassungsmechanismen voraus, die vermutlich erst zum Teil bekannt
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sind. Hierzu gehdren unter anderem die Adhé&sion an die Zielzelle, die
Akquirierung von Néahrstoffen sowie das Umgehen verschiedener Mechanismen
der Immunabwehr [210]. Jedoch wére ein erweitertes Wissen Uber zusatzliche
fur die Kolonisierung wichtige Mechanismen insbesondere fur die erfolgreiche
Pravention der durch Meningokokken verursachten Krankheitsbilder von groRem
Wert.

Die Fahigkeit zur Beeinflussung des Zellzyklus der Wirtszelle konnte in der
Vergangenheit bei unterschiedlichen Bakterienspezies nachgewiesen werden
und die hieran beteiligten Effektoren, die Zyklomoduline, gelten als neue Gruppe
bakterieller Virulenzfaktoren [174, 178]. Auch bei der Infektion durch
N. meningitidis konnte kirzlich in einer Forschungsarbeit am Institut fur Hygiene
und Mikrobiologie der Universitdt Wurzburg ein Effekt auf den Zellzyklus
kultivierter endothelialer Zellen in vitro nachgewiesen werden (s.0.) [204].
Speziell bei der asymptomatischen Kolonisierung kdnnte eine Beeinflussung der
Zellerneuerung im Nasenrachenraum einen begunstigenden Effekt haben oder
die dauerhafte Kolonisierung eventuell erst ermdglichen. Ziel der vorliegenden
Arbeit ist es daher zu untersuchen, ob und wie die Infektion durch N. meningitidis
auch den Zellzyklus pharyngealer Epithelzellen beeinflusst und ob mdgliche
Effekte vergleichbar sind mit den bereits beschriebenen Effekten auf den
Zellzyklus endothelialer Zellen. Zunachst sollten hierzu zwei maligne und zwei
nicht maligne pharyngeale Epithelzellinien mittels Adhéasions- und
Invasionsassays auf ihre Eignung fir Infektionsversuche mit Meningokokken
gepruft werden. Hiernach sollte mit den am besten geeigneten Zelllinien mittels
Propidium-lodid (PI)-Farbungen ermittelt werden, ob der Zellzyklus beeinflusst
wird, und erste Informationen tber mogliche zugrunde liegende Mechanismen
der beobachteten Effekte gewonnen werden. Dazu wurden
zellzyklusregulierende Proteine (Cycline und CDK-Inhibitoren) auf Proteinebene,
auf Transkriptionsebene und hinsichtlich ihrer zellularen Lokalisation im
Infektionversuch analysiert. Ein besonderes Augenmerk lag bei der vorliegenden
Arbeit auf dem Vergleich von pathogenen Meningokokkenisolaten und bislang
nicht als pathogen in Erscheinung getretenen Tragerisolaten und deren Einfluss

auf den Zellzyklus pharyngealer Epithelzelllinien.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerite

Artikel Hersteller Modell
Analysewaage I(\B/Ii?st[tSI::]-Toledo GmbH, P1200
Analysewaage (fein) ?;?jﬁ?r:éuesnAG' PT 120

Agilent Technologies

Bioanalyzer GmbH, Waldbronn 2100 Bioanalyzer
Bio-Rad Laboratories L ®
Blot-Kammer GmbH, Minchen Mini Trans-Blot® Cell
Heraeus, Hanau B5060 EC-CO2
Brutschrank Nuaire, Plymouth
(USA) Nu-5510E
Durchflusszytometer B[.? Blosciences, FACS Calibur
Miunchen
Biometra GmbH, . )
- Minigel-Twin
Gottingen
Elektrophoresekammern -
Biometra GmbH,
- Compact M
Gottingen
Flussigstickstofftanksystem Taylor-Wharton, 38K (K-Series)
Husum
Gasbrenner Sc..hl.m bioiec, Flammy S
Gottingen
Liebherr-International
Gefrierschrank Deutschland GmbH, GS 5203

Biberach an der Ril}

Geldokumentationsanlage

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Michen

Universal Hood Il

Geldokumentationsanlage

Herolab Laborgeréte
GmbH, Wiesloch

UVT-20 LP

Heizblock

Liebisch

2099-DA

Kolonienzahler

Synbiosis, Cambridge
(UK)

ProtoCOL SR

Kuhlschrank

Liebherr-International
Deutschland GmbH,
Biberach an der Rif3

FKS 5000

Kryoeinfriergerat

A. Hartenstein GmbH,
Wirzburg

Nalgene Isopropanol
Cryo Box "Mr. Frosty“
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Heidolph Instruments

Magnetruhrer GmbH. Schwabach MR Hei-Standard
Zeiss, Jena Axio Imager Z1
Mikroskope Zeiss, Jena Axiovert 40 CFL
P Will Wetzlar GmbH, ,
Wilovert
Wetzlar
Kameras Zeiss, Jena AxioCam ICc 1
Zeiss, Jena AxioCam MRm
, Eppendorf AG, .
Multipette Hamburg Multipette
pH-Meter fﬂ' Analytics GmbH, | .1 850
ainz
Biochrom Ltd.,
Photometer Cambridge (UK) C08000
Eppendorf AG, Reference®
Pipetten Hamburg
P Eppendorf AG,
Research pro
Hamburg
. . Brand GmbH, e
Pipettierhilfe Wertheim Accu-jet® pro

Real-Time-Thermocycler

Life Technologies
GmbH, Darmstadt

Step-One-Plus™

e B. Braun AG, Certomat® R
Schuttelinkubator Melsungen Certomat® H
Biometra GmbH, ThermoShaker TS1
. Gottingen
Schuttler Biotec-Fischer GmbH, | PHERO-Shaker
Reiskirchen

Sicherheitswerkbank
Klasse Il

Thermo Scientific,
Braunschweig

Safe 2020

Spannungsgeber

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Michen

PowerPac™ 300

Biometra GmbH, Standard Power Pack
Gottingen P25
. Nuaire, Plymouth e
Sterile Werkbank (USA) Nu-437-400E
Thermocycler B'.‘?”?e”a GmbH, T3000
Gottingen

UV-Vis Spektrophotometer

VWR International
GmbH, Erlangen

NanoDrop ND-1000

liImvac GmbH, llmenau | Membranpumpe
Vakuumpumpe chemiefest Typ 4000
SZ
Vortexer Heidolph Instruments Reax 2000

GmbH, Schwabach
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Paul Marienfeld GmbH,

Zahlkammer Lauda-K6nigshofen Neubauer improved
Carl Roth GmbH + Co. Micro centrifuge IR
KG, Karlsruhe 9
Andreas Hettich
. GmbH, Tuttlingen EBA 12
Zentrifugen

Hitachi Power Tools

Himac CT15RE

GmbH, Willich
Heraeus, Hanau Megafuge 1.0R
Heraeus, Hanau Megafuge 1.0

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Artikel

Hersteller

15 ml Cellstar® PP Rohrchen

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

50 ml Cellstar® PP Rohrchen

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Blottingpapier (Starke 1,3 mm)

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg

Columbia Agar + 5 % Schafsblut

bioMérieux Deutschland GmbH,
Nurtingen

Cryopure Gefal3 1 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

Deckglaser (Durchmesser: 12 mm)

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg

Dispensertips 12,5 ml

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg

Dispensertips 2,5 ml

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg

Laborglasflaschen SIMAX® Braunglas

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg

Nitrocellulosemembran (Amersham
Protran 0,2 um)

GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg

Objekttrager

Paul Marienfeld GmbH, Lauda-
Kdnigshofen

Pipettenspitzen 20 pl

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

Pipettenspitzen 200 pl

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

Pipettenspitzen 1000 pl

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

Reagiergefal3e 0,5 ml, PP

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

Reagiergefal3e 1,5 ml, PP

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

Reagiergefalie 2,0 ml, PP

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

Rundboden-Rdhrchen 5 ml PP

BD Biosciences, Heidelberg

SafeSeal Gefald 1,5 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

Serologische Pipette 10 ml

Sarstedt AG & Co. KG, NUimbrecht

Serologische Pipette 25 ml

Sarstedt AG & Co. KG, NUimbrecht

Serologische Pipette 5 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

Spritze HSW Norm-Ject 20 ml, steril

Henke Sass, Wolf GmbH, Tuttlingen

Sterilfilter Filtropur S 0.2

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht
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Tissue culture (TC) Platte 24 Well
Standard F

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

TC Platte 6 Well Standard F

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

TC Platte 96 Well Standard F

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

TC-Flasche T175 Standard

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

TC-Flasche T25 Standard

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

TC-Flasche T75 Standard

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

TC-Platte 24 Well Standard F

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

Vivaspin 20 (fir 10.000 Dalton)

Sartorius AG, Gottingen

Wattestabchen 15 cm

Heinz Herenz Medizinalbearf GmbH,
Hamburg

Whatman Chromatographiepapier

GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg

MicroAmp Fast 96 well reaction plate

Applied Biosystems by Life
Technologies GmbH, Darmstadt

2.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

Name Hersteller, Standort
10 x PBS Life Technologies GmbH, Darmstadt
100 % Essigséaure Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
25 % HCI Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
2-Propanol (299,8 %) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
A. dest. B Braun AG, Melsungen

Agarose UltraPure™

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Albumin Fraction V

AppliChem GmbH, Darmstadt

AlexaFluor 488 Azide

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Ammoniumpersulfat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

BD-FACS-Clean

BD Biosciences, Heidelberg

BD-FACS-Flow

BD Biosciences, Heidelberg

BD-FACS-Rinse

BD Biosciences, Heidelberg

Blue Protein Standard

New England BioLabs GmbH,
Frankfurt a. M.

Borsaure

Merck KGaA, Darmstadt

Bromphenolblau

Merck KGaA, Darmstadt

Clarity Western ECL Substrate

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen

Coomassie brilliant blue

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Dinatrium-EDTA

AppliChem GmbH, Darmstadt

Na2HPO4 (wasserfrei)

Merck KGaA, Darmstadt

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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DNase-freies Wasser

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Duren

dNTP-L6sungen

New England BioLabs GmbH,
Frankfurt a. M.

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Eisen(lll)nitrat Nonahydrat (=96 %,
reinst)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ethanol (vergallt)

Nedalco, Heilbronn

Ethanol Rotipuran

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Eukitt® quick hardening mounting
medium

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

FBS (fetal bovine serum)

Life Technologies GmbH, Darmstadt

FxCycle® Far red stain

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Gelred Nucleic Acid Gel Stain

Biotrend Chemikalien GmbH, Koéln

Gentamicin Merck KGaA, Darmstadt
Glucose Merck KGaA, Darmstadt
Glycerin (99,5 %) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

IPTG (Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

K2HPO4

Merck KGaA, Darmstadt

Kanamycin sulfat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Kartoffelstarke

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

KH2PO4

Merck KGaA, Darmstadt

Kupfer (I)-Sulfat-Pentahydrat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

LB-Broth Base

Life Technologies GmbH, Darmstadt

L-Glutamin (200 mM)

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Magermilchpulver

AppliChem GmbH, Darmstadt

Methanol (99,99 %)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

NacCl Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Natriumdihydrogenphoshat- AppliChem GmbH, Darmstadt
Monohydrat

Natriumhydroxid-Pellets

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Natriumpyruvat (100 mM)

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Nichtessentielle Aminosauren

GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg

Para-Formaldehyd (reinst)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Platinum® Tag DNA Polymerase high
fidelity

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Propidiumiodid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Proteose Pepton

BD Biosciences, Heidelberg

Random Primer Nona

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen
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RNase A

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

RNase Exitus Plus

AppliChem GmbH, Darmstadt

RNase OUT recombinant
ribonuclease inhibitor

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Saccharose

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Saponin

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

SDS-Pellets

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Smart Ladder (DNA-Ladder)

Eurogentec Deutschland GmbH, Kdln

Super Script® Il reverse transcriptase
(200 U/ul)

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Tag-Polymerase (MS0267S)

New England BioLabs GmbH,
Frankfurt a. M.

TEMED (N,N,N',N'-
Tetramethylethylendiamin)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

10 x Thermopol-Reaction-Buffer

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Thiamin Pyrophosphat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen

Tris (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

TRITON-X100 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Trypsin/EDTA Life Technologies GmbH, Darmstadt
Tween20 Merck KGaA, Darmstadt

Veriquest Fast SYBR Green gPCR
Master Mix

Affymetrix UK Ltd., High Wycombe
(UK)

Xylencyanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

B-Mercaptoethanol

Merck KGaA, Darmstadt

Trypanblau 0,5 %

Biochrom KG, Berlin
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2.1.4 Puffer und Losungen

10 x PBS far 1000 ml

Ein Packchen 10 x PBS-Pulver in 1000 ml A. dest losen.
Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

1 x PBS fur 1000 ml

10 x PBS 100 ml
A. dest. 900 ml

In 250 mi-Glasflaschen geben und autoklavieren.
Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

Coomassie far 200 ml

Coomassie brilliant blue 250 mg
Methanol 99,9 % 100 ml
Essigsaure 96 % 20 ml
A. dest. 80 ml

Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

Coomassie-Entfarber fur 1000 ml

Methanol 500 ml
96 % Essigsaure 100 ml
A. dest. 400 ml

Aufbewahrung bei Raumtemperatur.




Glycin 144 g
Tris 309
SDS-Pellets 10g

Zunachst Glycin und Tris in A. dest. l6sen.
pH auf 8,3 einstellen.

Nun SDS-Pellets zugeben.

Mit A. dest. auf 1000 ml auffillen.
Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

1 x SDS-Puffer far 1000 ml
10 x SDS 100 ml
A. dest. 900 ml

Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

10 x Western Blot-Puffer far 1000 ml
Glycin 144 g
Tris 309

Mit A. dest. auf 1000 ml auffillen.
Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

10 x Western Blot-Puffer 100 ml
Methanol 200 ml
A. dest. 700 ml

Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

10 x TBS far 1000 ml
NacCl 87,69
Tris 60,59

Mit A. dest. auf 1000 ml auffillen.
pH auf 7,4 einstellen.

Anschliel3end autoklavieren.
Aufbewahrung bei Raumtemperatur.
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10 x TBS 100 mi
A. dest. 899 ml
Tween20 1mil

Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

Kanamycin far 15 ml
Kanamycin 750 mg
A. dest. 15 ml

Zu je 1 ml aliquotieren.
Aufbewahrung bei -20 °C.

16 % APS far 20 ml
Ammoniumpersulfat 3,29

Mit A. dest. auf 20 ml auffillen.
Zu je 1 ml aliquotieren.
Aufbewahrung bei -20 °C.

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 7,0 mi
Glycerin (99 %) 56 ml
20 % SDS 56 ml
A. dest. 4,9 ml

Ab jetzt muss unter dem Abzug weitergearbeitet werden!

-Mercaptoethanol 1,72 ml

Eine kleine Spatelspitze Bromphenolblau zugeben.
Gut vermischen und zu je 2 ml aliquotieren.
Aufbewahrung bei -20 °C.




3,7 % para-Formaldehyd fur 100 ml

Para-Formaldehyd 3,79

Mit A. dest. auf 100 ml auffillen.

Erhitzen auf 60 °C.

1 M NaOH Tropfen fir Tropfen zugeben, bis die Losung vollstandig klar ist.
Nach Abkuhlung die Losung sterilfiltrieren.

Aufbewahrung bei 4 °C.

20 % SDS far 100 ml

SDS-Pellets 20 g

Mit A. dest. Auf 100 ml auffillen.
Unter leichtem Erhitzen auf dem Magnetrihrer I6sen.
Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

8,4 % NaHCOs3 fur 50 ml

NaHCOs 4,2 g

Mit A. dest. auf 50 ml auffillen.
Sterilfiltrieren.

Aliquots zu je 10 ml herstellen.
Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

20 % Saponin far 20 ml

Saponin 49

Mit A. dest. auf 20 ml auffillen.
Sterilfiltrieren.

Zu je 1 ml aliquotieren.
Aufbewahrung bei -20 °C.

Blocking-Puffer fir Immunfluoreszenz fur 100 ml

BSA 24
FBS 1ml

Mit 1 x PBS auf 100 ml aufftllen.
Aufbewahrung bei 4 °C.
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Tris 121,09
Borsaure 61,89
EDTA 7,39

Mit A. dest. auf 1000 ml auffillen.
Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

6 x Agarosepuffer far 20 ml
Saccharose 8 mg
100 % Glycerin 6 ml

Mit A. dest. auf 20 ml auffillen.

Auf dem Magnetruhrer |6sen.

Jeweils eine kleine Spatelspitze Brophenolblau und Xylencyanol zugeben.
Zu je 1 ml aliquotieren.

Aufbewahrung bei -20 °C.

Glucose 40 g
L-Glutamin 19
Thiamin Pyrophosphat 2 mg

Mit A. dest. auf 1000 ml auffillen.

1000 x Kellogg’s Supplement Il far 100 ml
Eisen(lll)nitrat 50 mg

Mit A. dest. auf 100 ml auffullen.

Kellogg’'s Supplemet I+l zur
Bakterienkulturanreicherung
100 x Kellogg’s Supplement | 100 ml
1000 x Kellogg’'s Supplement 10 mi

Sterilfiltrieren.

Zu je 500 pl aliquotieren (= Aliquots enthalten 100 x die gewlnschte
Endkonzentration).

Aufbewahrung bei -20 °C.
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PPM-Stammldsung fur 1000 ml
KH2PO4 200 g
KoHPO4 50¢g

Mit A. dest. auf 1000 ml auffillen.

pH auf 7,4 einstellen.
Anschlie3end autoklavieren.

2.1.5 Nidhrmedien fiir Zellkulturen

NP69-Medium fur 500 ml
Keratinocyte-SFM (K-SFM) 500 ml

Bovine pituitary extract mitgelieferte Menge
EGF human recombinant mitgelieferte Menge

In steriler Werkbank bei ausgeschaltetem Licht arbeiten.

Komplette mitgelieferte Aliquots beider Supplemente zu dem Keratinocyte-
SFM geben.

Nach griindlichem Vermischen Medium in Lichtschutz-Glasflaschen fillen.
Aufbewahrung bei 4 °C.

Detroit-Medium fir 200 ml
DMEM 172,0 mi
FBS 20,0 mi
L-Glutamin 200 mM 4,0 ml
Natriumpyruvat 100 mM 2,0ml
100 x nichtessenzielle 2,0ml

Aminosauren

Aufbewahrung bei 4 °C.

FaDu-Medium far 200 ml
DMEM 180,0 ml
FBS 20,0 ml

Aufbewahrung bei 4 °C.




Medium zur Kultivierung der 60 % 12 mi
betreffenden Zelllinie

FBS 30 % 6 ml
DMSO 10 % 2ml

Einfriermedium bis unmittelbar vor der Nutzung bei 4 °C lagern.

2.1.6 Nihrmedien fiir Bakterienkulturen

Proteose Pepton 7549
NacCl 25¢g
Kartoffelstarke 0,25¢
PPM-Stammldsung 10 ml

Mit A. dest. auf 500 ml auffillen.
Maglichst direkt im Anschluss autoklavieren.
Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

PPM 9,85 ml
NaHCOgs (sterilfiltriert) 8,4 % 25 ul
MgCl2 (sterilfiltriert) 2M 25 pl
Kellogg's I+l 100 pl

Unmittelbar nach der Herstellung fur Infektionsversuche zu verwenden.

LB-Medium fur 1000 ml
LB Broth Base 2049
A. dest. 1000 ml

Direkt im Anschluss autoklavieren.
Danach Aufbewahrung bei Raumtemperatur.




2.1.7 ReaktionsKkits

Kit

Anwendung

QIAmp DNA Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit

Qiagen GmbH, Hilden

QIAprep Spin Miniprep Kit

Qiagen GmbH, Hilden

QIAquick PCR Purification Kit

Qiagen GmbH, Hilden

Pierce BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific, Braunschweig

RNeasy Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden

Click-iT® EdU Alexa Fluor® 488

Imaging Kit

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Agilent RNA 6000 Nano Kit

Agilent Technologies Inc., Waldbronn

2.1.8 Oligonukleotid-Primer

Primer Sequenz Hersteller / zur
Verfigung gestellt
durch

RAL1 (opc) 5-CAA AGC GCA CAT H. Claus, Wirzburg
CAC CGT C-3'

RA2 (opc) 5-CCA TCA AAT GAA H. Claus, Wirzburg
TAT CCATAC C-3’

RA3 (opc) 5-CAT CTC AAG TCT H. Claus, Wirzburg
CGT CAT TCC-3’

RA4 (opc) 5-AGC CTG TGT AAA H. Claus, Wirzburg

GAT CGATAC-3

human GAPDH

5'-GCA CCG TCA AGG

Sigma-Aldrich Chemie

(sense-primer) CTG AGA AC-3' GmbH, Minchen
human GAPDH 5-ATG GTG GTG AAG Sigma-Aldrich Chemie
(antisense-primer) ACG CCA GT-3' GmbH, Minchen

Cyclin A (sense-primer)

5-CGG TAC TGA AGT
CCG GGA AC-3

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen

Cyclin A (antisense-
primer)

5'-AAC GGT GAC ATG
CTC ATCATT T-3'

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Minchen

Cyclin B (sense-primer)

5-TCT GGA TAATGG
TGA ATG GAC A-3'

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Munchen

Cyclin B (antisense-
primer)

5-CGATGT GGC ATA
CTTGTT CTT G-3'

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Munchen

Cyclin D (sense-

5-CGG TAG TAG GAC

Sigma-Aldrich Chemie

primer) AGG AGG TT-3’ GmbH, Minchen
Cyclin D (antisense- 5-CTG TGC CAC AGA Sigma-Aldrich Chemie
primer) TGT GAA GT-3' GmbH, Munchen
Cyclin E (sense-primer) | 5-AGC GGT AAG AAG Sigma-Aldrich Chemie
CAG AGC AG-3 GmbH, Minchen
Cyclin E (antisense- 5-CGC TGC AAC AGA Sigma-Aldrich Chemie
primer) CAG AAG AG-3’ GmbH, Minchen
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Erlauterungen zu den Primern zur Detektion des opcA-Gens:

RAS3 hybridisiert mit einer Sequenz der 5° flankierenden Region des opcA-Gens.
Die Zielsequenz der Primers RA4 liegt dagegen im kodierenden Bereich des
opcA-Gen. Eine Amplifikation kann folglich nur bei Anwesenheit des opcA-Gens
stattfinden. Das PCR-Produkt hat in diesem Fall eine Lange von 825 bp.

Das Primerpaar RA1/RA2 wurde verwendet, um die mit dem Primerpaar
RA3/RA4 erhaltenen Ergebnisse zu verifizieren. Die Zielsequenzen dieser Primer
liegen jeweils in den benachbarten Genen glyA und dedA (Siehe Abb. 2.1). Bei
Anwesenheit des Gens ergibt sich somit ein langes Amplifikat (3471 bp), bei

Deletion des opcA-Gens ein um die Lange der Deletion verkiirztes PCR-Produkt.

&1 RA3 RA4 Riz
g - |—
— gA —| dedA —
| OpcA
Poly C (kodierender Abschnitt)

Abb. 2.1: Das opcA-Gen und die flankierenden Regionen sowie die Bindungsstellen der hier
verwendeten Primerpaare RA1/RA2 und RA3/RA4.

2.1.9 Primarantikorper

Antikdrper Spezies | Isotyp | Verdinnung Lieferant
(Klon) (Bestell-Nr.)
Maus IgG WB: 1/1000 M. Achtmann,
Opa (4B12/C11) Berlin [211]
Kaninchen | IgG WB: 1/1000 Cell signaling
B-actin technology,
(polyklonal) Frankfurt a.M.
(#4967)
Cveli Kaninchen | IgG WB: 1/1000 Merck KGaA,
yclin D1 D dt
(EP272Y) armsta
(ab40754)
Maus IgG IF: 1/50 Santa Cruz
. Biotechnology
Cyclin D1 (A-12) Inc., Heidelberg
(sc-8396)
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Maus IgG IF: 1/50 Santa Cruz
. WB: 1/1000 Biotechnology
Cyclin & (HE12) Inc., Heidelberg
(sc-247)
Kaninchen | 1gG IF: 1/400 Cell signaling
p21WAF1/Cipl WB: 1/1000 | technology,
(12D1) Frankfurt a.M.
(#2947)
Maus lgG IF: 1/50 BD Biosciences,
p27KiP (G173-524) Heidelberg
(554069)
Maus IgG WB: 1/1000 M. Achtmann,
opc (B306) Berlin [211]
Pili (SM1) Maus IgG WB: 1/4000 [l\g.l\zl]lrjl, Oxford

IF: Immunfluoreszenz
WB: Western Blot

2.1.10 Sekundarantikorper

Antikorper/Spezifitat | Spezies | Isotyp | Verdinnung Lieferant
(Bestell-Nr.)
AffiniPure Anti- Ziege 1gG WB: 1/5000 | Jackson
Kaninchen IgG (H+L)- Immunoresearch
Meerrettich- Europe Ltd.,
Peroxidase-Konjugat Newmarket (UK)
(111-035-144)
AffiniPure Anti-Maus | Ziege IgG WB: 1/10000 | Dianova GmbH,
lgG+IgM (H+L) - Hamburg
Meerrettich- (115-035-068)
Peroxidase-Konjugat
Alexa Fluor® 488 Ziege 19G IF: 1/200 Life
Anti-Kanninchen-IgG Technologies
GmbH,
Darmstadt
(R37116)
Cy3 Anti-Maus 1gG Kanin- 19G IF: 1/200 Dianova GmbH,
(H+L) chen Hamburg
(315-165-047)

IF: Immunfluoreszenz
WB: Western Blot
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2.1.11 Software

Programm Version Hersteller
BD-CellQuest™ Pro 5.2 BD Biosciences, Heidelberg
Image Lab Version 5.2 build 14 | Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

ProtoCol SR/HR 1.27.1664 Synoptics Ltd., Cambridge
(UK)

Step One Software 2.3 Life Technologies GmbH,
Darmstadt

2100 Expert B.02.08.S1648 | Agilent Technologies GmbH,

(SR2) Waldbronn

Weasel 3.1 Frank Battye PhD

Image J 1.48 National Institutes of Health,
Bethesda (USA)

AxioVision 4.7.2.0 Carl Zeiss Imaging Solutions
GmbH

NanoDrop 1000 3.8.0 Thermo Scientific,
Braunschweig

Pregap4 1.6 Medical Research Council,
Laboratory of Molecular
Biology

Gap4 4.11.2 Medical Research Council,
Laboratory of Molecular
Biology

BioEdit 7.2.5 Hall, T.A.

2.1.12 Zelllinien

Zelllinie

Informationen

FaDu

1968 isoliert aus dem Hypopharynx-Plattenepithelkarzinom
eines 56-jahrigen, méannlichen Patienten aus Kalkutta,
Indien [213]. Kommerziell erworben von der American Type
Culture Collection (ATCC® HTB-43™).

Detroit 562

Gewonnen aus dem Punktat eines malignen Pleraergusses
von einer Patientin mit Pharynxkarzinom [214]. Kommerziell
erworben von der American Type Culture Collection (ATCC®
CCL-138™).

NP69

Nasopharyngeale Epithelzelllinie, isoliert aus dem Biopsat
eines Patienten ohne maligne Erkrankung und anschlie3end
immortalisiert durch Transfektion mit einem das Simian
Virus 40T-Antigen tragenden Plasmid [215].
Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt durch Prof. S. W.
Tsao, Hongkong, China
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NP460hTert Nasopharyngeale Epithelzelllinie, isoliert aus einer Biopsie
nicht malignen Gewebes und immortalisiert durch
Expression einer humanen Telomerase reversen
Transkriptase (hTert) mithilfe eines retroviralen Vektors
[216]. Freundlicherweise zur Verfugung gestellt durch Prof.
S. W. Tsao, Hongkong, China

2.1.13 Bakterienstamme

Meningokokkenstdmme

WUE- | Stamm | Status | Ursprung Sg [cc | ST | Referenz

ID

2135 MC58 IME 1983, B 32 |74 [8, 217]
GrolR3britannien

2832 8013/ IME 1989, C 18 | 177 | [218,

Klon 12 Frankreich 219]

ald old TI 1999/2000, cnl [53 |53 |[18]
Deutschland

a7ll a7ll TI 1999/2000, 32 |32 |B [18]
Deutschland

od ol Tl 1999/2000, B [18 [19 [[18]
Deutschland

IME: Invasive Meningokokkenerkrankung

TI:  Tragerisolat

Sg: Serogruppe

cc: klonaler Komplex

ST: Sequenztyp

N. meningitidis Mutanten

Stamm Referenz Informationen
MC58 siaD [104] Ausgeschaltetes Sialyltransferase-Gen, zur
Verfigung gestellt durch das IHM Wrzburg
MC58 Opa [220] Ausgeschaltete Opa-Expression, zur Verfligung
gestellt durch das IHM Wiirzburg
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E. coli-Stdimme

Stamm Referenz Informationen
BL21 (DES3) [221] Wildtypstamm
von Novagen (Merck KGaA, Darmstadt), zur
Verfiigung gestellt durch PD Dr. K. Ohlsen,
IMIB Wiirzburg
BL21 Opal [204] E. coli-Stamm mit Opal-Expression, zur
Verfigung gestellt durch das IHM Wirzburg
BL21 Opa2 [204] E. coli-Stamm mit Opa2-Expression, zur
Verfligung gestellt durch das IHM Wirzburg
BL21 Opa3 [204] E. coli-Stamm mit Opa3-Expression, zur
Verfligung gestellt durch das IHM Wirzburg
BL21 Opad [204] E. coli-Stamm mit Opa4-Expression, zur
Verfligung gestellt durch das IHM Wirzburg
BL21 Opc [220] E. coli-Stamm mit Opc-Expression, zur
Verfligung gestellt durch das IHM Wirzburg
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Kultur von Bakterien

Zur Anzucht wurde das gewilnschte, bei -80 °C gelagerte Bakterienisolat am
Abend vor dem geplanten Infektionsversuch unter der Sicherheitswerkbank auf
einer Kochblutagarplatte fraktioniert ausgestrichen und Gber Nacht bei 37 °C und
5 % CO2 inkubiert.

Am Versuchstag wurden fir jedes verwendete Isolat zunachst 10 ml PPM+ in
einem 50 ml-Greiner-Rohrchen vorgelegt. Unter der Sicherheitswerkbank wurde
die dritte Fraktion der Uber Nacht gewachsenen Stdmme mithilfe eines
Watteschtdbchens abgenommen und das Gefal3d mit PPM+ angeimpft. Die
Bakterienkulturen wurden hierauf fur eine Stunde im Schiittelinkubator bei 37 °C
inkubiert. Dann wurde die ODsoo der Bakterienkultur im Vergleich zur ODeoo von
PPM+ als Leerwert photometrisch ermittelt und die Bakterienzahl pro ml
errechnet, wobei eine ODeoo von 1 einer Bakterienzahl von 10° Bakterien/ml
entspricht.

2.2.1.2 Kultur der verschiedenen Zelllinien

Fir die hier vorgestellten Versuche wurden die drei pharyngealen
Epithelzelllinien FaDu, Detroit 562 und NP69 verwendet, die sich auch in ihren
idealen Kulturbedingungen voneinander unterscheiden. Die Kultivierung aller
Zelllinien erfolgte in ihrem jeweiligen Zellkulturmedium (s.o0.) bei 37 °C und 5 %
CO:z2 in nicht beschichteten Zellkulturflaschen. Wachstum und Phanotyp wurden
taglich lichtmikroskopisch kontrolliert. Die jeweiligen Kulturbedingungen sind in
Tab. 2.1 dargestellt.
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FaDu Detroit 562 NP69
o T75- oder T75- oder
Kultiviert in T75-Flaschen
T175-Flaschen | T175-Flaschen
Gesamtvolumen in T25-
5ml 5 ml 3 ml
Flasche
Gesamtvolumen in T75-
10 mi 10 mi 7 ml
Flasche
Gesamtvolumen in T175- nicht
20 ml 20 ml
Flasche verwendet
geeignete _ _ _
o _ 2 min. 5-7 min. 2 min.
Trypsinisierungszeit
. o . NP69-Medium
Medium zur Neutralisierung . Detroit- .
. FaDu-Medium . mit Zusatz von
des Trypsins Medium
2 % FBS
Zentrifugationsgeschwindig-
_ . . 1300 g 1300 g 900 g
keit zur Sedimentation

Tab. 2.1: Kulturbedingungen von FaDu-, Detroit 562-, und NP69-Zellen im Uberblick.

Alle Schritte bei der Bearbeitung von NP69-Zellen (Kultivierung und
Infektionsversuche) wurden aufgrund lichtempfindlicher Nahrzusatze des K-
SFM-Mediums bei so geringer Lichteinstrahlung wie mdglich durchgefihrt, d.h.
bei ausgeschalteter Beleuchtung in der sterilen Werkbank und gedampfter
Raumbeleuchtung. Das K-SFM-Medium wurde nach Aufbereitung sofort in

Lichtschutzflaschen tberfihrt und in diesen aufbewahrt.

2.2.1.3 Zellen auftauen

Nach Erwarmung aller Zellkulturmedien auf Raumtemperatur wurden die
Cryopure-Gefalie mit den gewlnschten Zellen aus dem Flissigstickstoff-

Klhlsystem entnommen und aufgetaut. Die enthaltene Zellsuspension wurde mit
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einer 1 ml-Pipette entnommen und in ein 50 ml-Greiner Tube mit 9 ml
Kulturmedium Uberfihrt. Zur Entfernung des im Einfriermedium enthaltenen
DMSO erfolgte die Zentrifugation bei Raumtemperatur mit 1300 g (fur FaDu- und
Detroit 562-Zellen) oder 900 g (fiir NP69-Zellen) fur funf Minuten. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 1 ml Zellkultur-Medium resuspendiert. Diese
Zellsuspension wurde in eine T25-Zellkulturflasche mit einem geeigneten
Volumen (siehe Tab. 2.1) Zellkulturmedium gegeben.

Am Folgetag wurde ein Medienwechsel durchgefuhrt und die Zellen weiter
kultiviert. Bei Erreichen der Konfluenz erfolgte der Transfer in Zellkulturflaschen

der geeigneten Grol3e.

2.2.1.4 Zellen splitten

e FaDu- und Detroit 562-Zellen (in T175-Kulturflaschen):

Trypsin, 1 x PBS und FaDu- oder Detroit-Medium wurden zunachst auf
Raumtemperatur erwarmt. Um die Zellen im Verhaltnis 1/6 zu splitten
wurde das Zellkulturmedium von den Zellen abgenommen, die Zellen
zweimal mit 1 x PBS gewaschen und anschlieend 3 ml Trypsin/EDTA zu
den Zellen gegeben. Es erfolgte die Inkubation im Brutschrank fir eine
geeignete Dauer (siehe Tab. 2.1). Durch kraftiges Schlagen gegen die
Wande des KulturgefaRes wurden die Zellen vom Boden abgelost. Es
folgte die Neutralisierung des Trypsins durch Zugabe von 9 ml Medium
(siehe Tab. 2.1). Nach grundlichem Auf- und Abpipettieren wurden 2 ml
der Zellsuspension in eine neue T175-Kulturflasche mit 18 ml

Zellkulturmedium gegeben und weiter kultiviert.

e NP69-Zellen (in T75-Kulturflaschen):

Trypsin, 1 x PBS, FBS und NP69-Medium wurden auf Zimmertemperatur

erwarmt. Da NP69-Medium serumfrei ist und somit nur einen
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geringfugigen, durch die Supplemente beigesteuerten Proteingehalt hat,
wurde zur spateren Neutralisierung des Trypsins NP69-Medium mit
Zusatz von 2 % FBS vorbereitet. Um die Zellen im Verhaltnis 1/3 zu splitten
wurde das Zellkulturmedium von den Zellen abgenommen und die Zellen
zweimal mit 1 x PBS gewaschen. Die Trypsinisierung erfolgte mit 1 ml
Trypsin/EDTA bei 37 °C fir 2-3 Minuten. Nach Abschlagen der Zellen vom
Boden des KulturgefalRes erfolgte die Neutralisierung des Trypsins durch
Zugabe von 3 ml 2 % FBS in NP69-Medium. Die gesamte Zellsuspension
wurde hierauf in ein 50 ml-Greiner-Réhrchen tberfihrt. Um verbliebene
Zellen mit zu erfassen, wurde der Boden des leeren KulturgefalRes
nochmals grindlich mit 1 x PBS gewaschen und dieses anschlie3end der
Zellsuspension zugefiihrt. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 900 g fur
5 Minuten. Nach AbgieRen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 6 ml
NP69-Medium resuspendiert und je 2 ml der Zellsuspension wurden in
neue T75-Zellkulturflaschen mit je 5 ml NP69-Medium gegeben und weiter

kultiviert.

2.2.1.5 Zellen einfrieren

Das Einfriermedium wurde vorbereitet und vor Gebrauch auf 4 °C gekuhlt. Die
einzufrierenden Zellen wurden zweimal mit 1 x PBS gewaschen und mittels
Trypsinisierung (analog dem Splitten, siehe 2.2.1.4) vom Boden der Kulturflasche
geldst. Nach Neutralisierung des Trypsins wurde die gesamte Zellsuspension in
ein 50 ml-Greiner-Rohrchen uberfuhrt und fur funf Minuten bei Raumtemperatur
mit 1300 g (fur FaDu- und Detroit-Zellen) bzw. 900 g (fir NP69-Zellen)
zentrifugiert. Nach AbgieRen des Uberstandes wurde das Zellpellet in einer
geeigneten Menge Einfriermedium resuspendiert und die Zellsuspension zu je
1 ml in Cryopure-GefalRe aliquotiert. Dabei wurde eine bis zur Konfluenz
bewachsene T75-Flasche mit NP69-Zellen in drei Cryotubes aliquotiert, eine
konfluente T175-Flasche mit FaDu- oder Detroit 562-Zellen ergab zehn Aliquots.

Die Aliquots wurden in eine nicht gekihlte Isopropanol-Einfrierbox gestellt und
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Uber Nacht bei -80 °C eingefroren. Am Folgetag wurden die Kryogefal3e in den
Stickstofftank tberflhrt.

2.2.1.6 Aussaat von Zellen und Bestimmung der Zellzahl

Zunachst wurden alle erforderlichen Medien und Reagenzien auf
Raumtemperatur erwarmt und die fur den Versuch geeigneten TC-Platten
beschriftet. Darauf folgten die Trypsinisierung der gewiinschten Zellen, die
Neutralisation des Trypsins sowie die Uberfiihrung der Zellsuspension in ein
50 ml-Greiner-Rohrchen, wie unter 2.2.1.4 beschrieben. Dann wurde die
Zellsuspension bei 1300 g (FaDu- oder Detroit 562-Zellen) oder 900 g (NP69-
Zellen) fur 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Zellpellet
in einer geeigneten Menge Zellkulturmedium resuspendiert. In eine Vertiefung
einer 96-Well-Platte wurden 90 pl Trypanblau gegeben und diese mit 10 pl der
Zellsuspension gut vermischt. Hiervon wurden wiederum 10 pl in eine Neubauer-
Zahlkammer pipettiert und die Zelldichte der Zellsuspension unter dem
Mikroskop durch Zahlen ermittelt. Nach Auszahlung von 4 grof3en Quadraten

errechnete sich die Zelldichte wie folgt:

Anzahl lebender Zellen
4

Zellzahl pro ml = x Verdiinnungsfaktor x Kammerfaktor

e VerdUnnungsfaktor: 10

e Kammerfaktor: 10 ml?

Die Zellsuspension wurde daraufhin mit Zellkulturmedium auf die fir den Versuch
gewulnschte Zelldichte verdinnt, geeignete Volumina wurden in die Vertiefungen
der TC-Platten gegeben (siehe bei den jeweiligen Versuchen) und die Zellen bis
zum Versuchsbeginn bei 37 °C und 5 % CO:2 weiter kultiviert.
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2.2.2 Infektion von Epithelzellen mit N. meningitidis-Isolaten

Far alle Infektionsversuche wurden FaDu-, Detroit 562-, oder NP69-Zellen in der
gewinschten Dichte auf unbehandelte 6- oder 24-Well Platten wie unter 2.2.1.6
beschrieben ausgsat und bis zum Versuchstag bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert.
Mithilfe der Verdopplungszeit wurde am Versuchstag die Anzahl der Zellen pro
Well zum Infektionszeitpunkt errechnet, wobei bei FaDu- und Detroit 562-Zellen
von einer Verdopplungszeit von 24 h, bei NP69-Zellen von einer
Verdopplungszeit von 30 h ausgegangen wurde. Am Versuchstag erfolgte die
Kultur von Bakterien, wie unter 2.2.1.1 beschrieben und Giber Messung der ODsoo
die Bestimmung der Bakterienzahl pro ml Bakterienkultur. Unmittelbar vor der
Infektion wurde das Kulturmedium von den Zellen abgenommen, die Zellen
einmal mit 1 x PBS gewaschen und jedes Well mit frischem Zellkulturmedium
befullt. Die Infektion erfolgte dann unter der Sicherheitswerkbank durch Zugabe
von Bakterienkultur in die entsprechenden Wells, sodass sich je nach Versuch
eine MOI (,multiplicity of infection®) von 30 Bakterien pro Zelle oder 100 Bakterien
pro Zelle ergab. Das hierfiir geeignete Volumen an Bakterienkultur errechnete

sich wie folgt:

Anzahl Zellen pro Well
ODgoo x10°

ml Bakterienkultur pro Well = x gewtinschte MOI

Nach Zugabe des errechneten Volumens Bakterienkultur zu den Zellen erfolgte
die weitere Inkubation der infizierten und nicht-infizierten Zellen bei 37 °C und
5 % COo.

2.2.3 Gewinnung von hitzeinaktivierten Bakterien fiir Infektionsversuche

N. meningitidis-Stamme wurden auf Blutagarplatten fraktioniert ausgestrichen
und bei 37 °C und 5 % CO:2 uber Nacht kultiviert. Am nachsten Morgen wurde
eine Bakterienkultur in PPM+ erstellt und fir 1 h bei 37 °C im Schuttelinkubator

inkubiert. Die ODsoo der Bakteriensuspension wurde bestimmt, je 500 pl
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Bakteriensuspension in 1,5 ml-ReagiergefdRe mit einem zusatzlichen
Sicherheitsverschluss gegeben und fir 10 Minuten auf 95 °C erhitzt. Im
Anschluss wurde der gewiinschte Infektionsversuch durchgefuhrt. Das hierfur
geeignete Volumen an Suspension mit hitzeinaktivierten Bakterien wurde aus der
vor der Hitzeinaktivierung gemessenen ODsoo errechnet, sodass sich die
gewinschte MOI ergab. Um die Effektivitat der Hitzeinaktivierung zu
kontrollieren, wurden nach der Infektion je 100 pl der Suspension auf
Blutagarplatten ausgestrichen und Gber Nacht bei 37 °C und 5 % COz2 inkubiert.

2.2.4 Gewinnung und Aufkonzentrierung bakterieller Kulturiiberstande

Die gewilnschten Bakterienstdmme wurden am Abend auf Blutagarplatten
fraktioniert ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C und 5 % CO:2 inkubiert. Am
nachsten Morgen wurde die dritte Fraktion mit einem sterilen Wattestébchen
abgenommen und in 10 ml DMEM mit 100 pl Kellogg’s I+lI-Supplement Uberflhrt.
Nach zwei Stunden Inkubation bei 37 °C im Schuttelinkubator wurde die ODsoo
der Bakterienkultur bestimmt. Ein neues Gefald mit 20 ml DMEM und 200 pl
Kellogg’s I+ll wurde daraufhin mit einem Volumen der ersten Kultur angeimpft,
mit dem sich in der neuen Kultur rechnerisch eine ODeoo von 0,05 ergab. Diese
Kultur wurde tber Nacht bei 37 °C im Schuttelinkubator inkubiert.

Am néchsten Morgen erfolgte die Zentrifugation bei 4 °C und 4000 g fir
20 Minuten. Die Uberstande wurden sterilfiltriert und zur Aufkonzentrierung der
Proteine in 10.000 MWCO-Vivaspin-Tubes uberfuhrt, die daraufhin fur 20
Minuten bei 20 °C und 4000 g zentrifugiert wurden. Das so erhaltene
Proteinkonzentrat wurde aus der Tasche des Vivaspin-Tubes abpipettiert und bei

-20 °C gelagert.
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2.2.4.1 Bestimmung des Proteingehaltes der bakteriellen Kulturiiberstdnde

Um den Proteingehalt der verschiedenen bakteriellen Uberstande quantitativ zu
bestimmen, wurde der Pierce BCA Protein Assay Kit verwendet. Diesem liegt die
Biuret-Reaktion zugrunde, bei der durch Proteine zweiwertige Kupferionen zu
einwertigem Kupfer reduziert werden. Diese lassen sich dann durch Zugabe von
Bicinchoninsaure (BCA) sensitiv nachweisen, da sich ein intensiv violett
gefarbtes Reaktionsprodukt ergibt.

Zur Durchfihrung wurde zunachst eine Verdinnungsreihe mit BSA (200 pg/ml
bis 1200 pg/ml) in A. dest. erstellt, dann wurden die zu messenden Proben im
Verhéltnis 1/5 ebenfalls mit A. dest. verdinnt. Hierauf wurden von der
Verdinnungsreihe und von den Proben jeweils 50 pl in neue Tubes pipettiert und
aus den mitgelieferten Lésungen A und B die Reaktionsldsung hergestellt. Je
1 ml Reaktionslosung wurde zu den Proben und der Verdinnungsreihe gegeben.
Als Leerwert wurden aufRerdem 50 pl A. dest. mit 1 ml Reaktionslosung versetzt.
Nach 30 Minuten Inkubation bei 37 °C wurden jeweils 200 ul Probe in die
Vertiefungen einer 96-Well-Platte gegeben und die Lichtextinktion bei 540 nm am
Elisa-Reader gemessen. Aus dem bekannten Proteingehalt der Messpunkte der
Verdinnungsreine wurden mittels Ausgleichsgerade die unbekannten

Proteinkonzentrationen der Uberstande errechnet.

2.2.5 Gentamicin-Protektionsassay

Um N. meningitidis-lsolate auf ihre Fahigkeit zur Adharenz an die Zielzelle und
zur Invasion in die Zelle zu prifen wurde der Gentamicin-Protektionsassay
angewandt.

Hierzu wurden Detroit 562- oder NP69-Zellen in geeigneter Zelldichte (siehe Tab.
2.2) in eine 24-Well-Platte ausgesat und bis zum Erreichen eines konfluenten
Monolayers (nach 72 h) bei 37 °C und 5 % CO2 unter téaglicher

lichtmikroskopischer Kontrolle kultiviert.
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Am Versuchstag wurden Bakterienkulturen fir die Infektion vorbereitet und die
Zellen nach einmaligem Waschen mit 1 x PBS in dem fir die Infektion geeigneten
Medium (siehe Tab. 2.2) aufgenommen. Die Infektion der Zellen erfolgte fur alle
Zelllinien mit einer MOI von 30 Bakterien pro Zelle.

Nach 2, 4, und 6 h wurden zur Uberprifung der Anzahl freier Bakterien im
Uberstand, die nicht an einer Zelle anhefteten, Aliquots zu je 1 ml Uberstand
entnommen und Reihenverdinnungen in 1 x PBS (103, 104 und 10%) erstellt.
Von diesen wurden je 100 pl auf Blutagarplatten ausplattiert, die dann Uber Nacht
bei 37 °C und 5 % CO:2 bebritet wurden.

Um die Anzahl adharenter Bakterien zu bestimmen wurden die Zellen nach 2, 4
und 6 h zweimal mit 1 x PBS gewaschen und durch Zugabe von je 300 pl 1 %
Saponin und Inkubation fur 15 Minuten bei 37 °C lysiert. Analog zur Behandlung
der Uberstande wurden von den Lysaten Reihenverdiinnungen in 1 x PBS (107,
104 und 10°) erstellt, je 100 pl auf Blutagarplatten ausplattiert und diese tber
Nacht bei 37 °C und 5 % COz2 inkubiert.

Zur Bestimmung der Invasion wurde das Medium vorsichtig entfernt, durch
frisches Medium mit Antibiotikazusatz (10 % FBS in DMEM mit 200 pg/ml
Gentamicin oder NP69-Medium mit 200 pg/ml Gentamicin) ersetzt und fur 2 h bei
37 °C inkubiert. Nach somit erfolgter Abt6tung aller extrazellularen Bakterien
wurde das Medium abgenommen, die Zellen in 1 x PBS gewaschen und durch
Zugabe von 1 % Saponin fur 15 Minuten bei 37 °C lysiert. Von diesen Lysaten
wurden wiederum Verdinnungsreihen (hier 101, 102 und 10-3) erstellt und zu je
100 pl auf Blutagarplatten ausplattiert, die tber Nacht bei 37 °C und 5 % CO2
bebritet wurden.

Am Folgetag wurden alle Platten aus dem Brutschrank entnommen, fir eine
Stunde an der Raumluft getrocknet und am Colony-Counter ausgezahlt. Aus den
bekannten Verdinnungsfaktoren und dem Volumen, in dem die Bakterien
aufgenommen worden waren (1 ml bzw. 0,5 ml fir die Uberstande, 300 pl fur die
Adhéarenz- und Invasionsmessungen) wurde die Anzahl der koloniebildenden

Einheiten (colony forming units, CFU) pro ml Uberstand oder Zelllysat errechnet.
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Detroit 562 NP69

Auszuséaende Zellen 5 x 10% pro Well 1 x 10° pro Well
Volumen
' 1ml 0,5 ml
Medium pro Well
Medium fur die Infektion 10 % FBS in DMEM NP69-Medium
Verdopplungszeit 24 Std. 30 Std.
Zellzahl am Versuchstag ca. 4 x 10° pro Well ca. 5,28 x 10° pro Well

Tab. 2.2: Kulturbedingungen von Detroit 562- und NP69-Zellen fir den Gentamicin-
Protektionsassay im Vergleich.

2.2.6 Propidiumiodid-Farbung zur Analyse des zellulairen DNA-Gehaltes

Zur Analyse des Zellzyklus wurde die Propidiumiodidfarbung angewandt. Hierbei
wurden die in der Zelle befindlichen DNA-Molekile mit dem in Nukleinsduren
interkalierenden Farbstoff Propidiumiodid (PI) angefarbt und die Zellen im
Anschluss durchflusszytometrisch gezahlt. Uber den so ermittelten DNA-Gehalt
einer Zelle wurde dann auf die Zellzyklusphase riickgeschlossen, in der sich die
Zelle zum Zeitpunkt der Fixierung befunden hat, da der zellulare DNA-Gehalt im

Laufe des Zellzyklus variiert (siehe Abb. 2.2).
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Bei der Zahlung ergaben sich typischerweise drei Populationen unterschiedlich
intensiv angefarbter Zellen, wobei sich zwei Peaks (griin in Abb. 2.3) und eine
dazwischenliegende Flache (gelb in Abb. 2.3) darstellten. Wurde fur die
Farbintensitat des zweiten Peaks ein annahernd doppelt so hoher Wert bestimmit,
wie fir die Farbintensitat des ersten Peaks, wurde davon ausgegangen, dass die
erste Population die Zellen in der Gi- (oder Go-) Phase mit einem DNA-Gehalt
von 2 C reprasentierte und der zweite Peak die Zellen in der G2- und M-Phase
mit einem DNA-Gehalt von 4 C. Die Flache zwischen beiden Peaks wurde den
Zellen in der S-Phase zugeordnet, die, je nachdem wie weit die DNA-Synthese

zum Fixierungszeitpunkt vorangeschritten war, jeden DNA-Gehalt zwischen 2 C

und 4 C haben konnten.

<)

Abb. 2.2: Der variable
DNA-Gehalt wahrend der
Zellzyklusphasen.
Wahrend der S-Phase
verdoppelt sich der DNA-
Gehalt einer Zelle von 2 C
auf 4 C. Die Quantifizie-
rung der zellularen DNA-
Menge ermdglicht daher
den Rickschluss auf die
Zellzyklusphase, in der
sich die Zelle befindet.

55



Zellzahl

Gy/ Gy-phase ' Abb. 2.3: Typisches Histo-
(C=2) gramm bei PI-Farbung.
| Gezeigt ist ein Histogramm nach
PI-Farbung nicht infizierter, nicht
synchronisierter  Detroit  562-
Zellen. Die hier dargestellte farb-
liche Unterlegung der Flachen,
\ 'G,-/ M-phase die Zuordnung zu den verschie-
// (C=4) denen Zellzyklusphasen und die
Quantifizierung tUber die Flachen-
[ inhalte unter den Kurven wurden
‘ automatisiert durch WEASEL
I (Version 3.1) durchgefuhrt.

/ ‘M ________S-phase
T (25c<4)

»

>
Fluoreszenz

Zur Durchfuhrung des Versuchs wurden 24 Stunden vor dem Infektionszeitpunkt
die gewlnschten Zellen in geeigneter Dichte in eine 6-Well-Platte ausgesat
(siehe Tab. 2.3).

Um zu gewahrleisten, dass die Zellen bis zum Ende des Versuchs (24 oder 30 h
nach der Infektion) noch immer proliferativ sein und von neuem in den Zellzyklus
eintreten wirden, erfolgte am Versuchstag zunéachst eine lichtmikroskopische
Begutachtung, wobei kontrolliert wurde, dass die Zellen keinen konfluenten
Monolayer gebildet, sondern einen Konfluenzgrad von héchsten 60 % erreicht
hatten (vgl. Abb. 2.4).

War dies der Fall, wurden die Zellen einmal mit 1 x PBS gewaschen, in einer
geeigneten Menge Infektionsmedium (siehe Tab. 2.3) aufgenommen und mit
einer MOI von 100 infiziert. Um eine bakterielle Uberwucherung zu verhindern,
wurde 6 h nach der Infektion das bakterienhaltige Medium durch frisches Medium
mit Antibiotikazusatz (10 % FBS in DMEM mit 200 pg/ml Gentamicin oder NP69-

Medium mit 200 pg/ml Gentamicin) ersetzt.
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Abb. 2.4: Detroit 562-
Zellen direkt vor der
Infektion fir eine PI-
Farbung.

Zu den gewinschten Untersuchungszeitpunkten wurden die Zellen einmal mit
1x PBS gewaschen und zur Ablosung der Zellen in jedes Well 200 pl
Trypsin/EDTA gegeben. Nach Inkubation bei 37 °C flr eine angemessene Zeit
wurde das Trypsin durch Hinzugeben von 600 pl Neutralisationmedium (siehe
Tab. 2.3) antagonisiert, die Zellen in 2 ml-Eppendorf-Tubes tberfihrt und fur
5 Minuten bei 2400 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen, das Zellpellet in 1 ml 1 x PBS resuspendiert und nochmals
zentrifugiert. Nach erneutem Abnehmen des Uberstandes wurde das Zellpellet in
500 ul 1 x PBS aufgenommen, die Zellsuspension langsam trépfchenweise in ein
FACS-Tube mit 4,5 ml 4 °C kaltem 70 % Ethanol gegeben und bei 4 °C fur
mindestens 1 h fixiert.

Danach wurden die Zellen bei 4000 g fur 5 Minunten zentrifugiert, das Ethanol
abgegossen und das Zellpellet in 1 ml 1 x PBS resuspendiert. Nach nochmaliger
Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt und die Zellen zur Permeabilisierung
der Zellmembran in 300 pl 0,05 % Triton-X in 1 x PBS aufgenommen. Um
zellulare RNA zu eliminieren, die ebenfalls durch Pl interkaliert und angefarbt
wirde, wurden 3 pl RNase A (10 mg/ml) zugegeben, fir 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert und die Zellen schlielich durch Zugabe von 30 ul PI (1 mg/ml)
angefarbt. Nach 30 Minuten Inkubation bei 37°C erfolgte die
durchflusszytometrische Zellzahlung, wobei zur Detektion des Pl aufgrund der
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maximalen Exzitation bei 536 nm und der Emission von rotem Licht (617 nm) der

FL-3-Kanal verwendet wurde.

Die Messung des Verhaltnisses der Farbungsintensitat der beiden Peaks sowie

die Quantifizierung der Zellpopulationen in den verschiedenen Zellzyklusphasen

wurden automatisiert mithilfe des Softwareprogramms WEASEL 3.1
durchgefuhrt.
FaDu Detroit 562 NP69
Volumen
_ 2 mi 2 ml 1ml
Medium pro Well
Kulturmedium FaDu-Medium Detroit-Medium | NP69-Medium
angenommene
_ 24 h 24 h 30 h
Verdopplungszeit
Zellzahl am ca. 4 x10° ca. 4 x 10° 3,5 x10°
Versuchstag pro Well pro Well pro Well
Medium flr die 10 % FBS 10 % FBS _
_ _ _ NP69-Medium
Infektion in DMEM in DMEM
Trypsinisierungszeit 3 min. 5-7 min. 2-3 min.
Medium fir die 10 % FBS 10 % FBS 2% FBSin
Neutralisierung in DMEM in DMEM NP69-Medium

Tab. 2.3: Kulturbedingungen von FaDu-, Detroit 562- und NP69-Zellen fiir PI-Farbungen im

Vergleich.

2.2.7 Zellzyklusanalyse mit Detroit 562-Zellen mittels EAU-Farbung

Als weitere Methode zur Differenzierung von Zellen in unterschiedlichen

Zellzyklusphasen wurde die Farbung mit Ethinyl-deoxy-Uridin (EdU; Abb. 2.5)

angewendet. Anders als Propidiumiodid ist dieses selbst ein Nukleosidanalogon

und kann durch DNA-Polymerasen anstelle von Deoxy-Thymidin in zellulare DNA

inkorporiert und im Anschluss mittels Azid/Alkin-Clickreaktion angefarbt werden

(Abb. 2.6 und 2.7).
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Abb. 2.5:  Ethinyl-deoxy- Abb. 2.6: Azid- Abb. 2.7: EdU nach der
Uridin (EdU). Das Thymidin- konjugierter Clickreaktion. Das in die DNA
Analogon enthélt einen fur die Farbstoff. Als inkorporierte EdU bildet durch
Azid/Alkin-Clickreaktion erfor- Farbstoff wurde die  Azid/Alkin-Clickreaktion
derlichen Alkin-Rest (rot). Alexa-Fluor 488 eine stabile Verbindung mit
verwendet. dem Farbstoff.

Da die DNA-Polymerisation sich wahrend der S-Phase abspielt ist davon
auszugehen, dass Zellen, in denen EdU nachgewiesen werden kann, sich im
Zeitraum zwischen EdU-Zugabe und Fixierung in der S-Phase befunden haben,
oder zumindest in sie ein- oder aus ihr ausgetreten sind. Die gleichzeitige
Anfarbung mit einem DNA-interkalierenden Farbstoff wurde durchgefiihrt, um
eine Differenzierung der EdU-negativen Zellen in Gi- und G2-Phase-Zellen

vornehmen zu konnen.

Zur Durchfihrung wurden 24 Stunden vor dem geplanten Infektionszeitpunkt
Detroit 562-Zellen in eine 6-Well-Platte ausgesat (2 x 10° Zellen in 2 ml Detroit-
Medium pro Well).

Vor der Infektion wurden die Zellen einmal mit 1 x PBS gewaschen und in 2 ml
10 % FBS in DMEM pro Well aufgenommen. Dann erfolgte die Infektion mit einer
MOI von 100. Sechs Stunden nach der Infektion wurden die Zellen mit 1 x PBS
gewaschen und das bakterienhaltige Medium durch das gleiche Volumen Detroit-
Medium mit Zusatz von 200 pg/ml Gentamicin ersetzt. Zwei Stunden vor dem

gewinschten Untersuchungszeitpunkt wurden je 4 pul EAU (10 mM) zu den Zellen
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gegeben (Endkonzentration 20 uM EdU) und fur 2 h bei 37 °C und 5 % CO:2
inkubiert. Danach wurde das EdU-haltige Medium verworfen, die Zellen mit 1 x
PBS gewaschen und durch Inkubation mit 200 pl Trypsin-EDTA fir 5-7 Minuten
bei 37 °C vom Boden abgeldst. Nach Zugabe von 600 ul 10 % FBS in DMEM
wurden die Zellen in 2 ml-Reaktionsgefal3e tberfihrt und fur finf Minuten bei
2400 g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellpellet mit 1 ml 1 x PBS gewaschen und ein weiterer Zentrifugationsschritt
angeschlossen. Das nun entstandene Pellet wurde in 500 pl 1 x PBS
resuspendiert und zur Fixierung langsam tropfchenweise in ein FACS-Tube mit
4,5 ml 4 °C kaltem 70 % Ethanol Gberfuhrt. Nach 15 Minuten Fixierung bei 4 °C
wurden die Zellen erneut bei 4000 g fur funf Minuten zentrifugiert, das Ethanol
abgegossen und die Zellen in 1 ml 1 x PBS resuspendiert. Es folgte eine erneute
Zentrifugation. Nach Entfernung des Uberstandes wurden die Zellpellets in 200 pl
0,05 % Triton X-100 in PBS resuspendiert und fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur permeabilisiert. Der im Click-iT® EdU Alexa Fluor® 488 Imaging
Kit mitgelieferte Click-iT-Cocktail wurde durch Zugabe von AlexaFluor- 488-Azid-
Konjugat vorbereitet, je 500 pl der Losung zu den Zellsuspensionen gegeben und
fur 30 Minuten in Dunkelheit bei Raumtemperatur inkubiert. Alle weiteren
Arbeitsschritte erfolgten unter gré3tmaoglicher Abschirmung von Licht. Die Proben
wurden mit je 1 ml 1 x PBS vermischt und bei 4000 g fur funf Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Das entstehende Pellet wurde in 300 pl 1 x PBS
resuspendiert und jeder Probe 3 pl RNase A (10 mg/ml) zugegeben. Nach
Inkubation fir 30 Minuten bei 37 °C erfolgte die Zugabe von 2 pl DNA-
interkalierendem FxCycle Far Red Stain (200 uM) und die erneute Inkubation fur
30 Minuten bei 4 °C. Darauf folgte die durchflusszytometrische Zahlung der
doppelt angefarbten Zellen. Fur die Detektion des EdU-gebundenen AlexaFluor
488, welches mit einer Wellenlange von 519 nm im cyan-grtinen Bereich emittiert,
wurde der FL-1 Kanal verwendet, fur den FxCycle Far Red Stain (Emission bei
658 nm) der FL-4 Kanal.

Zur Auswertung wurden die Zellen mit CellQuest Pro ausgezéhlt. Wurde zur
Zahlung der S-Phase-Zellen allein die Farbung mit EdU detektiert, resultierten

zwei Populationen von Zellen, ndmlich EdU-positive S-Phase-Zellen und EdU-
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negative Zellen in der Gi-, G2- oder M-Phase (siehe Abb. 2.8). Zur

Quantifizierung wurde ein Gate eingesetzt, das die beiden Populationen

voneinander trennte und fir alle weiteren gemessenen Proben nicht mehr

Zellzahl

total

verandert wurde.

EdU+

Abb. 2.8: EdU-Farbung. Far
alle Proben wurde dasselbe
Gate fur EdU-positive Zellen
verwendet.

EdU-Fluoreszenz

Wurden die Signalintensitaten beider Farbstoffe in einem Diagramm aufgetragen,

so entstanden drei Populationen, welche die Zellen in der Gi-Phase (EdU

negativ, geringerer DNA-Gehalt), in der S-Phase (EdU-positiv, jeder DNA-Gehalt

zwischen 2 C und 4 C moglich) und der G2- bzw. M-Phase (EdU-negativ, hbherer
DNA-Gehalt) reprasentierten (siehe Abb. 2.9).

EdU-Fluoreszenz

Gi-Phase

Abb. 2.9: EdU- und
FxCycle-Farbung.

Durch die zusatzliche
Messung des DNA-
Gehaltes mittels Fx-
Cycle-Farbung  wur-
den die EdU-nega-
tiven Zellen hinsicht-
lich der Zellzyklus-
phase weiter differen-

"G/ M-Phase ziert.

»
»

FxCycle-Fluoreszenz
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2.2.8 Protein-Uberexpression in Escherichia coli

Zur Uberexpression von Proteinen (Opa-Proteine und Opc-Protein) wurden der
E. coli-Kontrollstamm (BL21) und der entsprechende E. coli-Expressionsstamm
(E. coli Opa 1, E. coli Opa2, E. coli Opa3, E. coli Opa4 sowie E. coli Opc [204])
in je 30 ml LB-Medium mit oder ohne Zusatz von 30 pg/ml Kanamycin
aufgenommen und Gber Nacht bei 37 °C und unter 220 rpm angezogen.

Am Folgetag wurden 20 ml kanamycinhaltiges sowie antibiotikafreies LB-Medium
mit 1 ml der Ubernacht-Kultur versetzt und bei 37 °C unter Schiitteln (220 rpm)
fur eine Stunde inkubiert. Die Expression wurde durch Zugabe von IPTG
(Endkonzentration 1 mM) induziert und der Ansatz fur weitere 2 h inkubiert. Im
Anschluss erfolgte die Bestimmung der ODsoo der E. coli-Stamme und die
Infektion von Detroit 562-Zellen mit einer MOI von 100 analog der Infektion
Meningokokken wie unter 2.2.2 beschrieben. Der weitere Versuchsablauf zur
Analyse des Einflusses auf den Zellzyklus erfolgte durch PI-Farbungen wie unter
2.2.6 ausgefuhrt.

Zur Kontrolle der Uberexpression wurden vor der Zugabe von IPTG und vor der
Infektion jeweils Aliquots entnommen, von denen Bakterienlysate mit 1 x 108
Bakterien pro 100 pl Lysat hergestellt wurden (siehe 2.2.10). Die Analyse der
Uberexpression erfolgte anschlieBend mittels SDS-PAGE und Coomassie-

Farbung.

2.2.9 Herstellung von Zelllysaten der Zelllinie Detroit 562

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden Detroit 562-Zellen mit einer MOI von 100
infiziert und wie bei den tbrigen Zellzyklusanalysen weiterbehandelt (vgl. 2.2.6).
Zum gewulnschten Untersuchungszeitpunkt wurden die Zellen mit 1 x PBS
gewaschen und in jedes Well 80 pl 2x-Stop-Mix gegeben. Nach grundlichem
Durchmischen wurden die so gewonnenen Zelllysate in Eppendorf-Tubes
Uberfuhrt und zur Denaturierung fur 10 Minuten bei 100 °C gekocht. Die Lysate

wurden hierauf direkt fir Versuche weiterverwendet oder bei -20 °C gelagert.
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2.2.10 Herstellung bakterieller Lysate

Die gewinschten Bakterienstamme wurden zunachst auf Blutagarplatten
fraktioniert ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C und 5 % CO:2 inkubiert. Am
nachsten Tag wurde die dritte Fraktion mit einem sterilen Wattestadbchen
abgenommen und 1 ml PBS mit den Bakterien angeimpft. Mittels Bestimmung
der ODeoo wurde der Bakteriengehalt der Suspension bestimmt, wobei eine ODeoo
von 1,0 einer Anzahl von 10° Bakterien/ml entspricht. Das Volumen
Bakteriensuspension, das rechnerisch 108 Mikroorganismen enthielt, wurde in
ein Eppendorf-Tube gegeben und bei 2400 g fur 5 Minuten zentrifugiert. Nach
Verwerfen des Uberstands wurde das Bakterienpellet in 100 pl 2 x Stop-Mix
aufgenommen. Zur Denaturierung der Proteine wurde das Lysat fir 10 Minuten

bei 100 °C gekocht und bis zur Analyse bei -20 °C gelagert.

2.2.11 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen aus Zell- oder Bakterienlysaten nach
MolekilgrofRe wurde eine SDS-PAGE durchgefihrt, an die ein Western blot oder
eine Coomassie-Farbung angeschlossen wurde.

Zur Herstellung der Proteingele wurde das Minigel-Twin System von Biometra
verwendet. Die Trenngele besaflRen je nach Groéf3e des zu untersuchenden
Proteins eine Polyacrylamid-Konzentration zwischen 10 % und 15 % (fur alle hier
getesteten zellzyklusrelevanten Proteine 12 %). Fur das Sammelgel wurden stets
4,2 % Polyacrylamid eingesetzt (Tab 2.4). Zun&chst wurden die Gelkammern mit
je 4,5 ml Trenngel beflllt, dieses 70 % Ethanol Uberschichtet und fiir 30 Minuten
unter dem Abzug belassen. Nach der kompletten Polymerisation des Gels wurde
das Ethanol entfernt und nach mehrmaligem Auswaschen der Kammer mit A.
dest. das Sammelgel Gber das Trenngel gegossen. In das flissige Sammelgel
wurde der Kamm eingeschoben die Polymerisation fur 15 Minuten abgewartet,
dann der Kamm und die Gummiabdichtung entfernt und schlieBlich 5 pl

Proteinmarker bzw. ein adaquates Volumen an Lysat in die Geltaschen geladen.
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Dann wurden die Gelkammern in die Elektrophoresekammer eingespannt, diese
mit 1 x SDS-Puffer beflllt und zunachst 120 V angelegt. Bei Erreichen des
Trenngels und beginnender sichtbarer Auftrennung der Proteinbanden wurde die
Spannung auf 160 V erhoht. Nach ausreichender Auftrennung wurden die Gele
den Kammern entnommen und fir Coomassie-Farbungen oder Western Blots

weiterverwendet.

Ansatz fir 2 Gele
Sammelgel 12 % Trenngel

30 % Polyacrylamid 0,7 mi 4,0 ml
1,5 M Tris HCI pH 8,8 2,5ml
0,5 M Tris HCI pH 6,8 1,25 ml

20 % SDS 25 ul 50 ul
16 % APS 30 ul 60 ul
TEMED 5ul 10 pl
A. dest. 3,0ml 3,4 ml

Tab. 2.4: Schema zur Herstellung Sammel- und 12 %- Trenngelen fur die SDS-PAGE

2.2.12 Coomassie-brilliant-blue-Firbung von Proteingelen

Die Anfarbung mit Coomassie-brilliant-blue wurde zur Visualisierung aller in
einem Proteingel befindlichen Proteine eingesetzt. Nachdem die gewlnschten
Uberstande, Zell- oder Bakterienlysate und der Proteinmarker mittels SDS-PAGE
in einem 12 % Polyacrylamid-Gel aufgetrennt worden waren, wurde das Trenngel
vom Sammelgel abgeschnitten und in einer Plastikschale auf dem Schuttler mit
Coomassie inkubiert. Nach einer Stunde wurde der Farbstoff verworfen und das
Gel mehrmals fir jeweils 20 Minuten mit Coomassie-Entfarber auf dem Schiuttler
gewaschen. Bei ausreichender Entfarbung des Hintergrundes und klarer
Abgrenzbarkeit der Proteinbanden wurde das angefarbte Gel zur Dokumentation

fotografiert.
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2.2.13 Western Blot

Der selektive Nachweis und die Quantifizierung eines bestimmten Proteins
erfolgten durch Markierung mit spezifischen Antikdrpern mittels Western Blot.
Hierzu wurde zunéchst eine SDS-PAGE durchgefiihrt, das Sammelgel vom
Trenngel abgeschnitten und dieses auf eine Nitrocellulosemembran aufgelegt.
Trenngel und Nitrocellulosemembran wurden dann in eine Blotkammer mit den
zugehorigen Schwammen und mit in Western Blot-Puffer getranktem Filterpapier
eingespannt. Nach Einsetzen eines Kihlelementes wurde die Blotkammer mit
kaltem (4 °C) Western Blot-Puffer aufgefullt und durch Anlegen einer Spannung,
mit der sich eine Stromstarke von 350 mA ergab, der Transfer der Proteine auf
die Membran fur 1 h durchgefuhrt. Danach wurde die Membran fur 1 h in 12 ml
Blocking-Medium (5 % Magermilchpulver in 1 x TBS-T oder 5 % BSA in 1 x
TBS-T) auf dem  Schittler inkubiert, um  unspezifische freie
Proteinbindungsstellen abzusattigen, und anschliel3end der Erstantikdrper gegen
das nachzuweisende Protein in 10 ml Blocking-Medium zu der Membran
gegeben. Die Inkubation erfolgte auf dem Schiittler bei 4 °C Gber Nacht.

Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal fur je 10 Minuten mit 1 x TBS-T
gewaschen und der Zweitantikérper in 10 ml Blocking-Medium unter Schutteln
inkubiert. Dieser ist gegen Antikérper der Spezies gerichtet, der der
Erstantikorper entstammt und mit Meerrettich-Peroxidase (horseradish-
peroxidase, HRP) konjugiert, welche spater die Luminolreaktion katalysiert und
den Proteinnachweis durch Chemilumineszenz ermoglicht. Nach 1 h Inkubation
wurde die Membran dreimal fur je 10 Minuten in 1 x TBS-T gewaschen, 1 ml
luminolhaltiger ECL-Detektionsmix auf die Membran gegeben und die
Chemilumineszenz nach einer Minute Einwirkzeit im  Chemidoc-
Geldokumentationssystem detektiert.

Die anschliel3ende Analyse und Quantifizierung der Bandenintensitat wurde mit

ImageJ® durchgefiihrt.
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2.2.14 Immunfluoreszenz mit Detroit 562-Zellen

Zur Visualisierung zellularer Proteine mittels Immunfluoreszenz wurden Detroit
562-Zellen in einer Dichte von 0,75 x 10° Zellen pro Well in einer 24-Well-Platte
auf Deckglaser (Durchmesser 12 mm), die zuvor mit 70 % Ethanol gereinigt
wurden, ausgesat und tber Nacht bei 37 °C und 5 % CO:2 inkubiert.

24 h nach dem Ausséen erfolgte die Infektion der Zellen mit einer MOI von 100,
wobei wiederum 6 h nach dem Infektionszeitpunkt das bakterienhaltige Medium
aus den Wells entfernt wurde, die Zellen mit 1 x PBS gewaschen und dann in je
1 ml Detroit-Medium mit Zusatz von 200 pg/ml Gentamicin aufgenommen
wurden. Zum gewlnschten Untersuchungszeitpunkt wurde das Medium
verworfen, die Zellen in 1 x PBS gewaschen und fir 20 Minuten mit 3,7 %
para-Formaldehyd bei Raumtemperatur fixiert. Nach einem weiteren
Waschschritt mit 1 x PBS wurden die Zellen fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur
durch Zugabe von 0,1 % Triton-X100 permeabilisiert. Die Blockierung
unspezifischer Proteinbindungsstellen erfolgte dann, nach einem weiteren
Waschschritt mit 1 x PBS, durch Zugabe von Blocking Puffer (PBS mit 2 % BSA
und 1 % FBS) zu den fixierten Zellen. Nach 45 Minuten Einwirkzeit wurde der
Erstantikorper, verdinnt in 200 pl Blocking-Puffer, zugegeben und tber Nacht
bei 4 °C inkubiert.

Am nachsten Tag folgten drei Waschschritte mit 1 x PBS und die Inkubation mit
200 pl farbstoffkonjugiertem Zweitantikdrper (1/200 in Blocking-Puffer) fur 20
Minuten bei Raumtemperatur in Dunkelheit. Nach dreimaligem Waschen mit 1 x
PBS wurden je 300 ul DAPI (1/10.000 in PBS) zu den fixierten Zellen gegeben
und fur 5 Minuten bei Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden
die Zellen wiederum dreimal in 1 x PBS gewaschen, die Deckglaser aus den
Wells entnommen, an der Luft getrocknet und mit einem Tropfen FluoPrep® auf
einem Objekttrager befestigt. Nach Aushartung fur eine Stunde bei 4 °C erfolgten

die Mikroskopie und die fotografische Dokumentation.
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2.2.15 Extraktion genomischer DNA aus N. meningitidis Isolaten

Fir die Extrakion genomischer DNA aus N. meningitidis-Isolaten diente der
QIAmp DNA Mini Kit der Firma Qiagen. Die Durchflihrung erfolgte entsprechend
den Angaben des Herstellers.

Der N. meningitidis-Stamm am wurde Vorabend auf eine Kochblutagarplatte
fraktioniert ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C und 5 % CO:2 bebrutet.
Einige Kolonien wurden entnommen und in 180 pl des mitgelieferten ATL-Puffers
gegeben. Nach Zugabe von 20 ul Proteinase K wurde die Probe bis zur
vollstandigen Lyse der Bakterien unter Schitteln auf 56 °C erhitzt. Dem Lysat
wurden 4 ul RNase A (100 mg/ml) zugesetzt und grindlich vermischt. Nach einer
Inkubationszeit von 2 Minuten bei Raumtemperatur wurden 200 ul AL-Puffer
zugegeben, fur 10 Minuten bei 70 °C inkubiert und der Probe anschliel3end 200 pl
99,8 % Ethanol zugesetzt. Die gesamte Probe wurde auf eine QIAmp Mini spin
Saule pipettiert und 500 pl AW1-Puffer hinzugefiigt. Nach Zentrifugation der
Saule mit 6000 g fur eine Minute wurde die Saule erneut mit 500 ul AW 1-Puffer
beladen und nochmals zentrifugiert. Dann wurde die Saule in ein sauberes 2 ml-
Tube eingesetzt und fir 3 Minuten bei 20.000 g und abschlieRend fir 1 Minute
bei maximaler Rotatiosgeschwindigkeit zentrifugiert. Darauf wurde die Saule mit
200 ul AE-Puffer beladen und nach einer Einwirkzeit von 5 Minuten fir 1 Minute
bei 6000 g zentrifugiert. Das Eluat wurde in ein neues 1,5 ml-Tube gegeben, der
letzte Zentrifugationsschritt nochmals wiederholt und schlie3lich der DNA-Gehalt
des Eluates mittels Nanodrop bestimmt.

2.2.16 PCR zum Nachweis des opcA-Gens in bakterieller genomischer DNA

Fir die spezifische Amplifizierung von DNA-Fragmenten zum Nachweis des
opcA-Gens wurde die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) angewendet. Als
Matrize (,template“) diente die extrahierte genomische DNA aus den
kolonisierenden N. meningitidis-Stammen o711 und a4. Als Positivkontrolle

wurde N. meningitidis MC58 verwendet, als Negativkontrolle 8013/Klon 12.
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25 ul PCR-Ansatz enthielten 2,5 pl 10 x PCR-Puffer (Qiagen), 1 pl
Magnesiumsulfat (50 mM), je 0,5 ul von beiden Primern, 0,5 pul dNTPs (10mM,
New England Biolabs), 0,1 ul Tag DNA-Polymerase (New England Biolabs)
sowie 100 ng genomische DNA (siehe Tab 2.5). Die hier verwendeten
Oligonukleotid-Primer sind tabellarisch unter Angabe der Sequenzen in Kapitel
2.1.8 aufgefuhrt.

Das PCR-Protokoll umfasste folgende Schritte: initiale Denaturierung bei 94 °C
fur 1 Minute, darauf folgend 35 Zyklen, bestehend aus einer weiteren
Denaturierung fir 15 Sekunden bei 94 °C, dem Primer-Annealing fur
30 Sekunden sowie der Elongation bei 68 °C (siehe Tab. 2.6). Die Annealing-
Temperatur wurde fur die jeweils verwendeten Primerpaare berechnet, wobei die
Temperatur zunachst auf 5 °C unter der niedrigeren Schmelztemperatur Tm der
beiden Primer eingestellt und spater gegebenenfalls nachjustiert wurde. Die
Schmelztemperatur wird dabei vom Hersteller angegeben oder wurde alternativ

ausgehend von der Nukleotidsequenz errechnet mithilfe der Formel:
Tm=4x(G+C)+2x(A+T)
Die Elongationsdauer wurde in Abhangigkeit von der zu erwartenden

Fragmentlange eingestellt, wobei der Berechnung eine durchschnittiche DNA-

Syntheserate von 1 kb/min fur die Tag DNA-Polymerase zugrunde gelegt wurde.

Mastermix (Volumina pro gDNA-Probe)
10 x Reaktions-Puffer 2,5 ul
MgSO4 (50 mM) 1,0 pl
Primer 0,5 ul (jeweils)
dNTP-Mix (10 mM) 0,5 pl
Taq DNA-Polymerase 0,1 pl (erst unmittelbar vor der Reaktion
zuzugeben)

Tab. 2.5: PCR - Ansatz fur den Mastermix
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Programmierung des Thermocyclers
Initiale Denaturierung 94 °C 1 Min.
Denaturierung 94 °C 15 Sek.
35 Zyklen Annealing 55 °C 30 Sek.
Elongation 68 °C 1 Min/kb
Nach Abschluss 4°C unbestimmt

Tab. 2.6: PCR - Programmierung des Thermocyclers

2.2.17 Reinigung, Analyse und Sequenzierung von DNA

2.2.17.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung eines Agarosegels wurden 60 ml 1 x TBE mit 1 % Agarose erhitzt,
mit 6 yl Gelred Nucleic acid stain versetzt, in eine Form gegossen und die
Polymerisation abgewartet. Dann wurde das Gel in eine Gelkammer eingesetzt
und mit 1 x TBE Uberschichtet. Nach erfolgter PCR wurden zu den PCR-
Produkten je 5 ul 6 x Agarose-Puffer gegeben und 7 pl der entsprechenden
Probe bzw. 5 pl SL-DNA-Ladder in die Geltaschen pipettiert. Die Separierung der
in den Proben enthaltenen DNA-Fragmente erfolgte durch Anlegen von 120 V
uber 40 Minuten. Die resultierenden Banden wurden mithilfe des Chemidoc-
Geldokumentationssystems detektiert und fotografisch dokumentiert.

2.2.17.2 Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen und
Konzentrationsbestimmung

Fur weitergehende Anwendungen (hier die DNA-Sequenzierung) wurden die
PCR-Produkte zunéachst gelelektrophoretisch analysiert und anschlieRend die
Extraktion der gewiinschten Bande aus dem Gel mit Hilfe des QIAquick® Gel
Extraction Kits (Qiagen) entsprechend dem Protokoll des Herstellers
durchgefihrt.

Nach erfolgter Agarose-Gelelektrophorese wurde die zu untersuchende Bande
mit einem Skalpell unter UV-Durchleuchtung aus dem Gel geschnitten und das

Gewicht des Gelfragmentes bestimmt. Dann wurde das Dreifache des
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Gelvolumens an mitgeliefertem QG-Puffer zu dem Gel gegeben und das
Gemisch unter mehrmaligem Schiitteln bis zur vollstandigen Lésung bei 50 °C
inkubiert. Zur Ausféllung der DNA wurde ein Gelvolumen Isopropanol
zugegeben, vermischt und eine QIAquick-Saule mit der Losung beladen. Nach
Zentrifugation (1 Min., Raumtemperatur, 15.000 g) wurde die an die Saule
gebundene DNA mit 500 pl PE-Puffer gewaschen und nochmals zentrifugiert (1
Min., Raumtemperatur, 15.000 g). Um schliel3lich die gebundene DNA aus der
Saule zu eluieren, wurde diese in ein frisches 1,5ml-Tube eingesetzt und nach
Zugabe von 50 pul A. dest. erneut fir eine Minute zentrifugiert (1 Min.,

Raumtemperatur, 15.000 Q).

2.2.17.3 Sequenzierung

Mit der Sequenzierung wurde das DNA-Labor des Instituts fur Hygiene und
Mikrobiologie der Universitat Wirzburg beauftragt. Es wurden 50 ng genomische
DNA sowie das Primerpaar RA3/RA4 eingereicht und zur Sequenzierung an
GATC (KolIn, D) verschickt.

2.2.17.4 Sequenzierauswertung

Die Rohsequenzdaten wurden mit Hilfe der Software-Programmpakete Pregap4
und Gap4 analysiert. Die DNA-Sequenzen wurden mit der Datenbank
(,Genbank®) des National Center for Biotechnology Information (NCBI) unter
Verwendung des ,Basic Local Alignment Search Tools* (BLAST) abgeglichen
[222], wozu BioEdit (V. 7.2.5) verwendet wurde.
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2.2.18 RNA-Isolation aus Detroit 562-Zellen

Die Praparation von mRNA aus Wirtszellen (hier Detroit 562-Zellen) erfolgte unter
Verwendung des RNeasy Mini Kits entsprechend dem Protokoll des Herstellers.
Das Medium wurde von den zu untersuchenden Zellen abgenommen, die Zellen
einmal mit 1 x PBS gewaschen und mit 200 pl Trypsin/EDTA bei 37 °C fiur 5-7
Minuten trypsinisiert. Die Neutralisierung des Trypsins erfolgte durch Zugabe von
600 pl Detroit-Medium. Nach Uberfiihrung der Zellen in ein 2 ml-Tube und
Zentrifugation fur 5 Minuten bei 300 g wurde der Uberstand verworfen, das
Zellpellet in 350 pl RLT-Puffer lysiert, das Lysat auf eine QlAshredder spin-Saule
pipettiert und fur 2 Minuten bei 13.000 rpm (16.156 g) zentrifugiert. Das Lysat
wurde anschlieBend mit 350 ul Ethanol (70%) vermischt, auf eine RNeasy mini
spin-Saule gegeben und bei 10.000 rpm (9560 g) fur 15 Sekunden zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde verworfen, die Saule mit 700 pl RW1-Puffer beladen und
erneut fir 15 Sekunden bei 10.000 rpm (9560 g) zentrifugiert. Nach Zugabe von
500 ul RPE-Puffer auf die Saule erfolgte eine erneute Zentrifugation bei
10.000 rpm (9560 g) fur 15 Sekunden. Dieser Schritt wurde nochmals wiederholt
und die Sadule im Anschluss fur eine Minute bei maximaler
Rotationsgeschwindigkeit trocken zentrifugiert. Nach Einsetzen in ein neues
Tube wurden schlieBlich 30 pl nukleasefreies Wasser auf die Saule pipettiert,
eine Minute bei 10.000 rpm (9560 g) zentrifugiert und die RNA-Konzentration des
Eluates mittels  NanoDrop-Spektrophotometer  bestimmt.  Unmittelbar
anschlieBend erfolgte die Uberprifung der RNA-Integritat mittels Agilent 2100
Bioanalyzer-System. Bis zur weiteren Verwendung wurden die RNA-Proben bei
-80 °C aufbewahrt.

2.2.19 Bestimmung der RNA-Integritit mittels Agilent 2100 Bioanalyzer

Um zu analysieren, ob und in welchem Ausmald Degradierungsprozesse in den
RNA-Proben durch ubiquitar vorkommende RNasen stattgefunden haben und so

das Ergebnis der Quantifizierung verféalschen kénnten, wurde die RNA Integrity
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Number (RIN) mittels Agilent Bioanalyzer System bestimmt. Hierbei findet auf
einem Mikrochip eine elektrophoretische Trennung der in der Probe enthaltenen
RNA-Molekule statt. Das entstandene Bandenmuster wird dann nach einem
automatisierten Algorithmus, in den die Intensitaten der verschiedenen Banden
eingehen, ausgewertet, wobei auf den Gehalt an fragmentierter RNA
rickgeschlossen werden kann und die RIN bestimmt wird.

Die Durchfiihrung erfolgte dem Protokoll des Herstellers entsprechend. 65 pl der
im Kit enthaltenen Gel-Matrix wurden mit 1 pl RNA-Farbstoff-Konzentrat versetzt
und fur zehn Minuten bei 13.000 g zentrifugiert. Die Chip-Priming-Station wurde
mit einer Spritze versehen und der RNA-Chip eingesetzt. Dann wurden 9 pl des
Gel-Farbstoff-Gemisches in die dafiir vorgesehene Offnung des Chips gegeben,
durch Herunterdricken des Spritzenstempels fur 30 Sekunden Druck auf das
System ausgeubt und anschlieRend jeweils 9 pl Gel-Farbstoff-Gemisch in die
beiden entsprechenden Offnungen pipettiert. Nach Beladung aller Proben-Wells
und des RNA-Ladder-Wells mit je 5 pl RNA-Marker wurden in die Proben-Wells
je 1 ul RNA-Probe, in das RNA-Ladder-Well 1 pl RNA-Ladder und in alle nicht
verwendeten Wells je 1 pl RNA-Marker gegeben. Schliel3lich wurde der Chip fur
eine Minute bei 2400 rpm geschuttelt und in das Agilent 2100 Bioanalyzer-
System eingesetzt, in dem automatisiert die elektrophoretische Auftrennung und
die Auswertung erfolgten.

2.2.20 Synthese von cDNA aus zelluldrer RNA

Fir die cDNA-Erststrangsynthese aus mRNA wurde der Super Script Il Kit der
Firma Qiagen verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend dem
beiliegenden Protokoll. Zunachst wurden 1 pg RNA mit RNase freiem Wasser
auf ein Gesamtvolumen von 20 pl verdinnt und 0,5 ul Random Primer Nona
(5 ng/ul) zugegeben. Dieser enthalt Nonanukleotide in zufélliger Sequenz, die
beim spéateren Umschreiben der RNA in cDNA an allen moéglichen Stellen der

RNA als Primer dienen. Nach Inkubation fiir 5 Minuten bei 70 °C wurden die
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Proben kurz auf Eis abgekuhlt und 20 pl der RNA-Probe zu je 20 ul Mastermix
(Tab. 2.7) gegeben.

Mastermix fir cDNA-Synthese pro RNA-Probe
DTT 100 mM 0,4 pl
5x first strand buffer 8 ul
RNase freies Wasser 5,6 ul
dNTPs 10 mM je 1 pl (insgesamt 4 pl)
RNase out 1l
Super Script 1l reverse Transkriptase 1l

Tab. 2.7: Umschrieb von RNA in cDNA - Mastermix-Ansatz

Nach zehn Minuten Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die cDNA-Synthese
bei 42 °C fur zwei Stunden. AnschlieRend wurden die Proben nochmals fir 15
Minuten auf 70 °C erhitzt, um die beteiligten Enzyme wieder zu inaktivieren. Zum
Abbau noch vorhandener RNA wurden zu jeder Probe 2 ul DNase-freie RNase
gegeben und bei 37 °C fir 45 Minuten inkubiert, woraufhin schlieRlich die

Aufreinigung der gewonnenen cDNA erfolgte.

2.2.21 Aufreinigung von cDNA mithilfe des QIAquick PCR Purification Kit

Die Aufreinigung erfolgte mithilfe des QIAquick PCR Purification Kits von Qiagen.
Jede Probe wurde mit 210 ul des mitgelieferten PB-Puffers verdinnt und auf eine
Saule pipettiert. Nach einer Minute Zentrifugation bei 15.000 g wurde der
Durchfluss verworfen, die Saule mit 750 pl PE-Puffer beladen und nochmals bei
15.000 g fur eine Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wieder verworfen,
die Saule trocken zentrifugiert und nach erneutem Verwerfen des Durchflusses
nochmals trocken zentrifugiert. Dann wurde die S&aule in ein neues 1,5 ml-Tube
eingesetzt, 40 ul A. dest. auf die Saulenmitte pipettiert und erneut bei 15.000 g
fur eine Minute zentrifugiert. Nach spektrophotometrischer Messung der DNA-
Konzentration am Nanodrop wurde die cDNA bis zur weiteren Verwendung
bei -20 °C aufbewahrt.
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2.2.22 Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR) zur Quantifizierung der Cyclin-
TransKkription in Detroit 562-Zellen

Die gRT-PCR wurde durchgefuhrt, um zu analysieren, ob die bakterielle Infektion
von Detroit 562-Zellen einen Einfluss auf die Expression der Cycline hat.
Verwendet wurden hierzu die cDNA-Proben, die zuvor von der RNA infizierter
und nicht infizierter Detroit 562-Zellen umgeschrieben worden waren.

Das Prinzip der gRT-PCR besteht darin, dass die Menge des bei der PCR
entstehenden PCR-Produktes durch Zugabe eines Farbstoffes messbar gemacht
wird. Aus ihr kann auf die Menge der in der Probe enthaltenen cDNA mit der zu
amplifizierenden Sequenz rickgeschlossen werden, die wiederum anzeigt, ob
unterschiedlich viel mMRNA mit der entsprechenden Sequenz aus den infizierten
oder nicht infizierten Zellen extrahiert wurde. Als Farbstoff wurde SYBR-Green
verwendet, welches bevorzugt an doppelstrangige DNA, mit sehr viel geringerer
Kapazitat jedoch auch an einzelstrangige DNA oder RNA bindet. Die Bindung an
doppelstrangige DNA bewirkt eine Veranderung der Fluoreszenzeigenschaften
des Farbstoffes und resultiert bei Absorption von blauem Licht mit einer
Wellenlange von 494 nm in einer Emission grinen Lichtes mit einer Wellenlange
von 521 nm. Im Vergleich zu ungebundenem Farbstoff ist die Intensitat der
emittierten Strahlung etwa um den Faktor 2.000 erhéht [223]. Die Fluoreszenz
wurde automatisiert nach jedem Replikationszyklus gemessen und die Anzahl an
Zyklen, die durchlaufen werden musste, um einen bestimmten Schwellenwert an
Fluoreszenzzunahme zu uUberschreiten wurde als C+-Wert (,cycle threshold®)

bestimmt.

Die Auswertung erfolgte mithilfe der AACt-Methode automatisiert durch die
zugehorige Step One-Software, wobei die Werte fur das Hintergrundsignal
(Baseline) und den Schwellenwert (Threshold), ab dessen Uberschreiten ein
Signal als messbare Amplifikation gewertet wird, fir jede Probe automatisch
erstellt wurden. Jede cDNA-Probe wurde als Triplikat analysiert und die gRT-
PCR wurde insgesamt mit drei verschiedenen Satzen von cDNA-Proben
durchgeftihrt, die aus Ansatzen von Detroit 562-Zellen aus drei

Infektionsversuchen gewonnen wurden. Um Kontaminationen auszuschliel3en,
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Temperatur [°C]

wurden Kontrollen durchgefiihrt, bei denen keine cDNA-Probe zugegeben wurde

(non target control; NTC).

Zur Durchfuihrung wurden zunéchst die Step One Software-Einstellungen fir das
gRT-PCR-Protokoll wie in Tab. 2.8 aufgefiihrt vorgenommen und das Protokoll
fur den Thermocycler eingestellt (siehe Abb. 2.10).

Protocol:
Quantifizierungsmethode AACT
Farbstoff SYBR-Green
Volumen pro Well 20 ul
Mastermix-Konzentration 2 X

Forward-Primer Start-Konzentration | 20 pmol/ul (Endkonzentration: 900 nM)
Reverse-Primer Start-Konzentration | 20 pmol/ul (Endkonzentration: 900 nM)

Konzentration der cDNA-Probe 5 ng/ul
Analysis settings:
Cr-Settings: AUTO
Baseline start AUTO
Baseline end AUTO
Threshold AUTO
A
100 95°C 95°C 95°C 95°C
T0Min. | 15 Sek. 15 Sek. 15 Sek.
75 4
60°C 60°C
o | 50°C 1 Min. 1 Min.
2 Min.
25
initiale Denaturierung (1x) Amplifikation (40 Zyklen) Schmelzkurve

Tab. 2.8 und Abb. 2.10: Step One-Software-Einstellungen und Thermocycler-Protokoll fur
die qRT-PCR.

Die Proben wurden entsprechend den Vorgaben des durch die Step One-
Software automatisch erstellten Protokolls auf eine cDNA-Konzentration von

5 ng/ul verdiinnt und die Reaktionsansatze (Tab. 2.9) vorbereitet. Sowohl
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verdiinnte Proben, als auch Reaktionsansatze wurden bis zur Verwendung auf

Eis gelagert.
Reaktionsansatze fur qRT-PCR
2 X Veriguest SYBR-Green Mater-Mix 180,0 pl
Nukleasefreies Wasser 111,6 pl
Forward Primer 16,2 pl
Reverse Primer 16,2 pl

Tab. 2.9: qRT-PCR - Reaktionsansatz flir eine Probe

Als Primer wurden in dieser Arbeit spezifische Oligonukleotide fir humanes
Cyclin A, Cyclin B, Cyclin D und Cyclin E verwendet. Um eine relative
Quantifizierung zu ermdglichen, wurde die Expression der Glycerinaldehyd-3-
phosphat Dehydrogenase (GAPDH) als Referenzwert in jeder Probe mitbestimmt
und die fur die Cyclin-Expression bestimmten C--Werte in Relation zur GAPDH-
Expression gesetzt. Der hier verwendete Veriquest SYBR-Green Master-Mix
enthalt eine hot-start Tag-DNA-Polymerase, MgCl2, Nucleotide einschlief3lich
dUTP, Uracil-n-Glykosylase (UNG), SYBR-Green und ROX als passiven
Referenz-Farbstoff. Da die Anfarbung mit SYBR-Green unabhangig von der
Sequenz der doppelstrangigen DNA ist, besteht insbesondere bei dieser
Methode das Risiko fur die Detektion unspezifischer Signale, etwa durch
Kontamination mit genomischer DNA. Zur Reduktion dieses Risikos wird daher
speziell bei der Verwendung von SYBR-Green empfohlen, eine hot-start-
Polymerase zu verwenden [223]. Im Folgenden wurden je 64,8 pl
Reaktionsansatz mit 7,2 ul nukleasefreiem Wasser als non-target-control (NTC)
oder mit 7,2 pl cDNA-Probe vermischt und hiervon jeweils 20 pl in die
Vertiefungen einer MicroAmp Fast 96-Well Reaction Plate pipettiert. Fur jeden
Messwert wurden drei Wells beladen. Dann wurde die Platte mit der beiliegenden
Folie versiegelt, kurz zentrifugiert und im Thermocycler analysiert. Da zur
Degradierung von mdoglicher kontaminierender dUTP-enthaltender DNA das
Enzym Uracil-n-Glykosylase im Master-Mix enthalten ist, wurden dabei, wie vom
Hersteller empfohlen, vor Beginn der initialen Denaturierung alle Proben fur 2
Minuten auf 50 °C erwarmt (siehe Abb. 2.10).
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3. Ergebnisse

3.1 Adhdrenz und Invasion von pathogenen Meningokokkenisolaten
sowie von Tragerstimmen an pharyngealen Epithelzellen

Die Bindung von Meningokokken an epitheliale Zellen und die Invasion in die
Zielzelle wurden bislang an mehreren humanen Epithelzelllinien als Modell
untersucht, etwa an konjunktivalen Chang-Zellen [62, 63, 66, 69, 70, 224-227],
an primaren humanen Nasopharynx-Epithelzellen aus Explantaten [79, 224],
pharyngealen FaDu- [228-232] und Detroit 562-Zellen [68, 228, 233-235], Calu-
3-Zellen aus humanem respiratorischem Epithel [90], laryngealen Hep-2-Zellen
[71, 225, 236, 237], pulmonalen A549- [62, 66, 237] und H292-Zellen [224],
intestinalen T84- [89] und HT29-Zellen [238], HEC 1-B-Endometriumzellen [218,
224, 239-241] und verschiedenen Cervixkarzinom-Zelllinien (ME180-Zellen
[242], HeLa-Zellen [243]). All diese Arbeiten hatten zum Ziel, die Rolle eines
bestimmten bakteriellen Effektors oder einer zellularen Zielstruktur zu
untersuchen. Dagegen liegen nur sehr wenige Studien vor, in denen gezielt
pathogene Meningokokkenstdmme mit Tragerisolaten verglichen wurden (siehe
auch 4.3). Es wurde daher in dieser Arbeit zunachst fur alle verwendeten Isolate
untersucht, mit welcher Kinetik die Anheftung und die Aufnahme in die Zielzelle
erfolgt, wobei krankheitsverursachende Stamme und  Tragerisolate
gegenubergestellt wurden.

Da aus Untersuchungen an anderen Zielzellen bekannt ist, dass die
Herunterregulation der Kapsel mit einer gesteigerten Fahigkeit zur Invasion
einhergeht [104], wurde zusatzlich das Isolat MC58 siaD getestet, das durch
Ausschaltung des Sialyltransferase-Gens keine Kapsel exprimieren kann.

Als Zielzelle wurde mit Detroit 562 eine Zelllinie gewahlt, die humanem
Pharynxepithel entstammt und im Infektionsversuch mit Meningokokken bereits
durch zahlreiche Arbeiten zur zellularen Signaltransduktion (siehe 4.1) sehr gut
etabliert ist. Um auch eine pharyngeale Epithelzelllinie zu untersuchen, die nicht
aus maligne entartetem Gewebe enthnommen wurde und somit wahrscheinlich in

ihrer Zellzyklusregulation ahnlicher einer physiologisch vorkommenden Zelle ist,
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wurden zum Vergleich NP69-Zellen verwendet, die allerdings zuvor noch nie fur
Infektionsversuche mit Meningokokken verwendet worden waren.

Es zeigte sich im Versuch fur alle Isolate ein Anstieg der Anzahl adh&renter und
invasiver Bakterien mit der Zeit. Die Adharenz von Meningokokken an die neu
etablierte Zelllinie NP69 war vergleichbar mit der Adharenz an Detroit 562-Zellen.
Beim unbekapselten Stamm MC58 siaD ergab sich, verglichen mit dem Wildtyp,
eine signifikant gesteigerte Invasion in Detroit 562-Zellen, wie dies bereits von
anderen Zelllinien bekannt ist [104]. In NP69 Zellen war die Invasion von MC58
deutlich starker ausgepragt, als bei Detroit 562 Zellen. Hingegen war die Invasion
von MC58 siaD in NP69-Zellen nur geringfiigig hoher, als die des Wildtyps (siehe
Abb. 3.2).

N. meningitidis Stamm 8013/Klon 12 zeigte bei langerer Inkubationszeit eine
starke Fahigkeit zur Adhéarenz, die bei NP69-Zellen sogar die Adharenz des
Referenzisolates MC58 Uberstieg. Dennoch war die Invasion in jedem Fall
signifikant geringer als die Invasion durch MC58 und erreichte sechs Stunden
nach Infektionsbeginn ihr Maximum von 25,6% in Detroit 562-Zellen und 26,7%
in NP69-Zellen, jeweils im Vergleich zur Invasion von MC58 (siehe Abb. 3.3 und
3.4). Die kolonisierenden Isolate o711 und o4 dienten als Vergleichsisolate zu
den krankheitsverursachenden Isolaten MC58 und 8013/Klon 12, wobei o711
und MC58 dem ST-32 cc angehdren, a4 und 8013/Klon 12 dem ST-18 cc. Die
Fahigkeit zur Adharenz fiel bei den beiden kolonisierenden Isolaten sehr
unterschiedlich aus, wobei o711 stark und insbesondere friih an Detroit 562-
Zellen adhérierte, a4 hingegen deutlich geringer adhéarent war (siehe Abb. 3.3
und 3.4). Die Fahigkeit zur Invasion war in beiden kolonisierenden Isolaten zu
jedem Zeitpunkt signifikant geringer, als bei dem pathogenen Isolat MC58. Als
weiterer kolonisierender Stamm wurde der Kapsel-Null-Lokus (cnl-) Stamm o14
getestet. Dieser zeigte eine sehr geringfiigige bis fehlende F&ahigkeit zur
Interaktion mit der Zielzelle, sowohl bei der Adhérenz als auch bei der Invasion
(siehe Abb. 3.3 und 3.4).
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Abb. 3.1: Adhéarenz und Invasion von N. meningitidis. Experiment mit MC58 und der
isogenen, unbekapselte Mutante MC58 siaD an Detroit 562-Zellen. Gezeigt sind die
Absolutwerte (koloniebildende Einheiten (KBE)). Messungen wurden 2, 4 und 6 Stunden nach
Infektion durchgefihrt.

*: statistisch signifikanter Unterschied zum Vergleichsisolat MC58 (p < 0,05).
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Abb. 3.2: Adharenz und Invasion von N. meningitidis. Experiment mit MC58 und der
isogenen, unbekapselte Mutante MC58 siaD an NP69-Zellen. Durchfiihrung und Auswertung
wie in Abb. 3.1 beschrieben.
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Abb. 3.3: Adharenz und Invasion von N. meningitidis. Experiment mit MC58,
8013/Klon 12, o711, a4 und al4 an Detroit 562-Zellen zu den Zeitpunkten 2, 4 und 6 Stunden
p.i. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden alle Messwerte relativ zu MC58 als Prozentsatz
gezeigt. *: statistisch signifikanter Unterschied zum Vergleichsisolat MC58 in drei
unabhéngigen Versuchen (p < 0,05).

80



160,
140
120
100
80 |
60
40
20 4

relative Adharenz
(%MC58)

2504

2004

1504

100

50 4

relative Adharenz
(%MC58)

250 4

2004

1504

1004

50 4

relative Adharenz
(%MC58)

m MC58
o 801312
ooarfll

= ad
Oowld

2h

m MC58
o 801312
oorfll

B a4
owld

4h

m MC58
o 801312
oafll

= ad
owld

6h

NP69

1204
1004
80 4
60 4

40 4

(%MC58)

20 4

relative Invasion

120,

1004

relative Invasion
(%MC58)

120,

1004

80

60 4

40 4

(%MC58)

20 4

relative Invasion

m MC58
o 8013/12
ool
SV
oald

m MC58
o 8013/12
ooarll
[SEVT
oald

m MC58
o 8013/M12
oa7l1

E a4
owld

6h

Abb. 3.4: Adhéarenz und

Invasion von N. meningitidis.

Experiment mit MC58,

8013/Klon 12, o711, a4 und al4 an NP69-Zellen. Durchfihrung und Auswertung wie in

Abb. 3.3 beschrieben.
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3.2  Zellzyklusanalysen

3.2.1 Zellzyklusanalyse durch Propidiumiodidfarbung an verschiedenen
pharyngealen Epithelzellen

Zur Untersuchung, ob die Infektion von Pharynxepithelzellen durch
Meningokokken einen Einfluss auf den Zellzyklus der Wirtszelle hat, wurden die
Zellen verschiedener pharyngealer Zelllinien mit dem DNA-interkalierenden
Farbstoff Propidiumiodid (Pl) angefarbt und die Verteilung der Zellen auf
bestimmte Zellzyklusphasen durchflusszytometrisch analysiert. Die Zellen
wurden hierzu fir sechs Stunden infiziert, danach wurde das bakterienhaltige
Medium durch Medium mit Zusatz von Gentamicin ausgetauscht, um eine
bakterielle Uberwucherung zu vermeiden. Die Messungen wurden zu finf
verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion durchgefihrt, wobei die malignen
FaDu- und Detroit 562-Zellen tber einen Zeitraum bis zu 24 Stunden beobachtet
wurden. Bei FaDu-Zellen ergab sich 24 h nach Infektion eine signifikante
Akkumulation von Zellen in der Go-/Gi-phase. Zu allen anderen Zeitpunkten
zeigten sich keine relevanten Unterschiede zwischen infizierten und nicht
infizierten Zellen. Eine gleichzeitige Reduktion von Zellen in der S-Phase deutete
sich an, war aber statistisch nicht signifikant. Bei Infektion mit dem Trégerisolat
al4 konnten keine statistisch signifikanten Effekte nachgewiesen werden (Abb.
3.6).
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Abb. 3.5: PI-Farbung von FaDu-Zellen. Reprasentative Histogramme zum Zeitpunkt
24 h nach Infektion. Die Histogramme zu den anderen gemessenen Zeitpunkten sind
im Anhang (Abb. 6.1 und 6.2) dargestellt.
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Abb. 3.6: PI-Farbung von FaDu-Zellen nach Infektion mit MC58 und o14 fir 2 h, 4 h, 8 h,
12 h und 24 h. Gezeigt sind die Prozentsatze der ausgezahlten Zellen in der Gi-/Go-Phase
(links), der S-Phase (Mitte) und der Gz2-/M-Phase (rechts) fur nicht infizierte Zellen (schwarz)
und infizierte Zellen (grau) als Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhéangigen
statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur nicht infizierten
Kontrolle desselben Zeitpunktes mit p < 0,05.
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Dagegen zeigte die Messung von Detroit 562-Zellen 24 h nach der Infektion mit
MC58 eine deutliche Akkumulation von Zellen in der Go-/Gi-Phase und
korrespondierend dazu eine signifikante Reduktion von S-Phase-Zellen (siehe
Abb. 3.7 und 3.8). Im Folgenden wurden daher weitere Isolate auf die Fahigkeit
gepruft, einen Gi-Phasen-Arrest in Detroit 562-Zellen zu induzieren. Auch das
der Serogruppe C angehérende Isolat 8013/Klon 12 bewirkte 24 h nach der
Infektion einen signifikanten Go-/Gi-Phasen-Arrest mit entsprechender
Reduktion der Zellen in der S-Phase (siehe Abb. 3.7 und 3.8).
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Abb. 3.7: PI-Farbung von Detroit 562-Zellen nach Infektion mit MC58 und 8013/Klon 12 fur
2h,4h,8h,12 hund 24 h. Gezeigt sind die Prozentsétze der ausgezahlten Zellen in der G-
/Go-Phase (links), der S-Phase (Mitte) und der Gz2-/M-Phase (rechts) fir nicht infizierte Zellen
(schwarz) und infizierte Zellen (grau) als Mittelwerte und Standardabweichungen von drei
unabhéngigen Experimenten. *: statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur nicht
infizierten Kontrolle desselben Zeitpunktes mit p < 0,05.
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Um zu ermitteln, ob auch kolonisierende und vermutlich apathogene
Meningokokkenstamme fahig sind, einen Zellzyklusarrest zu induzieren, wurde
der Versuch mit den Isolaten o711, a4 und al4 durchgefuhrt. o711 und o4
zeigten dabei ebenfalls 24 h nach der Infektion einen Go-/Gi-Phasen-Arrest, der
zwar im Vergleich mit MC58 schwacher, jedoch auch statistisch signifikant war.
Das einzige Isolat, das zu keinem Zeitpunkt einen reproduzierbaren Effekt auf
den Zellzyklus hatte, war der kolonisierende cnl-Stamm o14 (siehe Abb. 3.8 und
3.9).
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Infektion mit o711
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Abb. 3.9: PI-Farbung von Detroit 562-Zellen nach Infektion mit den kolonisierenden Isolaten
o711, a4 und al4 fur 2 h, 4 h, 8 h, 12 h und 24 h. Durchfiihrung und Auswertung wie in Abb.
3.7 beschrieben.

Als dritte pharyngeale Zelllinie wurden benigne NP69-Zellen untersucht. Da diese
Zellen eine im Vergleich mit den malignen Zellen langere Verdopplungszeit
haben, wurden die Messungen zu den Zeitpunkten 3 h, 6 h, 12 h, 24 hund 30 h
p.i. durchgefiihrt. Zu den friihen Zeitpunkten zeigten sich weder bei der Infektion
mit pathogenen Isolaten, noch mit kolonisierenden Stammen eine signifikante
Verédnderung bei den infizierten gegeniber den nicht infizierten Kontroll-Zellen

(siehe Abb. 3.11 und 3.12). Zu den Zeitpunkten 24- und 30 h p.i. fiel bei der
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durchflusszytometrischen Analyse eine deutlich vermehrte Fraktion an Partikeln
aulBerhalb des Gates auf. Da diese auch ein verstarktes Signal im mit PI
detektierenden Messkanal zeigten und somit bei der Analyse in den Bereich
,super-Gz2“ eingeordnet wurden, ist davon auszugehen, dass es sich dabei am
ehesten um kleine Aggregate mehrerer Zellen handelte. Die Auswertung, bei der
diese Zellaggregate in die Analyse mit einflossen, ergab eine insgesamt
verminderte Zahl an Zellen in der Gi-, S- und G2-Phase, sodass davon
ausgegangen werden muss, dass die Messungen der beiden spaten Zeitpunkte
mit grof3er Wahrscheinlichkeit nicht die wirkliche und genaue Verteilung auf die

Zellzyklusphasen repréasentieren.
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Abb. 3.10: PI-Farbung von NP69-Zellen nach Infektion mit MC58 und 8013/Klon 12 fiir 3 h,
6 h, 12 h, 24 h und 30 h. Durchfiihrung und Auswertung wie in Abb. 3.7 beschrieben.
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In der Folge wurde fur die weiteren Versuche die Zelllinie Detroit 562 ausgewahlt,

da sich in dieser der Effekt der Meningokokkeninfektion auf den Zellzyklus am

sichersten reproduzieren liel3 und da sie Uber den gesamten Messzeitraum, d.h.

Uber eine Verdopplungszeit, zuverlassig auswertbar blieb.
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Infektion mit o711
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Abb. 3.12: PI-Farbung von NP69-Zellen nach Infektion mit den kolonisierenden Isolaten
o711, o4 und a14 fir 3 h, 6 h, 12 h, 24 h und 30 h. Durchfiihrung und Auswertung wie in Abb.
3.7 beschrieben.

Um zu udberprifen, ob auch eine kirzere direkte Exposition gegenuber
Meningokokken ausreichend ware, um Effekte auf den Zellzyklus der Wirtszelle
zu induzieren, wurden Detroit 562-Zellen versuchsweise nur zwei Stunden lang
infiziert, dann das bakterienhaltige Medium ersetzt und 24 h nach der Infektion
Pl-Farbungen durchgefihrt. Hierbei ergab sich noch keine Verédnderung des
Zellzyklus (siehe Abb. 3.13), sodass fiir alle folgenden Versuche an Detroit 562-
Zellen die Inkubation mit den verschiedenen Meningokokkenisolaten fiir sechs

Stunden erfolgte.
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Abb. 3.13: PI-Farbung von Detroit 562-Zellen 24 h nach der
Infketion. Abgebildet sind die Verteilungen auf die Zellzyklusphasen
von nicht infizierten Kontrollzellen, Zellen, die fir 2 h inkubiert und
nach 24 Stunden analysiert wurden (Ink: 2h) und Zellen, die wie in
den vorherigen Versuchen fir 6 h infiziert und nach 24 h

ausgewertet wurden.

*. p < 0,05 in drei unabhéngigen Experimenten.

Um aul3erdem sicherzustellen, dass die Zellen nach der Infektion Uber sechs
Stunden und der anschlielenden Kultivierung bis 24 h p.i. noch vital und somit
fur die Messung geeignet sind, wurden lichtmikroskopische Bilder und Farbungen
mit Trypan-Blau durchgefuihrt. Durch diese liel3en sich vitale von toten Zellen
unterscheiden und der Anteil vitaler Zellen von nicht infizierten Kontrollzellen
konnte mit dem von mit MC58 infizierten Zellen verglichen werden. Es ergaben
sich lichtmikroskopisch keine sichtbaren Unterschiede zwischen infizierten und
nicht infizierten Zellen (siehe Abb. 3.14) und die Anteile vitaler Zellen

unterschieden sich in den verglichenen Gruppen nicht signifikant (siehe Abb.

3.15).
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Kontrollzellen nach 24h MC58 24h p.i.

Abb. 3.14: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Detroit 562-Zellen. Abgebildet sind nicht
infizierte Kontrollzellen, die identisch zu den infizierten Zellen behandelt wurden (links) und
mit MC58 infizierte Zellen unmittelbar vor der Fixierung fir die PI-Farbung.

100 Abb. 3.15: Trypan-Blau-Féarbung
von Detroit 562-Zellen. Gezeigt
sind der Anteil vitaler Zellen ohne
Exposition gegeniber Meningo-
kokken (Kontrolle) sowie die der
Anteil vitaler Zellen 24 Stunden
nach der Infektion mit MC58.
Dargestellt sind die Ergebnisse von
drei unabhangigen Infektions-
versuchen.
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Kontrolle 24h MC58 24h

3.2.2 ZellzyKlusanalyse durch Messung der Ethinyl-deoxy-Uridin-
Inkorporation in Detroit 562-Zellen

Nachdem die Pl-Farbungen ergeben hatten, dass es 24 h nach der Infektion mit
verschiedenen Meningokokkenisolaten zu einer signifikanten Akkumulation von
Detroit 562-Zellen in der Gi-Phase gekommen war, sollte dieses Ergebnis
mithilfe einer anderen Messmethode bestatigt werden. Hierzu wurden Detroit
562-Zellen fur 24 h mit den Isolaten MC58, o711 und al4 infiziert und zwei
Stunden vor der Messung mit dem Thymidinanalogon Ethinyl-deoxy-Uridin (EdU)
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behandelt. Anders als Pl interkaliert dieses nicht in jede Art von Nukleinsauren,
sondern wird durch DNA-Polymerasen im Zuge der DNA-Replikation aktiv in die
zellulare DNA inkorporiert. Somit ist es nur in Zellen nachweisbar, die sich
wahrend der Anwesenheit von EdU in der S-Phase befunden haben, und kann in
diesen durch eine Click-Reaktion angefarbt werden. Die Messung bestatigte die
Ergebnisse der Pl-Farbungen, da 24 Stunden nach der Infektion mit MC58 und
a711 signifikant weniger Zellen in die S-Phase eingetreten waren (siehe Abb.
3.16 und 3.17). Wie schon bei den PI-Farbungen induzierte das Isolat a14 keinen

signifikanten Effekt.
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Abb. 3.16: EdU-Farbung von Detroit 562-Zellen. Messung jeweils 24 h nach der Infektion mit MC58, o711 und a14.
Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives Histogramm mit dem eingezeichneten Bereich, in dem eine Zelle als EdU-positiv
eingestuft wurde.
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Um auch die Fraktion der Zellen analysieren zu kénnen, in denen kein EdU
nachweisbar war, und die sich somit aul3erhalb der S-Phase befunden hatten,
wurde zeitgleich eine Farbung mit FxCycle® Far Red durchgefiihrt. Dieses farbt
wie PI Nukleinsduren an und erlaubt daher die Unterteilung der EdU-negativen
Zellen in solche mit einem niedrigen DNA-Gehalt (Gi-/Go-Phase-Zellen) und
solche mit einem hohen DNA-Gehalt (G2-/M-Phase-Zellen). Zusammen mit der
Auswertung des EdU-Signals wurde durch Erstellen von drei Gates die Verteilung
der Zellen auf die verschiedenen Zellzyklusphasen ermittelt. Diese entsprach der
Verteilung in der Pl-Farbung und bestatigte somit ebenfalls den Gi-Phasen-
Arrest 24 Stunden nach der Infektion (siehe Abb. 3.18 und 3.19).

EdU

f
Kontrolle MC58 /11 al4
r'.? ® '“:O_ "?_
2 s ® s ? s % s
o N N o
o o o o
% : 5 , - i = a‘e
® L Gum " i ? e eum 7 GJ/M
& GG S Gi/G: 5 GGy o GG
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FxCycle Far Red

Abb. 3.18: EdU- und FxCycle Far Red-Farbung von Detroit 562-Zellen. Die Messung erfolgte 24 h nach der Infektion.
Gezeigt sind die Scatter-Plots jeweils eines reprasentativen Experimentes mit den Gates, in denen die Zellen der
jeweiligen Zellzyklusphase ausgezahlt wurden.
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3.3 Charakterisierung der kolonisierenden Stamme o711 und a4

3.3.1 Western Blot zur Detektion von Opa, Opc und Typ IV Pili bei den
Isolaten 711 und a4

Forschungen der letzten Jahre haben gezeigt, dass das human-spezifische
Pathogen N. meningitidis eine Reihe von Oberflachenstrukturen exprimiert, die
unter anderem die Kolonisierung und Invasion eukaryotischer Zellen
ermoglichen. Bekannte Faktoren, die eine Rolle bei der Adhasion spielen, sind
die Typ IV Pili, die Opa Proteine, das Opc Protein sowie weitere, sogenannte
,minor adhesion“ Proteine, zu denen unter anderem NadA (Neisserial
adhesin A), App (Adhesion and penetration protein), MspA (Meningococcal serin
protease A) und NhhA (Neisserial hia/hsf homologue A) gehoren.

Da auch die kolonisierenden Meningokokkenisolate o711 und o4 einen
signifikanten Einfluss auf den Zellzyklus hatten, jedoch beziiglich der Expression
dieser Pathogenitatsfaktoren noch nicht charakterisiert sind, sollten diese im
Folgenden untersucht werden. Zunachst wurden Western Blots von bakteriellen
Lysaten angefertigt und die bakteriellen Auenmembranproteine Opa und Opc
sowie die Pili mithilfe spezifischer Antikérper detektiert. Daneben wurden Opa’,
opc: und pilE- Meningokokkenisolate als Negativkontrollen sowie der
Wildtypstamm MC58 als Positivkontrolle mitgefihrt.

Es zeigte sich, dass sowohl das Isolat o711, als auch das Isolat a4 Opa-Protein
exprimierten, wohingegen Opc in keinem der beiden Stamme nachweisbar war
(siehe Abb. 3.20 und 3.21).
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28kDa — 3 | -ﬂ“ Opa

MC58 MC580pa a4 o711

Abb. 3.20: Western Blot von Bakterienlysaten zur
Detektion von Opa-Proteinen. Verwendet wurde der
pan-Opa-Antikdrper 4B12/C11. Eine Mutante von MC58
ohne Expression von Opa-Proteinen wurde als
Negativkontrolle eingesetzt.

30kDa —p | W— Opc

MCS58 8013/12 o4 a7ll

Abb. 3.21: Western Blot von Bakterienlysaten zur
Detektion von Opc. Verwendet wurde der monoklonale
Opc-Antikoérper B306. 8013/Klon 12 wurde als
Negativkontrolle eingesetzt.

Ebenso wie Opa wurden auch Klasse-I-Pili, detektierbar durch den Antikdrper

SM-1, von beiden kolonisierenden Isolaten exprimiert (sieche Abb. 3.22)

18kDa —5> | ~. o il

MC58 MC58 od a7ll
ApilE

Abb. 3.22: Western Blot von Bakterienlysaten zur
Detektion von Klasse-I-Pili. Verwendet wurde der
Antikdrper SM-1. Eine Mutante von MC58 mit einer
Deletion im pilE-Gen wurde als Negativkontrolle
eingesetzt.
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3.3.2 PCR und Gensequenzierung zur Detektion von des opcA-Gens bei den
Isolaten 711 und a4

Da weder im Lysat von a711, noch in dem von o4 die Expression von Opc auf
Proteinebene nachweisbar war, stellte sich die Frage, ob diese Isolate das opcA-
Gen besitzen, die Expression jedoch durch Phasenvariation abgeschaltet ist,
oder ob das kodierende Gen im betreffenden Genom deletiert ist. Es wurde daher
genomische DNA aus den Isolaten o711 und o4 isoliert, sowie aus MC58 als
Positivkontrolle und aus 8013/Klon 12 als Negativkontrolle, da 8013/Klon 12
bekanntermalRen eine gréRere Deletion im opcA-Gen aufweist [51]. Als
Primerpaar wurde zunéchst RA3/RA4 (s.0.) verwendet. Mit diesem war eine
Bande nur in der Positivkontrolle und beim Isolat 711 nachweisbar (siehe Abb.
3.23). Zur Verifizierung wurde die PCR nochmals mit dem Primerpaar RA1/RA2

durchgefiihrt. Hierbei entstanden ein verkirztes PCR-Produkt in der

Negativkontrolle und bei a4 sowie ein langes Amplifikat bei der Positivkontrolle

und bei a711 (siehe Abb. 3.24).

6000 bp
5000 bp —_

4000 bp —
3000 bp =~

800 bp —_
600 bp —

400 bp —

200 bp =
8013MC580.711 a4 8013 MC58 711 a4

Abb. 3.23: PCR mit dem
Primerpaar RA3/RA4. Das
PCR-Produkt hat eine Lange
von 825 bp. Bei 8013/Klon 12
und o4 ist es nicht nach-
weisbar.

Abb. 3.24: PCR mit dem
Primerpaar RA1/RA2. Bei
Anwesenheit des opcA-Gens
entsteht ein langes (3471 bp),
bei Abwesenheit ein verkdrz-
tes PCR-Produkt.




Beide Ergebnisse zeigen, dass a4 das opcA-Gen nicht enthalt, wohingegen es

bei o711 vorhanden ist.

Es ist bekannt, dass sich die Regulation der Opc-Expression auf transkriptioneller
Ebene abspielt, wobei die variable Lange eines in der Promotorregion gelegenen
Poly-C-Abschnittes die Effizienz der Transkription bestimmt. Bei Vorliegen von
12 oder 13 Cytidinresten in der Poly-C-Region erfolgt die maximale, bei Vorliegen
von 11 oder 14 Cytidinresten eine intermediare Expression. Sind dagegen
weniger als 11 oder mehr als 14 Cytidingruppen vorhanden, ist die Opc-

Expression supprimiert [244].

Um zu untersuchen, ob die fehlende Opc-Proteinexpression trotz des
vorhandenen opcA-Gens im Isolat a711 durch Phasenvariation begriindet ist,
wurde das PCR-Produkt von o711 aus dem Gel extrahiert und eine
Sequenzierung durchgefihrt. Hierbei zeigte sich in der Promotorregion des
opcA-Gens ein Poly-C-Abschnitt mit nur neun Cytidinbasen, verglichen mit 12
Cytidinbasen beim Referenzisolat MC58 (siehe Abb. 3.25). Zusammenfassend
konnte somit nachgewiesen werden, dass die beiden Tragerisolate a.711 und o4
kein Opc-Protein exprimieren, was bei dem Isolat a4 aus der Deletion des opcA-

Gens, bei a711 aus der transkriptionellen Regulation des opcA-Gens resultiert.
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Abb. 3.25: Sequenzierung der Promotorregion des opcA-Gens bei MC58 und a.711.

3.4 Charakterisierung des Effektes der Meningokokkeninfektion auf
den Zellzyklus

Im Folgenden sollten die bakteriellen Faktoren identifiziert werden, die fur den
Zellzyklusarrest verantwortlich sind. Hierzu wurden Infektionsversuche mit
hitzeinaktivierten Meningokokken sowie mit bakteriellen Kulturiiberstdnden
durchgeftihrt. Zudem wurde die Rolle der AuRenmembranproteine Opa und Opc
bei der Induktion des Zellzyklusarrestes durch Infektionsversuche mit Opa- und
Opc-exprimierenden E. coli-Stammen untersucht.

Demgegenuber sollten auch die biochemischen Mechanismen auf der Seite der
Zielzelle genauer analysiert werden, die fir den oben gezeigten Zellzyklusarrest
relevant sind. Hierfur wurden zellzyklusregulierende Proteine (Cycline und CDK-
Inhibitoren der Cip/Kip-Familie) auf Proteinebene (mittels Western Blot), auf
Transkriptionsebene (mittels QRT-PCR) und hinsichtlich ihrer zellularen

Lokalisation (mittels Immunfluoreszenz) im Infektionversuch analysiert.
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3.4.1 Propidium-lodidfirbung von Detroit 562-Zellen nach Inkubation mit
hitzeinaktivierten Meningokokkenisolaten

Um Erkenntnisse Uber die wirksamen bakteriellen Effektoren bei den zuvor
beschriebenen Effekten auf den Zellzyklus zu gewinnen, wurden Detroit 562-
Zellen zunachst mit hitzeinaktivierten Meningokokkenisolaten infiziert und PI-
Farbungen durchgefiihrt. Die hierzu verwendeten Meningokokkenstamme
wurden unmittelbar vor der Infektion fur 10 Minuten bei 95 °C inaktiviert. Als
Positivkontrolle wurde parallel die Infektion mit lebenden Meningokokken
durchgeflihrt. Die Untersuchungen ergaben, dass der Effekt auf den Zellzyklus
durch hitzeinaktivierte Bakterien nicht reproduzierbar war (siehe Abb. 3.26). Die

aus den PI-Farbungen gewonnenen Histogramme werden im Anhang (Abb. 6.13)
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Abb. 3.26: PI-Farbung von Detroit 562-Zellen nach Infektion mit lebenden und hitzeinaktivierten
Meningokokkenisolaten. Messung jeweils 24 h nach der Infektion. Gezeigt sind die Ergebnisse von drei unabhangigen
Experimenten als Mittelwerte mit Standardabweichungen. *: p < 0,05 verglichen mit den nicht infizierten Kontroll-Zellen.

3.4.2 Propidium-lodidfirbung von Detroit 562-Zellen nach Inkubation mit
bakteriellen Kulturiiberstinden

Nachdem gezeigt worden war, dass hitzeinaktivierte Bakterien den Zellzyklus in
Detroit 562-Zellen nicht beeinflussen, sollte untersucht werden, ob
Kulturiiberstdnde von N. meningitidis einen hemmenden Einfluss auf die

Zellzyklusprogression  haben.  Bakterielle  Kulturiberstdnde enthalten
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bekanntermalRen eine Vielzahl an Stoffen, die entweder von den Bakterien
sezerniert oder aus zugrunde gegangenen Bakterien freigesetzt wurden und als
wirksamer Faktor infrage kommen [204]. Insbesondere die bakteriellen
Zellwande enthalten Bestandteile, deren immunmodulatorisches Potential
bekannt ist [245].

Zur Untersuchung eines moglichen Effektes auf den Zellzyklus wurden PI-
Farbungen an Detroit 562-Zellen durchgefiihrt, die mit Uberstanden von Uber-
Nacht-Bakterienkulturen behandelt wurden. Nach Aufkonzentrierung des
bakteriellen Proteins wurde mittels BCA Protein Assay die Proteinkonzentration
fur jede Probe ermittelt (siehe Tab. 3.1). Am Versuchstag wurden Detroit 562-
Zellen mit jeweils 25 pl und 100 pl des Konzentrates versetzt. Die folgende
Behandlung verlief exakt wie die bisherigen PI-Farbungen. Die Messungen
erfolgten 24 h nach Zugabe der Konzentrate der bakteriellen Uberstande und
ergaben, dass auch die bakteriellen Kulturiberstande keinen Effekt auf den
Zellzyklus auszuiiben vermochten, selbst wenn sie in der h6heren Konzentration

eingesetzt wurden (siehe Abb. 3.27).

Proteinkonzentration | Protein in 25 pl | Protein/100 pl
MC58 1,510 mg/ml 37,75 ug 151,0 ug
8013/Klon 12 1,010 mg/ml 25,25 ug 101,0 ug
a7ll 1,235 mg/ml 30,875 ug 123,5 ug
o4 1,185 mg/ml 29,625 ug 118,5 ug
ald 1,160 mg/ml 29,0 ug 116,0 pg

Tab. 3.1: Proteinkonzentration in den Kulturiiberstanden der getesteten Meningokokken-
isolate.
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Abb. 3.27: PI-Farbung von Detroit 562-Zellen nach Behandlung mit bakteriellen Kulturiberstanden. Messung
jeweils 24 h nach Zugabe des bakteriellen Kulturiiberstandes (US) des betreffenden Bakterienstammes. Als
Positivkontrolle wurde auch eine Infektion mit MC58 durchgefiihrt. Gezeigt sind die Ergebnisse dreier unabhangiger
Experimente als Mittelwerte mit Standardabweichungen. *: p < 0,05 verglichen mit den nicht infizierten Kontrollzellen.

3.4.3 ZellzyKklusanalysen mit Detroit 562-Zellen nach Infektion mit Opa- und
Opc-exprimierenden E. coli-Stimmen

Um zu ermitteln, ob die Oberflachenproteine Opa und Opc fir die Effekte auf den
Zellzyklus entscheidend sind, wurden Infektionsversuche mit E. coli-Stammen
durchgefihrt, die rekombinant Opa-Proteine oder das Opc-Protein exprimieren.
Hierfir wurden in Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe alle vier opa-Gene des
verwendeten Meningokokkenstammes, die von den offenen Leserastern (ORFs)

ORF NMB0442 (Opal), ORF NMB0926 (Opa2), ORF NMB1465 (Opa3) und ORF
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NMB1636 (Opa4) kodiert werden, sowie das opcA-Gen, welches von dem ORF
NMB1053 kodiert wird, in den prokaryotischen Expressionvektor pET28a kloniert
[246, 247].

Fur die Synthese der rekombinanten Opa-Proteine wurde der Protease-
defiziente E. coli-Expressionsstamm BL21 DE3 verwendet. Die
Expressionseffizienz der Proteine ohne bzw. nach IPTG-Induktion wurde mittels
SDS-PAGE in den bakteriellen Lysaten kontrolliert.

Nach Induktion der jeweiligen Opa-Proteine (Opal, Opa2, Opa3 und Opa4)
konnte jeweils eine verstarkte Proteinbande bei ca. 30 kDa ermittelt werden. Das
ermittelte Molekulargewicht der Banden lasst vermuten, dass es sich um die Opa-
Proteine handelt.

Detroit 562-Zellen wurden, wie zuvor fir die Meningokokkenisolate beschrieben,
mit Opa- bzw. Opc-exprimierenden E. coli-Stammen mit einer MOI von 100
infiziert und die Verteilung der Zellen auf die verschiedenen Zellzyklusphasen
wurde 24 Stunden nach der Infektion durch PI-Farbung ermittelt. Es zeigte sich
bei keinem der verwendeten E. coli-Stamme ein signifikanter Unterschied zu dem
Wildtypstamm E. coli BL21 DES3, welcher keines der Meningokokkenproteine
exprimierte (Abb. 3.28).
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Abb. 3.28: PI-Farbung von Detroit 562-Zellen nach Infektion mit Opal-, Opa2-, Opa3-, Opa4- und Opc-
exprimierenden E. coli-Stammen. Messung jeweils 24 h nach Infektion. Als Vergleichswert wurde der Wildtyp (BL21)
eingesetzt. Gezeigt sind die Ergebnisse von drei unabhéngigen Experimenten als Mittelwerte mit
Standardabweichungen.
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3.4.4 Western Blot zur Detektion zellzyklusregulierender Proteine in Detroit
562-Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass N. meningitidis die Zellzyklusprogression
moduliert und einen Zellzyklusarrest in der Gi-Phase induziert, wurde der
Einfluss von N. meningitidis auf relevante Zellzyklusregulatoren untersucht.

Als zentrale Effektoren im Zellzyklus humaner Zellen gelten die Cyclin-
abhangigen Kinasen (CDKs), die einerseites durch die variable Expression der
Cycline aktiviert, andererseits durch verschiedene CDK-Inhibitoren (CKI)
gehemmt werden. Entscheidend fur die Progression durch die Gi-Phase ist die
Synthese der Cycline D und E mit resultierender Aktivierung der CDKs 4, 6 und
2. Dagegen kann durch Expression von CKI der INK4- und der Cip/Kip-Familie
den Progress in die Gz-Phase durch Inaktivierung der betreffenden CDKs
gehemmt werden.

Zur Untersuchung der Rolle dieser Regulatoren fiir den hier beschriebenen
Zellzyklusarrest wurden Zelllysate von Detroit 562-Zellen hergestellt, die zuvor
fur 24 Stunden mit den oben genannten Meningokokkenisolaten infiziert worden
waren. Die Detektion und Quantifizierung der Zellzyklusregulatoren auf der Basis
des zellularen Proteingehaltes wurde mittels Western Blot durchgefihrt.

Hierbei zeigte sich nach Infektion mit den kolonisierenden Isolaten o711 und a4
eine statistisch signifikante Reduktion der Cyclin D1-Expression (siehe Abb.
3.29). Auch nach der Infektion mit dem Meningokokkenisolat 8013/Klon 12
deutete sich eine Reduktion von Cyclin D1 an. Diese war jedoch in der
Auswertung dreier Versuche nicht statistisch signifikant. Mit den Isolaten MC58
und al4 ergab sich in keinem der drei Versuche ein relevanter Unterschied,

verglichen mit der nicht infizierten Kontrolle.
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Abb. 3.29. Western Blot von Zelllysaten von Detroit 562-Zellen. Die
obere Abbildung zeigt einen repréasentativen Western Blot zur Detektion
von Cyclin D1. Als Ladekontrolle wurde in demselben Lysat B-Aktin
detektiert. In der unteren Abbildung sind die Ergebnisse der
Quantifizierung dreier unabhangiger Western Blots von drei
verschiedenen Zelllysaten gezeigt. Dabei wurde jede Bande im Cyclin D1-
Blot densitometrisch quantifiziert und in Relation zu der entsprechenden
Bande im B-Aktin-Blot gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte mit
Standardabweichungen. *: p < 0,05 im Vergleich mit der Kontroll-Bande.

Interessanterweise zeigte sich bei den Western Blots zur Detektion von Cyclin E
nach Infektion mit allen Isolaten eine deutliche Verstarkung des Signals, die im
Falle von MC58 auch statistisch signifikant war (siehe Abb. 3.30). Das
Trégerisolat a14 bewirkte nur eine geringfugige Verdnderung der Expression im
Vergleich zu den nicht infizierten Kontrollzellen.

Als weiteres wichtiges Regulationsprotein wurde der Zellzyklusinhibitor
p21WAFLCiPl gnalysiert. Dieser CKI hemmt das Fortschreiten des Zellzyklus an
mehreren Punkten, unter anderem auch am Ubergang von der Gi-Phase in die
S-Phase. Die Messungen zeigten bei Infektion mit den Isolaten MC58,
8013/Klon 12 und o711 deutlich erhéhte Signalwerte. Bei Infektion mit dem
Referenzstamm MC58 war die Expression statistisch signifikant gesteigert (siehe
Abb. 3.31).
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Abb. 3.30: Western Blot von Zelllysaten aus Detroit 562-Zellen zur
Detektion der Expression von Cyclin E. Durchfihrung und Auswertung
wie bei Abb. 3.29 beschrieben.
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Abb. 3.31: Western Blot von Zelllysaten aus Detroit 562-Zellen zur
Detektion der Expression des Zellzyklusinhibitors p21WAFL/Cipl,
Durchfiihrung und Auswertung wie bei Abb. 3.29 beschrieben.
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Leider gelang es trotz Anwendung mehrerer unterschiedlicher Antikérper und
verschiedener Blockiermedien nicht, den ebenfalls wichtigen Zellzyklusinhibitor

p27KP mittels Western Blot darzustellen.

3.4.5 Immunfluoreszenzfarbung von Detroit 562-Zellen zur Visualisierung
zellzyKlusregulierender Proteine

Um Ruckschlisse auf  die Lokalisation der interessierenden
Zellzyklusregulatoren in  der Zielzelle ziehen zu kdénnen, wurden
Immunfluoreszenzmessungen mit infizierten und nicht infizierten Detroit 562-
Zellen durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit einer MOI von 100 infiziert und im
Folgenden weiterbehandelt, wie bei den zuvor gezeigten PI-Farbungen. Die
Fixierung und Antikdrperbehandlung wurden 24 Stunden nach der Infektion
durchgefuhrt.

Bei der Farbung von Cyclin D1 und Cyclin E ergab ein eher diffuses
Anfarbemuster, das sowohl im Zellkern, als auch im Cytoplasma zu sehen war.
Unterschiede zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen waren dabei
lichtmikroskopisch nicht erkennbar (siehe Abb. 3.32 und 3.33).

Dagegen ergab die Messung von p21WAFLCPL  dass nach Infektion mit MC58
deutlich mehr Zellkerne angefarbt waren, als bei nicht infizierten Kontrollzellen
(siehe Abb. 3.34). Eine Auszahlung von jeweils ca. 250 angefarbten Zellen
erbrachte bei Kontrollzellen 4,12 % Zellen mit einem deutlichen Signal im
Zellkern, bei mit MC58 infizierten Zellen dagegen 15,71 %. Nach Infektion mit
a.711 waren 8,75 %, nach Infektion mit a14 7,87 %. der Zellkerne auf p21WAF1/Cipl
anfarbbar.

Bei der Visualisierung von p27¥P ergab sich bei nicht infizierten Kontrollzellen ein
eher diffuses Signal, das sowohl im Zellkern, als auch im Cytoplasma erkennbar
war. Nach Infektion mit MC58 und o711 war das Signal bei einem grof3en Anteil
der Zellen durch stark fluoreszierende Punkte gekennzeichnet und unterschied
sich deutlich von dem der Kontrollzellen (siehe Abb. 3.35). In den mit dem

Meningokokkenisolat a14 infizierten Zellen kamen sowohl Zellen mit einem diffus
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angefarbten Kern, als auch solche mit dem gepunkteten Anfarbemuster zur

Darstellung.

DAPI Cyclin D1 Overlay

Kontrolle - 24h

MC58 - 24h

a711 - 24h

al14 - 24h

Abb. 3.32: Immunfluoreszenz von Detroit 562-Zellen fur Cyclin D1. Die Fixierung und
Anfarbung erfolgten 24 h nach der Infektion. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt (linke
Spalte), Cyclin D1 wurde mit einem Cy3-konjugierten Sekundarantikdrper rot dargestellt
(mittlere Spalte) und ein Overlay beider Signale wurde erstellt (rechte Spalte).
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DAPI Cyclin E Overlay

Abb. 3.33: Immunfluoreszenz von Detroit 562-Zellen fuir Cyclin E. Durchfuhrung und
Darstellung wie in Abb. 3.32 beschrieben.
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Abb. 3.34: Immunfluoreszenz von Detroit 562-Zellen fur p21WAFYCIPL Die Fixierung
und Anférbung erfolgten 24 h nach der Infektion. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt
(linke Spalte), p21WAFLCIPL  wurde mit einem AlexaFluor 488-konjugierten
Sekundéarantikdrper grin dargestellt (mittlere Spalte) und ein Overlay beider Signale
wurde erstellt (rechte Spalte).
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Abb. 3.35: Immunfluoreszenz von Detroit 562-Zellen fur p27%iP. Die Fixierung und
Anfarbung erfolgten 24 h nach der Infektion. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt (linke
Spalte), p27Xr wurde mit einem Cy3-konjugierten Sekundarantikérper rot dargestellt
(mittlere Spalte) und ein Overlay beider Signale wurde erstellt (rechte Spalte). Zur
deutlicheren Erkennbarkeit wurde je ein Zellkern vergrof3ert unten rechts abgebildet.
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3.4.6 qRT-PCR zur Untersuchung der Transkription der Cycline A, B, D1
und E

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Proteingehalt von Cyclin D1 und
Cyclin E in zellularen Lysaten durch die Infektion mit Meningokokken beeinflusst
wird, wurde mittels gRT-PCR analysiert, ob diese Veranderungen auf
transkriptioneller Ebene reguliert sind und folglich auch die Menge an
traskribierter mRNA fir diese Cycline durch die Infektion verandert wird. Es
wurden hierzu Detroit 562-Zellen infiziert und bis zur RNA-Extraktion 24 Stunden
nach der Infektion exakt so behandelt, wie zuvor bei den PIl-Farbungen. Um
relevante Degradierungsprozesse in den RNA-Proben ausschliel3en zu kénnen,
wurde die RNA-Integritat mittels Agilent 2100 Bioanalyzer fir jede Probe getestet
und die RNA-integrity-number (RIN) bestimmt. Alle verwendeten Proben zeigten
dabei zwei gut abgrenzbare Peaks als Korrelat zu einer gut erhaltenen 18S- und
28S rRNA bei nur sehr geringem Hintergrundsignal (siehe Abb. 3.36). Die
automatisch bestimmt RIN betrug fir alle Proben 10.
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Abb. 3.36: Analyse der RNA-Integritat mittels BioAnalyzer. Links abgebildet sind die
Elektrophoresen aller zwolf Proben. Rechts sind expemplarisch die Densitogramme der
ersten drei Proben abgebildet.
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Hierauf folgte der Umschrieb der RNA in cDNA mithilfe des Super Script Il
Reverse Transscriptase Kits und zufalligen Primern sowie anschliel3end eine
PCR-Purifikation. Die cDNA-Proben wurden dann mittels gRT-PCR bezuglich der
Menge an cDNA quantifiziert, die fur Cyclin A, -B, -D1 und -E kodiert. Als Farbstoff
wurde SYBR-Green verwendet und es erfolgte eine relative Quantifizierung, bei
der als Referenzgen das Gen fir die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) detektiert wurde. Dieses zeigte keine messbaren
Unterschiede in der Expression in infizierten und nicht infizierten Zellen (siehe
Abb. 3.37).
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Abb. 3.37: qRT-PCR. Gemessen wurde die Expression von GAPDH. Die
roten Kurven zeigen die Non Target Kontrollen (NTC). Die griinen und
blauen Kurven zeigen die Amplifikation bei nicht infizierten Kontroll-Zellen
und mit MC58, o711 und al4 infizierten Zellen. Abgebildet ist ein
reprasentatives Experiment als Triplikat.

Die Auswertung erfolgte mithilfe der AACr-Methode automatisiert. Dem von der
Step One-Software erstellten Protokoll entsprechend, wurden von jeder cDNA-
Probe drei Messwerte erhoben. Der Versuch wurde mit insgesamt drei
verschiedenen Satzen von cDNA-Proben durchgefuhrt, die jeweils in

unabhangigen Infektionsversuchen gewonnen worden waren.
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Es ergaben sich bei allen analysierten Cyclinen keine signifikanten Unterschiede
zwischen Kontrollzellen und mit den verschiedenen Bakterienisolaten infizierten
Zellen (siehe Abb. 3.38-3.42).

Um aufRerdem unspezifische Signale detektieren zu kénnen, die etwa durch die
Formation von Primer-Dimeren entstehen kénnen, wurde nach jeder gRT-PCR
eine Schmelzkurve angefertigt, die einen Verlust der Fluoreszenz idealerweise
nur bei der Schmelztemperatur des gewunschten Amplifikates zeigen sollte. Bei
jeder Probe stellte sich genau ein Peak in der Schmelzkurve bei derselben
Temperatur dar (siehe Abb. 6.15 und 6.16 im Anhang).
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Abb. 3.38: gRT-PCR. Gemessen wurde die Expression von Cyclin A. Die
roten Kurven ohne relevante Amplifikation zeigen die Non Target
Kontrollen (NTC). Die griinen und blauen Kurven zeigen die Amplifikation
bei nicht infizierten Kontroll-Zellen und mit MC58, o711 und 14 infizierten
Zellen. Abgebildet ist ein reprasentatives Experiment als Triplikat.

113



Ergebnisse
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Abb. 3.39: qRT-PCR. Gemessen wurde die Expression von Cyclin B.
Durchfuihrung und Darstellung wie in Abb. 3.38.
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Abb. 3.40. gRT-PCR. Gemessen wurde die Expression von Cyclin D1.
Durchfuhrung und Darstellung wie in Abb. 3.38.
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Abb. 3.41: qRT-PCR. Gemessen wurde die Expression von Cyclin E.
Durchfuihrung und Darstellung wie in Abb. 3.38.

RQ in Relation zu GAPDH
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Abb. 3.42: gRT-PCR. Quantifizierung der Amplifikationskurven mithilfe
der AACT-Methode. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardab-
weichungen der Ergebnisse dreier unabhangiger Experimente.
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4. Diskussion

4.1 Auswahl der verwendeten Epithelzelllinien

Bei zahlreichen bakteriellen Pathogenen konnten in der Vergangenheit
Effektoren nachgewiesen werden, durch deren Expression der Zellzyklus der
Wirtszelle wahrend der Infektion moduliert und somit vermutlich die Bedingungen
fur die bakterielle Kolonisation und/oder Infektion begunstigt werden [178]. Auch
in Infektionsversuchen mit N. meningitidis an endothelialen Zellen konnte kurzlich
ein Effekt auf den Zellzyklus in vitro nachgewiesen werden [204].

Da das Epithel des menschlichen oberen Respirationstraktes das bislang einzige
bekannte Reservoir fir N. meningitidis darstellt [15] und Meningokokken bei der
Kolonisation und Infektion méglicherweise ebenfalls von einer Einflussnahme auf
den Zellzyklus der Wirtszellen profitieren kdonnten, war die Zielsetzung der
vorliegenden Arbeit, in Infektionsversuchen mit humanen pharyngealen
Epithelzellen zu evaluieren, ob ein Einfluss auf den Zellzyklus solcher Zellen
ausgeubt wird, welche bakteriellen und zellularen Effektoren hierbei eine Rolle
spielen und ob sich pathogene Meningokokkenisolate von Tragerisolaten
diesbeziiglich unterscheiden.

Hierfir ausgewahlt wurden vier von humanem Pharynxepithel stammende
Zelllinien, die sich hinsichtlich ihrer biologischen Eingenschaften deutlich
unterscheiden und im Infektionsversuch mit N. meningitidis unterschiedlich gut

etabliert sind:

1) Die Zelllinie Detroit 562 stammt aus der Aussaat eines Pharynxkarzinoms
und wurde aus malignem Pleuraexsudat isoliert [214, 248]. Die Zelllinie ist
im Infektionsversuch mit N. meningitidis bereits gut etabliert und wurde in
zahlreichen  Studien, unter anderem zum  Adhéarenz- und
Invasionsverhalten  [68, 228, 233-235, 249-251] und zur
Signaltransduktion bei der Meningokokkeninfektion [68, 91, 252-254]
verwendet. Auch die Expression fur die Meningokokkeninfektion

relevanter Mengen von CEACAM-Molekilen, die als Rezeptoren fur die
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Opa-Proteine von N. meningitidis dienen [61], wurde in dieser Zelllinie
nachgewiesen [62, 255], ebenso wie der potentielle Pilus-Rezeptor CD46
[62] und die Expression und Funktionalitdt verschiedener Toll like
Rezeptoren (TLR) [252, 254, 256-260].

2) FaDu Zellen stammen dagegen nicht aus einer Metastase, sondern aus
einem priméaren Plattenepithelkarzinom des Hypopharynx [213, 261].
Auch sie wurden in der Vergangenheit bereits in gro3em Umfang fur
Experimente mit Meningokokken eingesetzt [91, 220, 228-232, 262-267].
Die Expression von CD46 [268] sowie bestimmter CAECAM-Molekile
(CEACAMG) [269] wurde auch in dieser Zelllinie nachgewiesen, letztere
jedoch nicht im Zusammenhang mit der Infektion durch N. meningitidis.
TLR 3 und TLR 9 werden exprimiert, sind jedoch, anders als bei Detroit
562-Zellen, nur teilweise funktionell [257, 260].

Zum Vergleich wurden auch zwei Zelllinien nicht malignen Ursprungs verwendet.
Diese sind zwar vermutlich in ihrer Zellzyklusregulation weitaus weniger
dereguliert, als die Zellen eines Karzinoms, und weisen daher mehr
Gemeinsamkeiten mit gesunden Zellen in vivo auf. Jedoch sind sie im Versuch

mit Meningokokken bislang noch nicht etabliert.

3) Die Zelllinie NP69 wurde aus dem Nasopharynx von Patienten isoliert, die
an nasaler Obstruktion und/oder Nasenbluten litten, ohne dass eine
maligne Erkrankung zugrunde lag [215]. Die Immortalisierung erfolgte
durch Transfektion mit einem fir das Simian Virus 40T-Antigen
kodierenden Plasmid [215]. Das Cytokeratinmuster ist in dieser Zelllinie
identisch mit dem Cytokeratinmuster primérer nasopharyngealer Zellen,
was den epithelialen Ursprung beweist. Jedoch wurden eine sehr hohe
Telomeraseaktivitdt und weitere Gemeinsamkeiten mit malignen
nasopharyngealen Zellen nachgewiesen, weswegen die Zellen vermutlich
eher als ,prdmaligne” anzusehen sind [215, 270]. Verwendet wurde diese

Zelllinie bisher vorwiegend zur Untersuchung karzinogener Effekte der
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Epstein-Barr-Virus Infektion [270-276]. Infektionsversuche an NP69-

Zellen mit Meningokokken sind bislang nicht publiziert.

4) Als eine weitere nicht maligne nasopharyngeale Epithelzelllinie sollten
auch NP460hTert Zellen untersucht werden. Diese wurden ebenfalls aus
nicht malignen Biopsien isoliert, jedoch erfolgte die Immortalisierung durch
Expression einer humanen Telomerase reversen Transkriptase (hTert)
mithilfe eines retroviralen Vektors [216]. Leider gelang die Kultivierung
dieser Zelllinie trotz strenger Einhaltung der Arbeitsanweisungen des
Zulieferers  nicht, sodass keine Zellzyklusuntersuchungen im

Infektionsversuch mit dieser Zelllinie erfolgen konnten.

4.2 Auswahl der verwendeten Bakterienisolate

Das Meningokokkenisolat MC58 gilt als Referenz und am besten
charakterisiertes invasives Isolat der Serogruppe B (Serotyp 15; Serosubtyp
P1.7,16b). Es wurde 1983 in Stroud (Gloucestershire, UK) aus dem Blut eines
erkrankten Patienten isoliert und gehort dem Sequenztyp ST-74 sowie dem
ST-32 klonalen Komplex (cc) an [217, 277, 278]. Sein Genom wurde im Jahre
2000 als bis dahin erstes Genom eines N. meningitidis-Stammes vollstandig
sequenziert und veréffentlicht [8]. Zum Vergleich wurde mit o711 ein Tragerisolat
der Serogruppe B verwendet, das ebenfalls zu dem ST-32 cc gehért. Es wurde
im Jahre 2000 im Rahmen einer epidemiologischen Studie aus
Rachenabstrichen drei- bis 26-jahriger gesunder Probanden in Bayern isoliert
[18].

Als gut charakterisiertes invasives Isolat der Serogruppe C wurde der
Meningokokkenstamm 8013/Klon 12 eingesetzt. Der Stamm 8013 wurde im
Jahre 1989 am Institut Pasteur in Paris aus dem Blut eines erkrankten Patienten
isoliert, gehdrt zum ST-18 cc [219] und wurde seither in zahlreichen Arbeiten,
insbesondere zur Untersuchung der Interaktion des Typ-4-Pilus (TfP) mit
humanen Zielzellen, verwendet [51, 101, 105, 279, 280]. Klon 12, auch bekannt
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als 2C43, ist ein Abkémmling dieses Stammes, der Klasse-I-Pili der Variante SB
exprimiert, die eine vergleichsweise starke Adhasion an epitheliale Zellen
ermdglicht [51, 218]. Er ist bekapselt, enthélt jedoch kein opcA-Gen und seine
Opa-Expression ist durch Phasenvariation abgeschaltet [281]. Sein Genom
wurde im Jahr 2009 vollstandig sequenziert [219]. Als Tragerisolat wurde zum
Vergleich das Meningokokkenisolat a4 verwendet, das zwar zur Serogruppe B,
jedoch ebenfalls zum ST-18 cc gehdrt und in derselben Studie wie a711 aus dem
Rachen eines gesunden Tragers gewonnen wurde [18].

Um auch ein Tragerisolat in die Analysen aufzunehmen, das zum einen bereits
gut untersucht ist und sich zum anderen in seinen Eigenschaften von den tbrigen
Isolaten deutlich unterscheidet, wurde zusatzlich der Meningokokkenstamm a14
verwendet. Dieses Isolat wurde ebenfalls im Rahmen der oben genannten Studie
[18] von einem gesunden Tréger gewonnen. Es gehért dem ST-53 cc an, der
zahlreiche Tragerisolate enthalt, und sein Genom wurde 2008 vollstandig
sequenziert [114]. Als einziger hier fur die Zellzyklusanalysen verwendeter
Meningokokkenstamm ist a14 nicht bekapselt und damit auch keiner klassischen
Serogruppe zugehorig, da sein cps Gencluster eine nicht kodierende Sequenz,
den sogenannten Kapsel-null-Locus (cnl), enthalt, der auch bei anderen
Tragerisolaten haufig vorkommt [113].

Um zusatzliche Informationen Uber die bisher wenig charakterisierten Isolate
a711 und o4 zu erhalten, wurden diese mittels Western Blot auf die Expression
der Hauptinvasine Opa, Opc und Klasse-l Pili gepruft. Opa und Klasse-I Pili
wurden von beiden Stammen exprimiert, die Expression von Opc war hingegen
nicht nachweisbar. Eine PCR zeigte, dass das opcA-Gen im Genom von o711
enthalten, bei a4 jedoch deletiert war. Um zu prufen, ob die fehlende Expression
von Opc bei o711 durch eine Abschaltung des Gens durch Phasenvariation
begrindet ist, wurde das Gen einschlief3lich seines Promotors sequenziert. Aus
friheren Arbeiten ist bekannt, dass die Expression des opcA-Gens
phasenvariabel ist und auf transkriptioneller Ebene reguliert wird [244]. In der
Promotorregion des Gens befindet sich ein Polycytidin-Stretch in variabler Lange.

Die effektive Expression von Opc ist méglich, wenn dieser eine Lange von 12-13
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Nukleotiden hat. Bei elf oder 14 Cytidingruppen bleibt eine variable verminderte
Expression und bei weniger als elf oder mehr als 14 Cytidingruppen ist die
Expression supprimiert [244]. Die Sequenzierung des opcA-Gens von a711
ergab eine Lange von neun Cytidin-Resten und bestatigte damit die Abschaltung
des opcA-Gens. Der Referenzstamm MC58, der bei fir die Western Blot
Analysen auf Opc als Positivkontrolle eingesetzt wurde enthélt hingegen im

Promotor des opcA Gens 12 Cytidinreste.

4.3 Interaktion der verschiedenen Meningokokkenisolate mit der
Zielzelle - Invasion und Adharenz

NP69 Zellen sind bislang nicht fur Experimente mit Meningokokken verwendet
worden. Somit musste zunachst mittels Adharenz- und Invasionsassays
Uberpruft werden, ob eine Interaktion dieser Zellen mit den von uns verwendeten
Meningokokkenisolaten stattfindet, wie sie sich im zeitlichen Verlauf entwickelt
und inwiefern sich pathogene- und Tragerisolate darin unterscheiden.

Dagegen haben sich Detroit 562 Zellen bereits in vielfaltigen Versuchen mit
Meningokokken als einsetzbar erwiesen (s.0.). Doch auch an dieser Zelllinie
wurde bislang kaum das Verhalten von Trégerisolaten untersucht. Lediglich eine
Publikation liegt vor, in der gezeigt wurde, dass ein Tragerisolat im Vergleich zu
MC58 eine geringere Fahigkeit zur Adharenz und zur Invasion bei Detroit 562-
Zellen hatte [264]. Studien zur Adharenz und Invasion von Tragerisolaten mit
anderen Epithelzellen liefern widersprichliche Ergebnisse. So wurde in einer
Arbeit gezeigt, dass eine Auswahl von Tragerisolaten in vitro an zwei epithelialen
und zwei endothelialen Zelllinien eine geringere Fahigkeit zur Adhérenz und zur
Invasion hatten, als pathogene Vergleichsisolate [282]. Altere Studien zeigten
dagegen, dass Tragerstamme in grol3eren Zahlen an Epithelzellen adhéarierten,
als von Erkrankten isolierte Stamme [283, 284].

Daher wurden zunéachst Versuche zur Bestimmung der Adharenz und der
Invasion aller in dieser Arbeit verwendeten Meningokokkenisolate an Detroit 562-

und NP69-Zellen durchgefiihrt. Das Phanomen, dass die unbekapselte Mutante
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MC58 siaD bei Detroit 562-Zellen geringfligig starker adhérent, jedoch signifikant
invasiver war, als der Wildtyp-Stamm MC58, spiegelt die Ergebnisse anderer
Arbeiten an anderen Zelltypen wider [104, 224, 225, 233, 243, 255, 285-288].
Vermutlich maskiert die Kapsel durch ihre eigene Ladung Invasine der auf3eren
Membran, wie etwa Opa und Opc, was deren Wirkung abschwéacht [92]. Die
Kapsel wird nur von Pili Uberragt, die somit den ersten Kontakt zwischen dem
bekapselten Bakterium und der Zielzelle vermitteln [287]. Dieses Ergebnis sowie
die Tatsache, dass Detroit 562-Zellen CEACAM-Molekile in grof3er Zahl
exprimieren [62, 255], lassen vermuten, dass fur die Adharenz und die Invasion
bei Detroit 562-Zellen dieselben Mechanismen bedeutsam sind, die bereits in
Versuchen mit anderen Zelltypen nachgewiesen wurden. Bei NP69-Zellen war
dagegen fur MC58 siaD nur eine sehr geringfigige und nicht signifikante
Steigerung der Invasion, verglichen mit MC58, messbar. Dies konnte darauf
zuriickzufiuihren sein, dass MC58 selbst in dieser Zelllinie bereits starker invasiv
war. Ob die Ursache hierfir mdglicherweise ein anderer Rezeptorbesatz dieser
Zelllinie ist, oder ob andere Grinde hierfur vorliegen, konnte in dieser Arbeit nicht
naher analysiert werden und bleibt in zukinftigen Studien zu untersuchen.

Die Fahigkeit zur Adhérenz war bei den Tragerisolaten sehr unterschiedlich
ausgepragt, wobei o711 an beiden Zelllinien am stéarksten adhérierte. Auch
bezuglich der Invasion zeigten sich groRe Unterschiede zwischen den
Tragerisolaten und zwischen den beiden untersuchten Zelllinien. So war etwa
das stark adharente Tragerisolat o711 bei Detroit 562 Zellen auch der am
starksten invasive Tragerstamm. Bei NP69 Zellen war hingegen das Isolat a4
starker invasiv, obwohl es an diese Zellen in geringerem Ausmaf} adharierte.
Uber deutliche Unterschiede der Adharenz und der Invasion gleicher
Meningokokkenstdmme bei verschiedenen Zelllinien wurde auch in anderen
Studien berichtet [233]. Trotz dieser Variabilitat zeigten die Ergebnisse eindeutig,
dass alle getesteten Trégerisolate bei beiden Zelllinien signifikant weniger invasiv
waren, als MC58. Auch der Serogruppe C-Stamm 8013/Klon 12 war, obwohl er
ein pathogener Stamm ist und stark adhéarierte, ahnlich schwach invasiv wie die

getesteten Tragerisolate. Eine mogliche Erklarung hierfur ist die fehlende

121



Expression von Opc, die 8013/Klon 12 und allen hier getesteten Tragerisolaten
gemein ist, wahrend MC58 als einziges Isolat Opc exprimiert. Die wichtige Rolle
von Opc bei der Invasion in andere Epithelzelllinien wurde bereits vielfach
beschrieben [63, 64, 66, 224]. Bei 8013/Klon 12 und o4 ist das opcA Gen
aufgrund einer Deletion nicht vorhanden (siehe 3.3). Bei o711 ist seine
Expression durch Phasenvariation abgeschaltet, was durch die Sequenzierung
des opcA Gens und seiner Promotorregion nachgewiesen werden konnte.

Das einzige Isolat, das bei beiden Zelllinien nahezu unfahig zur Adhérenz und
zur Invasion war, war a14. Dies bestatigte die Ergebnisse einer anderen Studie,
bei der die Invasion von a14 in HIBCPP Zellen, gewonnen aus humanem Plexus
choroideus Epithel, untersucht wurde [289]. Wie die anderen hier getesteten
Tréagerisolate exprimiert auch al14 Klasse | Pili, nicht jedoch Opc, da auch in
seinem Genom das opcA-Gen deletiert ist [289]. Trotzdem wurde al14 fur die
nachfolgenden Experimente weiterverwendet, auch um Ruckschlisse auf die
Relevanz des Adhasions- oder Invasionsverhaltens fir mogliche Effekte auf den

Zellzyklus der Wirtszelle ziehen zu kdnnen.

4.4 Zellzyklusanalysen

Als Standard und am haufigsten angewandte Methode fur die Analyse des
Zellzyklus in eukaryotischen Zellen gilt seit Langem die Bestimmung des
zellularen DNA-Gehaltes mithilfe von Propidiumiodid (PI) [290, 291].

Um zu untersuchen, ob die Infektion mit den oben beschriebenen
Meningokokkenisolaten den Zellzyklus der epithelialen Zielzellen beeinflusst,
wurden zunachst Farbungen mit Pl zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefihrt.
Die Uberpruften ZeitrAume richteten sich orientierend nach den
Verdoppelungszeiten der verwendeten Zelllinien.

Die Histogramme, die sich bei der durchflusszytometrischen Analyse der FaDu-
Zellen ergaben, waren von Versuch zu Versuch relativ variabel. Trotzdem zeigte
sich 24 Stunden nach der Infektion mit MC58 im Vergleich mit nicht infizierten

Zellen eine signifikante Akkumulation von Zellen in der Go-/Gi-Phase. Die
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Differenz betrug nach drei Versuchen durchschnittlich 10,07 %. Zu diesem
Zeitpunkt deutete sich dazu passend auch eine Reduktion von Zellen in der S-
Phase an. Diese war jedoch, vermutlich aufgrund der starken Abweichungen von
Versuch zu Versuch, nicht statistisch signifikant. Zu anderen Zeitpunkten konnte
kein Unterschied zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen nachgewiesen
werden. Beim ebenfalls getesteten Tragerisolat al4 deuteten sich &ahnliche
Veranderungen an, die jedoch bei der Auswertung nicht signifikant waren.
Aufgrund dieser grol3en Abweichungen zwischen einzelnen Versuchen wurde die
Zelllinie FaDu nicht fur weitere Experimente verwendet.

Wesentlich deutlichere Ergebnisse erbrachten die Zellzyklusanalysen mit Detroit
562-Zellen. Hier waren die Ergebnisse aller Versuche tber mehr als 15 Passagen
hinweg sehr konstant reproduzierbar. Bei Infektion mit den Isolaten MC58 und
8013/Klon 12 konnte ebenfalls 24 Stunden nach der Infektion eine signifikante
Akkumulation von Zellen in der Go-/G1-Phase gezeigt werden, begleitet von einer
signifikanten Reduktion von Zellen in der S-Phase. Zu allen anderen
gemessenen Zeitpunkten ergaben sich keine relevanten Unterschiede zwischen
infizierten und nicht infizierten Zellen. Diese Daten stimmen mit den Ergebnissen
der Arbeitsgruppe von Jones et al. Uberein, die mit derselben Technik ebenfalls
bei nicht synchronisierten, malignen, epithelialen (HelLa-) Zellen einen Gai-
Phasen Arrest 24 Stunden nach der Infektion mit N. gonorrhoeae nachweisen
konnte [202]. Die Tragerisolate o711 und o4, die in dieser Arbeit erstmals
getestet wurden, induzierten ebenfalls 24 Stunden nach der Infektion einen
signifikanten Gi-Phasen-Arrest. al4 hatte als einziges getestetes Isolat zu
keinem Zeitpunkt einen signifikanten Einfluss auf den Zellzyklus. Da dieses Isolat
auch als einziger Stamm nahezu nicht adharent und invasiv an beiden
Uberpriften Zelllinien war, liegt die Vermutung nahe, dass eine direkte Interaktion
der Bakterien mit der Zielzelle erforderlich ist, um den Zellzyklus zu beeinflussen.
Die benigne Zellinie NP69 wurde ebenfalls mit allen genannten
Meningokokkenisolaten untersucht. Anders als bei Detroit 562 Zellen ergab die
Auswertung bei infizierten Zellen zu den spéaten Zeitpunkten (24 und 30 Stunden)

eher einen Anstieg von Zellen in der S-Phase. Dieser Unterschied war jedoch nur
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geringfugig ausgepragt (je nach verwendetem Stamm ca. 4-6%) und zu keinem
Zeitpunkt signifikant. Leider zeigte sich bei der durchflusszytometrischen Zahlung
dieser Zellen mit zunehmender Zeit nach der Infektion auch eine immer weiter
zunehmende Population grol3er Partikel aul3erhalb des Gates, das fur die
Zahlung der Zellen voreingestellt worden war. Zu den Zeitpunkten 24 und 30
Stunden p.i. lag bereits die deutliche Mehrheit der detektierten Zellen in diesem
Bereich, sodass nur ein geringer Anteil tatsachlich in die Messung mit einging.
Die spatere Analyse der Histogramme einschlief3lich der Partikel auf3erhalb des
Gates zeigte, dass auch diese groRen Partikel mit Pl angefarbt waren und zwar
in starkerem Ausmal3, als eine Zelle in der Gz-/M-Phase. Dies lasst vermuten,
dass es sich bei den gro3eren Partikeln um Aggregate mehrerer Zellen handelt.
Auch den Informationen des Zulieferers der NP69-Zellen war zu entnehmen,
dass es bei dieser Zelllinie unter bestimmten Bedingungen zu Verklumpungen
kommen kann. Ob das Messergebnis, das sich bei NP69 Zellen von den an
Detroit 562-Zellen bestimmten Werten unterscheidet, eine Verfalschung durch
diese Aggregatbildung der Zellen ist, oder ob die Zelllinie tatsachlich in ihrem
Zellzyklus auf andere Weise beeinflusst wird, als FaDu- und Detroit 562-Zellen,
konnte nicht abschliel3end geklart werden.

Aufgrund der nur kleinen Unterschiede zwischen infizierten und nicht infizierten
Zellen und der fraglichen Nutzbarkeit dieser Zelllinie zur Untersuchung spéaterer
Messzeitpunkte wurden auch NP69 nicht fir weitere Versuche eingesetzt,
sondern Detroit 562 als die am besten geeignete Zelllinie eingeschétzt und
weiterverwendet.

Zur Verifizierung des Go-/Gi-Phasen-Arrestes 24 Stunden nach der Infektion
wurden im Folgenden Anfarbungen mit 5-ethynyl-2‘-Deoxyuridin (EdU) an Detroit
562-Zellen durchgefihrt. Diese relativ neue Methode dient wie die PI-Farbung
auch der durchflusszytometrischen Analyse des Zellzyklus, jedoch handelt es
sich nicht um eine in die DNA interkalierende Verbindung, sondern um ein
Nukleotidanalogon, das wahrend der S-Phase enzymatisch in die DNA eingebaut
wird und dann durch eine Click-Reaktion nachgewiesen werden kann [292, 293].
Aufgrund dieser unterschiedlichen Wirkweise wurde die Methode zur

Uberprifung der Ergebnisse, die mittels PI-Farbung gewonnen wurden,
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ausgewahlt. Der Vorteil des EdU gegenuber anderen gangigen Nukleotidanaloga
wie etwa 5-bromo-2‘-Deoxyruidin (BrdU) besteht darin, dass EdU nicht durch
einen Antikdrper detektiert werden muss, sondern durch ein Farbstoff-Azid-
Konjugat nachweisbar ist. Dieses kann aufgrund seiner geringen Grol3e, anders
als ein Antikérper, die Zellmembran ohne vorherige Permeabilisierung passieren
und doppelstrangige DNA anfarben, ohne dass diese zuvor denaturiert werden
muss [292-294]. Jedoch wirkt EdU in proliferierenden Zellen als Antimetabolit
zytotoxisch und apoptoseinduzierend [295-297], weswegen es in dieser Arbeit
erst zu einem moglichst spaten Zeitpunkt (22 Stunden nach der Infektion)
zugegeben wurde. Reprasentativ wurden dabei nur noch die Stamme MC58,
a711 und al4 sowie nur noch der Zeitpunkt 24 Stunden nach der Infektion
untersucht. Die Untersuchung bestatigte die bisher gewonnen Ergebnisse: eine
signifikant erniedrigte Zahl an Zellen in der S-Phase, wenn diese mit MC58 oder
a711 infiziert worden waren und einen geringeren, nicht signifikanten Effekt bei

Infektion mit a14.

4.5 Identifizierung relevanter bakterieller Faktoren

Aus anderen Publikationen sind bakterielle Faktoren, die eine Modulation des
Zellzyklus der Wirtstelle bewirken, bekannt. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit
war es, nachdem auch bei der Infektion durch N. meningitidis ein Effekt auf den
Zellzyklus nachgewiesen werden konnte, ebenfalls Informationen tber mogliche
relevante bakterielle Effektoren zu gewinnen. Um die infrage kommenden
bakteriellen Strukturen eingrenzen zu konnen, wurden Detroit 562-Zellen
zunachst mit hitzeinaktivierten Meningokokken behandelt, wodurch Peptide und
andere thermolabile Verbindungen denaturiert werden und ihre Funktionalitat
verlieren. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich der Effekt auf den Zellzyklus
von Detroit 562-Zellen bei keinem der getesteten Isolate nach Hitzeinaktivierung

reproduzieren liel3.
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Dass die Prasenz vitaler Bakterien zur Auslosung des Zellzyklusarrestes
erforderlich ist, kdnnte einerseits bedeuten, dass ein aktiv sezerniertes Peptid
oder Protein als Zyklomodulin wirkt, welches unter der Hitzeeinwirkung
denaturierbar ist, so wie dies etwa fur das cytolethal distening toxin (CDT)
beschrieben wurde [298]. Auch fiir Opa-Proteine von Meningokokken konnte
kirzlich eine Wirkung auf den Zellzyklus von Endothelzellen gezeigt werden, die
durch Hitzeeinwirkung aufgehoben wurde [204]. Dennoch erscheint ein Einfluss
der Opa-Proteine oder des Opc auf den Zellzyklus der hier untersuchten
Epithelzellen eher unwahrscheinlich. Zum einen bewirkte die Infektion mit Opa-
und Opc-exprimierenden E. coli-Stammen im Vergleich zu dem unbehandelten
Stamm E. coli BL21 keinen signifikanten Unterschied bei den Zellzyklusanalysen.
Zum anderen verursachte bei Detroit 562-Zellen auch das Isolat 8013/Klon 12
trotz fehlender Opa- bzw. Opc-Proteinexpression einen signifikanten Gi-Phasen-
Arrest. Dieser war in seiner Auspragung vergleichbar mit dem Effekt durch das
Isolat MC58, welches sowohl Opa-Proteine als auch Opc exprimiert. Auch die
Tatsache, dass bakterielle Kulturiberstande keinen Effekt auf den Zellzyklus
hatten, lasst einen Einfluss von Opa- bzw. Opc-Proteinen oder sezernierten
Proteinen unwahrscheinlich erscheinen. Mit derselben Technik gewonnene
Uberstande von MC58 enthielten in der vorangegangenen Arbeit iber den
Zellzyklus von Endothelzellen relevante Mengen von Opa und Opc und
induzierten in Endothelzellen den dort beschriebenen S-Phasen-Arrest [204].
Auch eine Wirkung der in der AuRenmembran befindlichen Lipooligosaccharide
(LOS) erscheint eher unwahrscheinlich. Zwar sind sie in fur die Aktivierung
zahlreicher Signalwege in der Zielzelle mafl3geblich [299]. Jedoch sind sie
ausgesprochen thermostabil und waren in anderen Forschungsarbeiten auch
nach Hitzeinaktivierung der sie tragenden Bakterien in der Lage, zytopathische
Effekte in ihren Zielzellen zu bewirken [300].

Andererseits ware die Moglichkeit denkbar, dass die bakterielle Invasion in die
Zielzelle die notigen Signalwege zur Auslosung des Zellzyklusarrestes anstof3t.
Dies ware mit allen prasentierten Ergebnissen vereinbar, da nur vitale und nicht
hitzeabgetotete Bakterien den Zellzyklusarrest auszuldsen vermochten, und da

die Infektion mit dem Isolat al4, der als einziger getesteter Stamm nicht zur
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Invasion in die Zielzelle fahig war, keinen signifikanten Effekt bewirkte. Auch ein
maoglicher Einfluss der Polysaccharidkapsel konnte die Resultate erklaren, da
auch diese nicht hitzebestandig ist [301] und a14 das einzige getestete Isolat ist,

das keine Kapsel tragt.

4.6 Regulation von Zellzyklusmediatoren durch die Infektion mit

N. meningitidis

Nachdem gezeigt werden konnte, dass durch die Infektion mit N. meningitidis in
Detroit 562-Zellen ein Zellzyklusarrest ausgelést wird, sollten die an der
Regulation beteiligten molekularen Mechanismen in der Zielzelle genauer
charakterisiert werden.

Die Akkumulation von Detroit 562 Zellen in der Go-/Gi-Phase 24 Stunden nach
der Infektion lasst den Ruckschluss zu, dass durch die Meningokokkeninfektion
entweder die Gi-Phase des Zellzyklus verlangert, oder die Progression in die S-
Phase gehemmt wird. Wesentliche und am besten untersuchte Regulatoren fur
diesen Abschnitt des Zellzyklus sind die Gi-Cycline im Komplex mit den
entsprechenden Cyclinabhéangigen Kinasen (CDKs) [140]. Cyclin D im Komplex
mit der CDK4 oder der CDK®6 ist dabei entscheidend am Durchlaufen der Gi-
Phase beteiligt, wahrend eine zunehmende Konzentration des Cyclin E-CDK2-
Komplexes den Eintritt in die S-Phase einleitet. Ein Einfluss bakterieller
Infektionen auf die Expression von Cyclinen in der Zielzelle konnte in der
Vergangenheit bereits bei mehreren anderen Pathogenen, wie etwa Helicobacter
pylori [302], Porphyromonas gingivalis [303] und Neisseria gonorrhoeae [202]
nachgewiesen werden.

Die Untersuchung mittels Western Blot ergab, dass nach der Infektion mit
8013/Klon 12 sowie mit den Tragerisolaten o711 und a4 Cyclin D1 reduziert war,
was eine verlangsamte Progression durch die Gi-Phase verursachen kénnte.
Wie in den vorherigen anderen Untersuchungen rief die Infektion mit a14 keinen

Effekt hervor. Interessanterweise bewirkte auch die Infektion mit MC58 keine
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messbare Veranderung des Proteingehaltes an Cyclin D. Ob die Ursache hierfur
in der Messmethode liegt, oder ob tatsachlich unterschiedliche Mechanismen bei
der Infektion dieser verschiedenen Isolate ablaufen, ist ein hochinteressantes
und in zukunftigen Studien zu klarendes Thema.

Interessanterweise  konnte  nach Infektion mit allen verwendeten
Meningokokkenisolaten eine gesteigerte Expression von Cyclin E auf
Proteinebene nachgewiesen werden. Die Regulation des Cyclinstoffwechsels ist
sehr komplex und erfordert, um die in jeder Zellzyklusphase unterschiedlichen
Konzentrationen an Cyclinen bereitzustellen, sowohl eine genaue Steuerung der
Genexpression, als auch eine strenge Regulation des Cyclinabbaus im
Proteasom [304]. Um weitere Informationen dartber zu erhalten, auf welcher
Ebene die von uns nachgewiesenen Anderungen des Cyclingehaltes vermutlich
reguliert sind, wurde die Menge an mRNA-Kopien fur beide Cycline mittels qRT-
PCR quantifiziert. Hierbei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen, was vermuten lasst, dass die
Expression der Cycline auf transkriptioneller Ebene durch die Infektion nicht
beeinflusst wird. Jedoch ware ein interessanter Aspekt fir mogliche zukunftige
Arbeiten, auch hinsichtlich der mRNA-Expression die zeitliche Kinetik zu
analysieren. Moglicherweise lassen sich Ver&nderungen der Transkription
bereits zu friheren Zeitpunkten nach der Infektion nachweisen, als zum hier
erhobenen Zeitpunkt 24 Stunden nach der Infektion, zu dem schlief3lich bereits
Unterschiede der Cyclin-Expression auf Protein-Ebene eingetreten waren.
Denkbar und in zukunftigen Studien zu untersuchen ware auch, dass
moglicherweise die Translation der Cycline durch die Meningokokkeninfektion
moduliert wird, oder dass der Abbau der vollstandig synthetisierten Cycline durch
posttranslationale Modifikationen gesteigert wird. Auch fur Cyclin A und Cyclin B
ergaben sich auf mRNA-Ebene keine signifikanten Unterschiede zwischen
infizierten und nicht infizierten Zellen. Da diese Cycline jedoch in anderen Phasen
des Zellzyklus vorrangig an der Regulation beteiligt sind, wurden sie auf
Proteinebene nicht weiter untersucht.

Auch im Hinblick auf die Verteilung der Cycline zwischen Zytoplasma und

Zellkern konnten keine deutlichen Unterschiede zwischen infizierten und nicht

128



infizierten Zellen nachgewiesen werden. Die Immunfluoreszenzfarbung von
Cyclin D1 in Detroit 562 Zellen ergab eine Anfarbung sowohl im Zytoplasma, als
auch im Zellkern. Vergleichbare Daten zu Immunfluoreszenzfarbungen von
Cyclin D1 sind in der Literatur beschrieben [305], jedoch waren im Anfarbemuster
keine Unterschiede zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen erkennbar.
Auch die Anfarbung von Cyclin E zeigte eine ahnliche, zytoplasmatische und
nukleére Anfarbung, die sich perinukleér oft besonders intensiv darstellte. Doch
auch hier waren durch die Infektion keine Unterschiede in der Anfarbung zu
erkennen.

Als weitere Regulatoren auf der Ebene der Zielzelle wurden die
Zellzyklusinhibitoren p21WAFLCIPL ynd p27XP untersucht. Diese konnen bei
Aktivierung auf transkriptioneller Ebene in verschiedene Phasen des Zellzyklus
eingreifen und aul3er einem Gi-Phasen-Arrest auch einen Gz-Phasen-Arrest
induzieren [165]. Die Untersuchung dieser Inhibitoren erschien besonders
interessant und naheliegend, da bereits bei Infektionen mit verschiedenen
anderen Erregern ein Effekt auf die Expression dieser Inhibitoren nachgewiesen
werden konnte, so etwa durch pathogene E. coli-Stamme [192] und H. pylori
[306]. Auch in der kirzlich vorausgegangenen Arbeit an Endothelzellen konnte
durch Infektion mit dem Meningokokkenisolat MC58 eine gesteigerte Synthese
von p21WAFVCIPL ynd dessen vermehrte Lokalisation im Zellkern nachgewiesen
werden [204]. Zudem wurde 24 Stunden nach der Infektion mit N. gonorrhoeae
in Epithelzellen ein gesteigerter zellularer Gehalt an p21WAFLYCIPL ynd p27X'P sowie
deren verstarkte Lokalisation im Zellkern gezeigt [203].

Diese Ergebnisse konnten in der vorliegenden Arbeit mit Detroit 562 Zellen
teilweise reproduziert und erweitert werden. 24 Stunden nach der Infektion war
der mittels Western Blot quantifizierte zellulare Proteingehalt an p21WAFL/CIP1
sowohl in Zellen, die mit den Tragerisolaten, als auch in Zellen, die mit den
krankheitsverursachenden Isolaten infiziert worden waren, deutlich erhoht.
Besonders stark und statistisch signifikant war dieser Effekt bei der Infektion mit
den Isolaten MC58 und o711, am schwachsten fiel er, korrelierend mit den

Ergebnissen der Zellzyklusanalysen, bei Infektion mit dem Trégerisolat a14 aus.
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Die Immunfluoreszenz zeigte ebenfalls 24 Stunden nach der Infektion einen
deutlich gesteigerten Anteil an Zellkernen mit einem positiven Signal fur
p21WAFLCIPL Diese Lokalisation im Zellkern war bei dem pathogenen Isolat MC58
noch wesentlich ausgeprégter, als bei den Tragerisolaten o711 und ol4.
Dennoch waren auch bei der Verwendung von o711 noch annédhernd doppelt so
viele Zellkerne anfarbbar, als in nicht infizierten Zellen. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass p21WAFLCIP1 an der Einleitung des Gi-Phasen-Arrest mafRRgeblich
beteiligt ist, da eine Korrelation der Aktivitat des Zellzyklusinhibitors und seiner
Anreicherung im Zellkern bekannt ist [307]. Endgultig bewiesen ist diese These
jedoch nicht, da fur den Zellzyklusarrest noch weitere hier nicht untersuchte
Faktoren letztlich ursachlich, und der gesteigerte Proteingehalt an p21WAFL/CIP1
fur den Effekt entbehrlich sein kénnte. So wurde zum Beispiel in einer anderen
Studie uber Cycle inhibiting factors (CIFs) von pathogenen E. coli-Stammen
ebenfalls Uber einen Gi-Phasen-Arrest berichtet, der zwar mit einer Akkumulation
von p21WAFLCIPL in den Zielzellen einherging, der jedoch durch den effektiven
Knock down von p21WAFLCIP1 mittels siRNA nicht aufzuheben war [195]. Die
Bedeutung des p21WAFLCIPL f(jr den hier gezeigten Gi-Phasen-Arrest in Detroit
562-Zellen sowie die Mechanismen, die zur Akkumulation von p21WAFCIP1
fuhren, bleiben daher in Zukunft zu Gberprifen.

Leider gelang es trotz intensiver Austestung verschiedener Antikérperchargen
nicht, p27X" mittels Western Blot-Analysen zu detektieren. Einer der
verwendeten Antikorper war jedoch fir den Nachweis von p27XP mittels
Immunfluoreszenz geeignet. Hierbei lieRen sich die Ergebnisse der zuvor
genannten Arbeit an N. gonorrhoeae [203] nicht direkt reproduzieren, obwohl
derselbe AntikOrper wie in dieser Arbeit verwendet wurde. Eine verstarkte
Anfarbung von p27KP zeigte sich bei infizierten Zellen weder im Zellkern, noch
im Zytoplasma. Auffallend war jedoch, dass Zellen, die mit MC58 oder o711
infiziert worden waren, sehr haufig ein punktférmiges, granulares Anfarbemuster
im Zellkern aufwiesen, das bei nicht infizierten Zellen niemals beobachtet werden
konnte. Ahnliche punktférmige Verteilungen bei Immunfluoreszenzen von p27%P

sind auch in anderen Publikationen dokumentiert [308, 309], jedoch ohne
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Ruckschlisse auf dessen Expression oder Funktionalitat. Es bleibt daher in
zukiinftigen Experimenten zu untersuchen, ob und wie p27K® in den hier

gezeigten Zellzyklusarrest involviert ist.

4.7 Beeinflussung des Zellzyklus durch andere Pathogene im
Vergleich mit N. meningitidis und Ausblick

Auf welch unterschiedliche Arten verschiedene bakterielle Krankheitserreger den
Zellzyklus ihrer Wirtszellen beeinflussen kénnen, ist bereits in Kapitel 1.6.
dargestellt worden. Analogien der hier beschriebenen Ergebnisse zu
Ergebnissen von Forschungsarbeiten mit anderen Erregern kdnnten interessante
Impulse Uber zukinftig zu wuntersuchende Mechanismen bei der
Meningokokkeninfektion geben.

Auffallend ist, dass der hier untersuchte Effekt groRe Ahnlichkeiten mit dem durch
N. gonorrhoeae induzierten Zellzyklusarrest aufweist, der bereits durch die
Arbeitsgruppe um Jones et al. untersucht wurde [202]. Auch der an HeLa-Zellen
beschriebene Zellzyklusarrest durch N. gonorrhoeae ist ein Gi-Phasen-Arrest
und ereignet sich 24 Stunden nach der Infektion. Wie bei dem hier untersuchten
Zellzyklusarrest wurde 24 Stunden nach der Infektion mit N. gonorrhoeae eine
gesteigerte Expression von p21WAFLCIPL sowie dessen verstarkte Lokalisation im
Zellkern detektiert [203]. Die Ursache hierflr sind sehr wahrscheinlich DNA-
Einzel- und Doppelstrangbriiche, die in der Zielzelle nach der Infektion mit N.
gonorrhoeae gehauft nachgewiesen werden konnten und vermutlich unabhangig
von p53 die Expression von p21WAFVCIPL ynd p27KP bewirken [203]. Auch in der
vorausgegangenen Arbeit mit Meningokokken an Endothelzellen konnten nach
Infektion mit dem Isolat MC58 DNA-Schadigungen durch oxidativen Stress
nachgewiesen werden, in deren Folge es unabhangig von p53 zur Expression
von p21WAF1/CIP1 kam_

Cytelethal distending toxin B (CdtB), eines der am ausgiebigsten untersuchten
Zyklomoduline, welches von zahlreichen gramnegativen Bakterienspezies

exprimiert wird, induziert ebenfalls DNA-Strangbrtiche, gefolgt von einer p53-
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unabhangigen Akkumulation von p21WAF/CIP1 [310]. In der Folge wurde, je nach
untersuchter Zelllinie, entweder ein Gi-Phasen-Arrest, oder ein G2-Phasen-
Arrest beschrieben [184-186]. Auch dies ist eine Parallele zu den in Ergebnissen
der Versuche mit N. meningitidis, die in endothelialen Zellen einen S-Phasen-
Arrest induzieren [204], in den hier untersuchten epithelialen Detroit 562-Zellen
jedoch einen Gi-Phasen-Arrest. Ebenso wurden nach der Infektion mit N.
gonorrhoeae in verschiedenen Zelllinien ein Gi-Phasen-Arrest [202] und ein S-
Phasenarrest [203] beschrieben.

Obwohl Schadigungen der DNA-Integritat ein haufig beschriebener, starker
Stimulus fur die gesteigerte Expression von p21WAFYCIP1 ynd die nachfolgende
Induktion eines Zellzyklusarrestes sind, gentgt eine Hochregulation von
p21WAFLCIPL gllerdings nicht als Beweis dafir, dass eine solche DNA-Schadigung
stattgefunden haben muss. So werden beispielsweise durch von pathogenen
E. coli-Stammen exprimierte Cycle inhibiting factors (CIFs) sowohl p21WAFLCIP1
als auch p27XP unabhangig von p53 hochreguliert und ein Zellzyklusarrest
induziert, ohne dass es zu nachweisbaren Schadigungen der DNA-Integritat oder
zu einer Aktivierung ATM-/ATR-abhéngiger DNA-Reparaturmechanismen
kommt [183]. Sehr interessant ist dabei, dass diese Hochregulierung von
p21WAFLICIPL ynd p27XP ohne Unterschiede auf Transkriptionsebene ablauft,
sondern die Zellzyklusinhibitoren durch ausschlie3lich posttranslationale
Modifikationen vor dem Abbau im Proteasom geschutzt werden [194, 195].

Ein anderer hier untersuchter Aspekt der Zellzyklusregulation sind die Cycline D
und E, deren Expression durch die Meningokokkeninfektion beeinflusst wird.
Auch durch die Infektion mit N. gonorrhoeae wurde eine Herunterregulation von
Cyclin D1 beschrieben, jedoch anders als in den hier prasentierten Daten auch
eine Reduktion von Cyclin E [202]. In einer anderen Arbeit wurde der Effekt von
P. gingivalis auf den Zellzyklus von humanen Trophoblastzellen untersucht.
Hierbei wurde ein Go-/Gi-Phasen-Arrest beschrieben, der wie der hier
untersuchte Effekt begleitet ist von einem Abfall von Cyclin D1 sowie einem
Anstieg von Cyclin E und p21WAFICIPL 1303]. MaBgeblichen Einfluss auf die
Veranlassung des Zellzyklusarrestes hatte in dieser Studie die Aktivierung der

Proteinkinase Extracellular-signal regulated kinase 1/2 (Erk1/2) [303]. Der Effekt
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konnte mit anderen Zelllinien reproduziert werden [311] und ist einer neueren
Arbeit zufolge ebenfalls das Resultat einer DNA-Schadigung mit nachfolgender
Aktivierung des ATR-p53-Weges [312].

Um die hier prasentierten Effekte der Meningokokkeninfektion auf den Zellzyklus
von Epithelzellen zuklnftig besser zu verstehen, ware von Interesse, ob der
gezeigte Gi-Phasen-Arrest bei Detroit 562-Zellen auch als Teil einer Reaktion
auf DNA-Schadigungen zu verstehen ist, oder unabhangig von DNA-Schaden
ablauft, wie etwa fir die CIFs beschrieben. Aufgrund der oben beschriebenen
Parallelen zu den durch N. gonorrhoeae und P. gingivalis induzierten Effekten
und dem gut untersuchten Zyklomodulin CDT ist zu vermuten, dass auch der hier
untersuchte Zellzyklusarrest auf Schadigungen der DNA-Integritat beruhen
konnte und Bestandteil zellularer DNA-Reparaturmechanismen ist. Zudem stellt
es sich als wahrscheinlich dar, dass auch die hier gezeigte gesteigerte
Expression von p21WAFYCIP1 ynabhangig von p53 ablauft. Zwar sind Detroit 562-
Zellen in der Lage, p53 zu exprimieren und in den Zellkern zu translozieren [313].
Jedoch tragen Detroit 562-Zellen, wie die Mehrheit der malignen Zellen, eine
Mutation im Gen fur p53 (mutp53 R175H), welche die p53-induzierte Expression
von p21WAFLCIPL nach experimentell induzierter DNA-Schadigung verhindert
[314].

Zukunftige Experimente zur Detektion von DNA-Strangbrtichen in Detroit 562-
Zellen sowie zum Aktivierungsgrad der Regulatoren der DNA-Reparatur, wie
beispielsweise der Sensorproteine ATM und ATR und ihrer nachgeschalteten
Effektorkinasen CHK1 und CHK2, kdnnten daher weiteren wertvollen Aufschluss
Uber die genauen Mechanismen geben, durch die der hier beschriebene
Zellzyklusarrest ausgelost wird. Zudem verbleibt eine grol3e Zahl an zellularen
Regulatoren, die sich bereits fur die Wirkung anderer bakterieller Zyklomoduline
als bedeutsam herausgestellt haben. Die Transkriptionsfaktoren und
Regulatorproteine Rb, p130, p107 und E2F, die kleinen G-Proteine der Rho-
GTPase-Familie, Cullin und E3-Ubiquitinligasen sind nur einige Beispiele fur

Proteine von Relevanz fiir den Gi1-S-Phasen-Ubergang, deren Untersuchung auf
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MRNA-Gehalt, Proteingehalt und ggf. Phosphorylierungsstatus weitere wertvolle
Einblicke liefern kénnte [315].

Auch auf der Seite des Erregers kdonnten weitere Experimente zur genauen
Identifizierung des verantwortlichen bakteriellen Effektors unternommen werden.
Zum Beispiel konnte die Bedeutung der Kapsel oder der Expression bakterieller
Pili bei dem hier gezeigten Effekt durch Experimente mit Mutanten untersucht
werden.

Die genauere Charakterisierung der Mechanismen, die der Hemmung des
Zellzyklus der Wirtszelle bei der Meningokokkeninfektion zugrunde liegen, wird
in zukUnftigen Forschungsprojekten maoglicherweise das Verstandnis der
Physiologie und Pathophysiologie des asymptomatischen Tragerstatus sowie der
Pathogenese des Uberschreitens der epithelialen Barriere und der
Meningokokkeninfektion an sich verbessern und kénnte langfristig einen Einfluss
auf die Mdglichkeiten zur Pravention und Therapie der invasiven

Meningokokkenerkrankung haben.
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5. Zusammenfassung

In den vergangenen 15 Jahren konnte bei zahlreichen bakteriellen
Krankheitserregern die Fahigkeit festgestellt werden, Toxine zu produzieren,
welche den Zellzyklus der humanen Wirtszellen beeinflussen. Vermutlich kann
hierdurch auch in vivo die Erneuerung epithelialer Oberflachen gehemmt werden,
was dem Erreger einen Vorteil bei der Kolonisierung verschaffen konnte. Ziel
dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob und inwiefern N. meningitidis ebenfalls
in der Lage ist, das Zellteilungsverhalten humaner epithelialer Zellen zu
beeinflussen, wobei insbesondere pathogene im Vergleich mit kolonisierenden
Isolaten untersucht werden sollten.

Zunachst wurde die Fahigkeit zur Invasion und zur Adhéarenz aller verwendeten
Bakterienisolate an zwei Zelllinien untersucht. Hierbei waren alle kolonisierenden
Stamme signifikant weniger invasiv als das pathogene Referenzisolat MC58. In
Zellzyklusanalysen konnte mit zwei verschiedenen Methoden tbereinstimmend
nachgewiesen werden, dass sowohl pathogene als auch kolonisierende Stamme
24 Stunden nach der Infektion von Detroit 562-Zellen eine signifikante
Akkumulation von Zellen in der Gi-Phase bewirken. Die Vitalitat der infizierten
Zellen war dabei gegenuber der Vitalitat nicht infizierter Zellen unverandert. Eine
Charakterisierung der kolonisierenden Bakterienisolate 711 und o4 erbrachte,
dass diese Opa, nicht jedoch Opc exprimieren, was mdglicherweise die geringere
Fahigkeit zur Invasion in beide untersuchten Epithelzelllinien erklart. Durch
Infektion mit hitzeinaktivierten Bakterien sowie durch Inkubation von Detroit 562-
Zellen mit Proteinkonzentraten aus bakteriellen Kulturiiberstdnden konnte der
Zellzyklusarrest nicht reproduziert werden. Ebenso konnten E. coli-Stdmme,
welche Opa oder Opc rekombinant exprimieren, im Vergleich zu dem
Wildtypisolat E. coli BL21 keine signifikante Veranderung der Verteilung der
Zellen auf die Zellzyklusphasen induzieren. Diese Ergebnisse sprechen
insgesamt dagegen, dass ein sezerniertes Protein oder ein Oberflachenprotein

fur den Effekt auf den Zellzyklus der Wirtszelle maf3geblich ist. Mdglicherweise
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ist die Invasion vitaler Bakterien erforderlich, um eine Signalkaskade einzuleiten,
die schlief3lich den Zellzyklusarrest induziert.

Es konnten weiterhin 24 Stunden nach der Infektion von Detroit 562-Zellen
sowohl mit pathogenen als auch mit kolonisierenden Meningokokkenisolaten ein
signifikanter Anstieg des CDK-Inhibitors p21WAFYCPL ynd dessen gesteigerte
Lokalisation im Zellkern von Detroit 562-Zellen nachgewiesen werden. Ebenso
zeigte sich eine verstarkte Expression der fur die Gi-Phase relevanten Cycline D
und E. Die Unterschiede im Proteingehalt der Cycline scheinen erst
posttranslational, méglicherweise durch Hemmung des Abbaus im Proteasom,
zu entstehen, da Unterschiede auf mRNA-Ebene nicht nachgewiesen werden
konnten.

Zukunftige Forschungsarbeiten zur genaueren Untersuchung, welche
bakteriellen Effektoren fur den hier beschriebenen Zellzyklusarrest essenziell
sind sowie zur weiteren Entschliisselung der beteiligten zellularen Mechanismen
konnten das Verstdndnis der Pathophysiologie des asymptomatischen
Tragerstatus bereichern und mdglicherweise Aufschluss dariber geben, welche
Anforderungen ein Meningokokkenstamm erftillen muss, um die Epithelbarriere
zu Uberschreiten und eine invasive Meningokokkenerkrankung verursachen zu

koénnen.
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Abb. 6.1: PI-Farbung von FaDu-Zellen nach Infektion mit MC58. Histogramme zu den Zeitpunkten 2 h bis

24 h nach Infektion.
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Abb. 6.2: PI-Farbung von FaDu-Zellen nach Infektion mit al4.

24 h nach Infektion.

Histogramme zu den Zeitpunkten 2 h bis
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Abb. 6.3: PI-Farbung von Detroit 562-Zellen nach Infektion mit MC58. Histogramme zu den Zeitpunkten
2 h bis 24 h nach Infektion.
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Abb. 6.4: PI-Farbung von Detroit 562-Zellen nach Infektion

Zeitpunkten 2 h bis 24 h nach Infektion.
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Abb. 6.5: PI-Farbung von Detroit 562-Zellen nach Infektion mit a711. Histogramme zu den Zeitpunkten
2 h bis 24 h nach Infektion.
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Abb. 6.6: PI-Farbung von Detroit 562-Zellen nach Infektion mit a4. Histogramme zu den Zeitpunkten
2 h bis 24 h nach Infektion.
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Abb. 6.7: PI-Farbung von Detroit 562-Zellen nach Infektion mit al4. Histogramme zu den Zeitpunkten
2 h bis 24 h nach Infektion.
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Abb. 6.8: PI-Farbung von NP69-Zellen nach Infektion mit MC58. Histogramme zu den Zeitpunkten
3 h bis 30 h nach Infektion.
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Abb. 6.9: PI-Farbung von NP69-Zellen nach Infektion mit 8013/Klon 12. Histogramme zu den Zeitpunkten
3 h bis 30 h nach Infektion.
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Abb. 6.10: PI-Farbung von NP69-Zellen nach Infektion mit a711. Histogramme zu den Zeitpunkten
3 h bis 30 h nach Infektion.
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Abb. 6.11: PI-Farbung von NP69-Zellen nach Infektion mit a4. Histogramme zu den Zeitpunkten
3 h bis 30 h nach Infektion.
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Abb. 6.12: PI-Farbung von NP69-Zellen nach Infektion mit al14. Histogramme zu den Zeitpunkten
3 h bis 30 h nach Infektion.
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Anhang
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Abb. 6.13: PI-Farbung von Detroit 562-Zellen nach Behandlung mit lebenden oder
hitzeinaktivierten (HI) Meningokokkenstdammen. Alle Messungen wurden 24 h nach
Infektion durchgefihrt.
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Abb. 6.14: PI-Farbung von Detroit 562-Zellen 24 h nach Behandlung mit bakteriellen
Kulturiiberstadnden. Histogramme von Pl-Farbungen 24 h nach Inkubation der Zellen mit
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Positivkontrolle wurde das Referenzisolat MC58 verwendet.
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Abb. 6.15: qRT-PCR. Gezeigt sind die Schmelzkurven, die nach den Amplifikationszyklen zur

Detektion von GAPDH, Cyclin A, -B und -D1 zum Ausschluss einer unspezifischen
Amplifikation erstellt wurden.
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Klonaler Komplex

Cell division cycle 14

Cell division cycle 2

cell division cycle 25 homolog A

Cell division cycle 6

Cyclin-dependent kinase
Complementary DNA

Cytolethal distending toxin
Carcinoembrionic antigen-related cell adhesion
molecule

Checkpoint kinase 1

Checkpoint kinase 2

cycle inhibiting factor

CDK-Inhibitoren

Kapsel-null-Locus

Centriolar coiled-coil protein of 110 kDa
4',6-Diamidin-2-phenylindol

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséaure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonuklease
Desoxynukleosid-Triphosphat
Ethylendiamintetraacetat
5-ethynyl-2°-Deoxyuridin
Enterohamorrhagische Escherichia coli
Enteropathogene E. coli

fetal bovine serum

Factor H binding protein

Forkhead box protein M1

Gap-1-Phase

Gap-2-Phase

Genomische DNA

Histon-Deacetylase
hemagglutinin/hemolysin-related proteins
Heparansulfat Proteoglykan
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hTert
ICAM-1
IHM
IME
INK4a
IpaB
IPTG
Kip
K-SFM
LbpA/B
LOS
Mad2L2
MAP
MCM2-7
MLST
MOl
MPF
M-Phase
Mytl
NadA
NalP
NhhA
NorB
NPAT
NspA
ODeoo
Opa
Opc
ORF
PAFr
PBS
PCNA
PCR

Pl
PLK-1
PSM
gRT-PCR
RAS
RB
RNA
RNase
ROX
RPA
SCF
SDS
SEIO
SIRNA

humane Telomerase reverse Transkriptase
Intercellular adhesion molecule 1

Institut fir Hygiene und Mikrobiologie
Invasive Meningokokkenerkrankung
INhibitors of CDK4

Invasion protein antigen B
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

kinase inhibitory protein

Keratinocyte serum free medium
Lactoferrin binding protein A/B
Lipooligosaccharid

Mitotic spindle assembly checkpoint protein MAD2B
Mitogen activated protein
mini-chromosome maintenance proteins 2-7
Multilocus sequence typing

Multiplicity of infection

Mitosis promoting factor

Mitose-Phase

myelin transcription factor 1

Neisseria adhesin A

Neisseria autotransporter Lipoprotein
Neisseria hia/hsf homologue A

Nitric oxide reductase B

nuclear protein of the ATM locus

Neisserial Surface Protein A

Optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm
Opacity protein a

Opacity protein ¢

Open reading frame (offenes Leseraster)
Platelet activating Factor Receptor
Phosphate buffered saline

Proliferating cell nuclear antigen
Polymerase Chain Reaction
Propidiumiodid

polo-like kinase 1

Phenol-soluble Modulin

Quantitative real time PCR

Rat sarcoma-Protein
Retinoblastom-Protein

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

carboxy-X-rhodamine

Replication protein A

Skp, Cullin, F-box containing complex
Sodium Dodecyl Sulfate = Natriumlaurylsulfat
staphylococcal enterotoxin-like toxin O
Small interfering Ribunukleinsdure siRNA
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Smad3
S-Phase
ST
STIKO
TBS

TC
TEMED
TLR

Tris
TspA
WAF1/Cipl

Mothers against decapentaplegic homolog 3
Synthese-Phase

Sequenztyp

Standige Impfkommission

Tris buffered saline

Tissue culture
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Toll-like Rezeptor
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

T-cell stimulating protein A

wild-type p53 activated factor/CDK interacting protein 1
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