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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Gattung Yersinia

Bakterien der Gattung Yersinia gehoren zur Familie der Enterobacteriaceae und wurden nach
dem Schweizer Alexandre Emile Yersin benannt, der Y. pestis 1984 erstmals isolierte, und die
Bedeutung von Ratten bei der Ubertragung der Pest aufdeckte. Yersinien sind Gram-negative,
stibchenformige, fakultativ anaerobe, nicht-sporulierende Bakterien die in einem
Temperaturbereich von 4-42 °C wachsen. Thr Temperaturoptimum liegt jedoch zwischen 26-
28 °C. Die Gattung Yersinia beinhaltet 11 verschiedene Arten, mit drei humanpathogenen
Vertretern: Y. pestis, Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis (Bottone, 1997; Garrity et
al., 2004).

Bei Y. pestis handelt es sich primdr um ein fiir Nagetiere pathogenes Bakterium, welches
durch den Biss infizierter Flohe (Xenopsylla cheopis) auf den Menschen iibertragen werden
kann, und zur Ausbildung der Lungen-, Beulenpest oder Pestsepsis fiihrt (Perry und
Fetherston, 1997). Im Gegensatz zu Y. pestis welches bei 37 °C beweglich ist, sind die beiden
in der Umwelt weit verbreiteten enteropathogenen Yersinia Arten, Y. pseudotuberculosis und
Y. enterocolitica, bei 37 °C unbeweglich. Basierend auf biochemischen und serologischen
Eigenschaften kann Y. enterocolitica in sechs Biovare 1A, 1B, 2, 3, 4 und 5, und in ungefahr
60 Serovare unterteilt werden (O-, H-Antigene) (Wauters et al., 1987). Die in vitro Biotypen
konnen zusétzlich aufgrund ihrer Mauspathogenitit in eine apathogene, eine schwach-
pathogene und eine mauslethale Gruppe unterteilt werden. Zur apthogenen Gruppe gehort das
Biovar 1A, die schwach-pathogene Gruppe umfasst Biovar 2-5 mit den Serotypen O:3, O:9,
0:5,27, und die mauslethale Gruppe beinhaltet Biovar 1B mit den Serotypen O:4, O:8,
0O:13ba, O:13b, O:18, 0:20, O:21) (McNally et al., 2004; Prentice et al., 1991; Schubert et
al., 2004). Y. enterocolitica ist geographisch weit verbreitet, wobei Biovar 1B mit den
medizinisch relevanten Serotypen O:4, O:8, O:13, 0O:18, 0:20 und O:21 vor allem in
Nordamerika auftritt (,,new-world strains*), wihrend die Biovare 2 und 4 mit den Serotypen
0:3, 0:5,27 und O:9 vermehrt in Europa und Japan auftreten (,,0ld-world strains‘‘) (Bottone et
al. 1997, Schubert 2004). Y. pseudotuberculosis bildet eine biochemisch heterogene Gruppe
welche in 21 Serotypen unterteilt wird (Wren, 2003), wobei die Serotypen O:1-O:3 in Europa,
und die Serotypen O:4b und O:3, O:5a und O:5b vermehrt in Japan auftreten (Aleksic ef al.,
1995; Tsubokura et al., 1989). Bei Y. pestis wird aufgrund von Deletionen im O-Antigen-
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Cluster kein O-Antigen produziert (Skurnik et al., 2000), wodurch eine Unterteilung in
verschiedene Serotypen nicht moglich ist. Y. pestis wird phenotypisch aufgrund der
Nitatreduktion und Glycerolfermentation in die drei Biovare Antiqua, Orientalis und
Medievalis unterteilt (Achtman et al., 1999). Zusitzlich hat die Genotypisierung von Y. pestis
in den letzten Jahren zur Unterteilung in den endemischen und epidemischen Y. pestis Typ
gefiihrt, die sich beide vor ca. 1500-20000 Jahren aus Y. pseudotuberculosis entwickelten
(Achtman et al., 1999;Lindler, 2009).

1.2 Verbreitung und Klinik enteropathogener Yersinia

Y. enterocolitica ist ein in der Natur weit verbreitetes Bakterium, das vor allem in aquatischen
und tierischen Reservoirs (Wild-, Nutz- und Heimtiere) auftritt, wobei Schweine das
Hauptreservoir fiir humanpathogene Y. enterocolitica Stamme darstellen (Tauxe et al., 1987).
Auch kontaminierte Milchprodukte und Wasser wurden als Infektionsquellen nachgewiesen
(Black et al., 1978; Bockemuhl et al., 2003). Die Infektion mit Y. enterocolitica beginnt in der
Regel mit der oraler Aufnahme von kontaminiertem Wasser, Nahrungsmitteln, oder durch
kontaminierte Bluttransfusionen (Stenhouse und Milner, 1982). Infektionen mit Y.
pseudotuberculosis treten vermehrt bei Tieren auf, und werden eher selten beim Menschen
beobachtet. Die wichtigsten Reservoire fiir Y. pseudotuberculosis sind Miuse, Ratten, Hasen,
Kaninchen und Wildvogel. Die durch Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis verursachte
Yersiniose, kann in drei klinische Formen unterteilt werden, die meist vom Alter und
Gesundheitszustand der betroffenen Person abhdngig ist. Die hdufigste Form der Yersiniose
ist die Enteritis (1), die in der Regel bei jungen Kindern auftritt und sich in Form von Fieber
und wissrigem Durchfall duBlert. Die akute Yersiniose tritt vermehrt bei dlteren Kindern und
Jugendlichen auf, und &uBert sich meist in einer Entziindung des terminalen Ileums und
mesenterialen Lymphadenitis, die hdufig mit einer Appendizitis verwechselt wird (2). In
seltenen Fillen fiihrt die Infektion mit Y. enterocolitica zu Komplikationen in Form einer
Sepsis, die zur Ausbildung von fokalen Abszessen in der Leber und Niere fiihren kann (3)
(Bockemuhl und Roggentin, 2004). Sekundire immunologisch-vermittelte Folgeerkankungen
wie die reaktive Arthritis, das Erythema Nodosum und die Uveitis treten vor allem bei jungen
Erwachsenen auf. Diese Erkrankungen sind mit dem Histokompatibilititssantigen HLA-B27
assoziiert. Patienten mit reaktiver Arthritis zeigen in betroffenen Gelenken Yersinia-Antigene,

die eine T- und B-Zellantwort induzieren (Granfors, 1998; Lahesmaa-Rantala ef al., 1987).
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1.3 Pathogenese und Virulenz von Y. enterocolitica

Nach der oralen Aufnahme von Y. enterocolitica iber kontaminierte Nahrungsmittel, oder
Wasser, gelangen die Bakterien zunéchst in den Diinndarm und iiberwinden die intestinale
Barriere durch Invasion einer Gruppe spezialisierter, follikel-assoziierter Epithelzellen, den
M-Zellen. Nach der Invasion des intestinalen Epitheliums vermehren sich die Yersinien
extrazelluldr in den Peyer’schen Plaques (lymphoide Follikel) (Cornelis, 1998), und gelangen
von dort aus in die mesenterischen Lymphknoten. Lediglich in seltenen Féllen erreichen sie
die Blutbahn (Bottone, 1997; Fredriksson-Ahomaa et al., 2006). Ausschlaggebend fiir die
Pathogenitit ist eine Vielzahl chromosomal- und plasmidkodierter Virulenzfaktoren. Zu den
chromosomal-kodierten Virulenzfaktoren von Y. enterocolitica gehdren das Inv (Invasin), das
Ail (,,attachment and invasion locus®), das hitzestabile Enterotoxin Yst, das Myf-Antigen und
das Yersiniabactin Siderophorsystem das auf einer HPI (,,high pathogenicity island*) kodiert
ist (Perry et al., 1999). Zusétzliche Virulenzfaktoren sind auf dem 70 kb groBen Yersinia
pY V-Virulenzplasmid kodiert (Portnoy und Martinez, 1985) das bei Y. pseudotuberculosis, Y.
pestis und Y. enterocolitica Biovar 1B, und 2-5 vorkommt. Das pYV-Plasmid kodiert Gene
fiir die Synthese eines Typ III Sekretionssystem (T3SS), der ,,Yersinia outer proteins* (Yops),
und des Yersinia Adhéasins (YadA).

1.3.1 Myf-Antigen

Das Myf-Antigen ist ein Proteinpolymer aus 21 kDa-Untereinheiten, das bei einem pH von 6
und einer Temperatur von 37 °C produziert wird. Der myf Lokus beinhaltet das myf4 (kodiert
fiir die Fimbrienuntereinheit), das myfB (kodiert fiir ein putatives Chaperon) und das myfC
(kodiert fiir ein putatives AuBenmembranprotein) (Holmgren et al., 1992; Iriarte et al.,
1993a). Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen das Myf-Antigen als eine
fibrillen-dhnliche Struktur auf der bakteriellen Oberfliche (Iriarte et al., 1993b). Das Myf-
Antigen ist lediglich bei humanpathogenen Y. enterocolitica Stimmen vertreten, und zeigt
eine Sequenzidentitidt von 44 % zum pH6-Antigen von Y. pestis (Lindler et al., 1990). Eine
Beteiligung des Myf-Antigens an der Pathogenitit von Y. enterocolitica konnt bisher nicht

gezeigt werden.

1.3.2 Yersinia enterocolitica Enterotoxin (Yst)

Das Yst ist ein hitzestabiles Enterotoxin das als 71 Aminoséuren langes Vorlduferprotein

synthetisiert wird, und nach Abspaltung der N-terminalen Signalsequenz aus 30 Aminosduren
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besteht (Takao et al., 1984; Takao et al., 1985). Lediglich pathogene Y. enterocolitica
Stamme synthetisieren Yst (Delor et al., 1990). Unter normalen Kulturbedingungen erfolgt
die Expression von yst nur bei 30 °C, wihrend die Erhhung der Salzkonzentration und des
pH-Wertes die Synthese des Enterotoxins auch bei 37 °C ermdglicht (Mikulskis et al., 1994).
Weiterhin zeigte die Untersuchung von Yst im Tiermodell, dass das Enterotoxin an der
Ausbildung des Yersinia-vermittelten wissrigen Durchfalls bei Kaninchen beteiligt ist (Delor

und Cornelis, 1992).

1.3.3 Typ III Sekretionssystem (T3SS)

Das als Ysc-Injektisom bezeichnete Yersinia T3SS besteht aus einem Basalkorper, der die
Peptidoglykanschicht, sowie die innere und &ulere Membran durchspannt, und einer externen
Nadel (Cornelis, 2002a; Hoiczyk und Blobel, 2001). Insgesamt besteht das Injektisom aus 29
Ysc-Proteinen wobei die 10 Ysc-Proteine YscD-, J, L, N, Q, R, S, T, V und U in jedem
bekannten T3SS und im Flagellenapparat konserviert sind. Der obere Teil des Basalkorpers
enthilt das YscC-Protein, das einen Ring bildet, der in Kontakt mit der duleren Membran
steht und zur Familie der Sekretine gehort. Der untere Teil des Basalkdrpers wird durch die
Sekretionsproteine YscD, YscR, YscS, YscT, YscU und YscV gebildet. YscQ bildet
vermutlich einen multimeren Ring an der Basis des Basalkdrpers und interagiert mit der
ATPase YscN, die die Energie fiir die Sekretion liefert (Jackson und Plano, 2000). Die 60-80
nm Léange Nadel wird durch YscP gebildet und von LerV abgeschlossen (Cornelis, 2002a).
Fir die Translokation der Effektorproteine in die Wirtszelle sind die sogenannten
Translokationsproteine YopB, YopD und LerV notwendig (Cornelis, 2002a; Galan und Wolf-
Watz, 2006). YopB und D haben hydrophobe Eigenschaften und sind an der Porenbildung
beteiligt, wihrend LcrV einen hydrophilen Charakter aufweist und fiir die korrekte
Lokalisierung von YopB und D in der Zielmembran notwendig ist (Cornelis und Wolf-Watz,

1997; Goure et al., 2005).

1.34 »Yersinia outer proteins“ (Yops)

Das pYV-Plasmid kodiert Gene fiir sechs verschiedene Effektorproteine, die als ,,Yersinia
outer proteins“ (Yops) bezeichnet, und kontaktabhingig in die Wirtszelle injiziert werden.
Die Yops modulieren eine Vielzahl intrazellulirer Prozesse wie die Regulation des
Zytoskeletts, der Zytokinproduktion und Kontrolle der Apoptose. Die Expression der Yops
erfolgt bei 37 °C durch den Transkriptionsaktivator VirF. Zusétzlich gehdren die Yop und
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Ysc-Proteine zum ,Jlow calcium response stimulon“ (LCRS), da ihre Transkription in
Anwesenheit von Ca®" reprimiert ist (Straley et al., 1993; Wattiau und Cornelis, 1994). In
allen Yersinia Spezies kommen die fiinf Effektoren YopH, YopM, YopE, YopO (YpkA),
YoplJ (YopP) vor, wihrend YopT in vielen Y. pseudotuberculosis Stimmen fehlt.

YopT ist eine 35 kDa groBe Cystein Protease des Klan CA (,,clan of cysteine proteases®),
deren katalytische Aktivitdit am C-Terminus lokalisiert ist (Shao und Dixon, 2003). YopT
spaltet das C-terminale Cystein von Rho-GTPasen mit einem Isoprenoid-Motiv ab, wodurch
RhoA, Racl und Cdc42 nicht mehr an der Zelloberfliche verankert sind und ihre
Funktionalitit gestort wird (Shao et al., 2003; Shao und Dixon, 2003). YopT wirkt dabei
besonders effektiv auf RhoA was zur Zerstérung von Aktinstressfasern fiihrt, modifiziert aber
auch andere GTPasen wie Racl (Wong und Isberg, 2005; Zumbihl et al., 1999). Durch die
Modifikation von Rho-GTPasen ist YopT an der Inhibierung der Phagozytose durch
Makrophagen und Neutrophile beteiligt (Grosdent ef al., 2002) und induziert zusammen mit
YopE eine reduzierte Porenbildung (Viboud et al., 2006). Das 25 kDa grof3e YopE ist ein
GTPase aktivierendes Protein (GAP), das die Rho-GTPasen RhoA, Racl und Cdc42 von der
aktiven GTP-gebundenen Form in die inaktive GDP-gebundene Form tiberfiihrt (Aili et al.,
2006; Andor et al., 2001). YopE ahmt somit eukaryotischer GAPs nach und fiihrt zur
Deaktivierung der Rho-GTPasen wodurch eine Depolymerisierung der Aktinfasern induziert
wird und die Zellstruktur zerstort wird. Zusétzlich werden pro-inflammatorische Prozesse wie
die IL-8 Produktion unterdriickt (Viboud et al, 2006). YopH ist eine
Phosphotyrosinphosphatase mit einem Molekulargewicht von 50 kD und einer katalytischen
Doméne am C-Terminus. Am N-Terminus von YopH befindet sich sowohl die fiir die
Translokation und Sekretion verantwortliche Doméne, als auch die Substratbindedomaéne fiir
phospharyliertes p130“® (Black e al, 1998; Montagna et al., 2001). Eine Interaktion
bakterieller Adhésine, wie Invasin mit B1 Integrinen fiihrt zu einer Zusammenlagerung der
Integrine und der Induktion einer intrazelluldreren Signalkaskade bei der Substrate wie das
Crk-assoziierte p130“® (Cas), die fokale Adhasionskinase (FAK) und Paxillin phosphoryliert
werden, und zur Ausbildung von fokalen Adhisionskomplexen fithren (Cornelis, 2002c).
Durch die von YopH induzierte Dephosphorylierung dieser Substrate in Neutrophilen,
Makrophagen und Epithelzellen kommt es zur Zerstorung der Aktinstrukturen und somit zur
Inhibierung der bakteriellen Phagozytose (Andersson et al., 1996; Persson et al., 1997).
Neben dem anti-phagozytotischen Effekt ist das Y. enterocolitica YopH durch die
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Blockierung der NADPH-Oxidase an der Unterdriickung des ,,oxidativen burst* in PMNs
beteiligt (Ruckdeschel et al., 1996) wihrend fiir das Y. pseudotuberculosis YopH eine
Beteiligung bei der Fc-Rezeptor-vermittelten Inhibierung des ,oxidativen burst®
nachgewiesen werden konnte (Bliska und Black, 1995). Des Weiteren blockiert YopH die
Aktivierung von B- und T-Lymphozyten und ist bei der Induktion der Apoptose von T-Zellen
beteiligt (Bruckner et al., 2005, Alonso 2004). YopO von Y. enterocolitica (YpkA bei Y.
pestis und Y. pseudotuberculosis) ist ein 80 kDa groBes Protein mit einer Serinprotease-
Aktivitit. Der N-Terminus des Proteins beinhaltet die Sekretions- und Translokationsdoméne
und die Serin/Threonin Kinase-Doméne, gefolgt von der Rho-GTPase-Bindedoméne und
einer Aktinbindedomédne im C-Terminus (Galyov et al, 1993; Juris et al., 2000). Die
Aminosduren 424-615 von YopO beinhalten ein Racl-Bindedomine die eine &hnliche
Struktur zu den GDIs (,,guanidine nucleotide dissociaton inhibitors®) der Rho-GTPasen hat
und den Nukleotidaustausch in Racl und RhoA vermittelt (Prehna er al., 2006). YpkA
interferiert mit der fiir die Phagozytose notigen Signaltransduktionskaskade, die iiber Goaq
kontrolliert wird und verhindert die GTP-Bindung (Navarro et al, 2007). Somit ist
YopO/YpkA an der Modulierung des Aktinzytoskeletts und der Blockierung der Phagozytose
durch Makrophagen beteiligt (Grosdent et al., 2002). YopP von Y. enterocolitica (YopJ in Y.
pestis und Y. pseudotuberculosis) inaktiviert die NF-kB- und MAPK-anhingigen
Signalkaskaden die durch Yersinia iiber TLR2 und TLR4 induziert werden. Zunéchst wurde
vermutet, dass YopP als Cysteinprotease fungiert und die Ubiquitinreste von Komponenten
der Signalkaskade wie TRAF6 (,,TNF-receptor-associated factor 6) abspaltet. Allerdings
konnte gezeigt werden, dass YopP als Acetyltransferase fungiert und mit Hilfe von Acetyl-
CoA die Serin- und Threoninreste acetyliert und somit die Aktivierungsdomédne von Map-
Kinasen (MAPK) blockiert, da diese nicht mehr phosphoryliert werden konnen (Mittal et al.,
2006;Mukherjee et al., 2006). Die durch YopP vermittelte Blockierung der NF-kB- und
MAPK-anhdngigen Signalskaskade induziert die Aktivierung der apoptotischen Kaskade und
fiihrt zur Apoptose in Makrophagen und dendritischen Zellen (Erfurth er al., 2004; Viboud
und Bliska, 2005). YopM besteht aus einer variablen Anzahl (13-20) 19 Aminosiuren langen
Leucin-reichen Wiederholungen (LRR: ,leucin-rich repeats®) und besitzt eine C-terminale
Transportsequenz fiir den Nukleus (Cornelis, 2002b). Die Kristallstruktur zeigt YopM als eine
zylindrische Form, die aus 4 Monomeren aufgebaut ist (Evdokimov et al., 2001). Basierend

auf seiner nuklearen Lokalisierung wurde YopM eine Beteiligung bei der Gentranskription
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zugeschrieben, allerdings konnte dies bisher nicht eindeutig geklart werden (Hoffmann et al.,
2004;Sauvonnet et al., 2002). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass YopM mit den
ribosomalen Proteinkinasen Rrk2 und Rskl interagiert und diese aktiviert, allerdings konnte
bisher nicht gezeigt werden, dass diese Kinasen zelluldre Funktionen reguliert werden
(McDonald et al., 2003). Dennoch ist YopM essentiell fiir die Virulenz im Mausmodell
(Leung et al., 1990).

1.3.5 Adhisine

Die Bindung von Bakterien an die Oberfliche von Wirtszellen ist essentiell fiir die ersten
Schritte der Infektion, und ermoéglicht die Besetzung spezieller Nischen. Diese Bindung
resultiert in der Regel in einer Internalisierung durch Phagozytose oder durch Endozytose
(Finlay und Cossart, 1997). Die fiir die Adhdrenz verantwortlichen Molekiile werden als
Adhisine bezeichnet und koénnen in Fimbrien-Adhésine (Fimbrien und Pili) und nicht-
Fimbrien-Adhésine unterteilt werden. Nicht-Fimbrien-Adhésine beinhalten alle nicht-Pilus-
Adhisine, wie das AfaD und AfaE von E. coli, das filamentose Hdmagglutinin (FHA) von
Bordetella pertussis, die Opa-Proteine (,,opacity proteins*) von Neisserien, sowie Mitglieder
der Oca-Familie wie das Yersinia Adhdsin YadA. Diese Adhidsine ermoglichen die
Kolonisierung  verschiedener ~ Wirtszellen durch Interaktion mit extrazelluldren

Matrixproteinen.

1.3.5.1 Invasin

Das Yersinia Invasin ist ein nicht-fimbrielles AuBenmembranprotein, das durch das
chromosomale inv Gen kodiert wird und N-terminal in der dufleren Membran verankert ist.
Der C-terminale Teil des Proteins bildet die extrazellulire Domédne. Das Invasin von Y.
pseudotuberculosis hat ein Molekulargewicht von 103 kDa und besteht aus fiinf globuldren
Doménen (D1-D5) (Hamburger et al., 1999). Die CTLD (,,C-type-lectin-like domain®)
Domine D5 und die Ig-dhnliche Doméne D4 bilden eine Subdomine, die als Adhésionsmodul
fiir die Interaktion mit Wirtszellen fungiert (Isberg und Barnes, 2000). Die Doméne D2
hingegen vermittelt intermolekulare Interaktionen, wodurch die multimere Form des Invasins
auf der Zelloberfliche priasentiert wird und die Invasivitit erhoht wird. Dem Y. enterocolitica
Invasin (92 kDa) fehlt die D2 Domine (Young et al., 1990), wodurch die geringere
Invasivitit von Y. enterocolitica im Vergleich zu Y. pseudotuberculosis erklart werden kann

(Dersch und Isberg, 2000). Y. pestis hingegen besitzt ein 708 bp langes Insertionselement im
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inv Gen, wodurch die Invasion in Wirtszellen blockiert wird (Simonet et al., 1996). Die
Invasinsynthese ist sowohl temperatur-, als auch pH-Wert-abhidngig. Die Synthese von
Invasin ist bei 37 °C reduziert, wihrend eine maximale Synthese bei neutralem pH-Wert und
23 °C erreicht wird (Pepe et al., 1994). Die Regulation erfolgt dabei iiber den Derepressor
RovA, der die H-NS abhingige Blockierung des inv Promotors aufhebt und so die inv-
Transkription ermoglicht (Ellison und Miller, 2006; Nagel et al., 2001). Die Transkription
von RovA wird zusitzlich durch den negativen Regulator RovM beeinflusst (Heroven und
Dersch, 2006; Revell und Miller, 2000). Invasin ist essentiell fiir die Internalisierung
enteropathogener Yersinien in die M-Zellen des Diinndarms. Die Aufnahme wird dabei durch
Bindung von Invasin an fiinf verschiedene Mitglieder der B1 Integrin Familie (a3p1, a4p1,
a5B1, a6Bl und avPl) ermdglicht (Isberg und Leong, 1990; Leong et al., 1990), welche auf
M-Zellen lokalisiert sind (Clark et al., 1998). Die Interaktion von Invasin mit 1 Integrinen
induziert eine Signalkaskade, bei der Komponenten des Zytoskeletts rekrutiert werden und
zur Ausbildung eines ,,phagocytic cups® fiihren wodurch eine nachfolgende Internalisierung

des Erregers erfolgt (Cossart und Sansonetti, 2004).

1.3.5.2 ,Attachment and invasion locus“ (Ail)

Das Ail Protein ist ein 17 kDa groB3es, chromosomal kodiertes AuBenmembranprotein, das aus
8 membranspannenden amphiphatischen B-Faltblattern besteht und 4 kurze extrazelluldre
Schleifen bildet. Bisher konnte Ail lediglich bei humanpathogenen Yersina Stimmen
nachgewiesen werden (Miller et al., 1989) Das Ail von Y. enterocolitica vermittelt eine von
Invasin unabhingige Invasion von E. coli HB101 in verschiedene Zelllinien. Die durch Ail
vermittelte Invasionsrate scheint jedoch zellspezifisch zu sein, da die bakterielle Aufhahme
durch CHO Zellen stérker ist als durch HEp-2 und Hec1B Zellen (Miller und Falkow, 1988).
Die genaue Beteiligung von Ail bei der Pathogenitit konnte bisher nicht geklart werden, da
auch Ail-Mutanten im Mausmodell nicht attenuiert waren (Wachtel und Miller, 1995).
Weiterhin vermittelt Ail einen serumresistenten Phanotyp (Bliska und Falkow, 1992). Die
Serumresistenz wird durch die Interaktion von Ail mit der a-Kette des C4b-bindenden
Proteins (C4BP) vermittelt, wodurch die komplementvermittelte bakterielle Lyse reduziert

wird (Biedzka-Sarek et al., 2008; Kirjavainen et al., 2008).
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1.3.5.3  Yersinia Adhisin A (YadA)

Das zunidchst als P1 oder Yopl bezeichnete Yersinia Adhdsin YadA, wurde zunichst als
plasmidkodierter Virulenzfaktor beschrieben, der eine Autoagglutination in Y. enterocolitica
und Y. pseudotuberculosis induzierte (Bolin et al., 1982;Skurnik et al., 1984) und mit der
Serumresistenz in Y. pseudotuberculosis assoziiert wurde (Balligand et al., 1985). Das yadA
Gen ist auf dem 70 kb groBen Yersinia pYV-Plasmid lokalisiert, und in den meisten Y.
enterocolitica und Y. pseudotuberculosis Stimmen vorhanden. (Rosqvist et al., 1988; Skurnik
and Wolf-Watz, 1989). In Y. pestis wird YadA aufgrund einer Mutation im yadA Gen, die zu
einer Verschiebung des Leserahmens fiihrt, nicht synthetisiert (Rosqvist et al., 1988; Skurnik
und Wolf-Watz, 1989). 270 bp vor dem yadA Startkodon befindet sich ein ¢’’-Typ Promotor,
wihrend der yadA Terminator rho-unabhingig ist (Skurnik und Wolf-Watz, 1989). Die yadA
Expression erfolgt bei 37 °C durch den Transkriptionsaktivator VirF (LcrF), und ist im
Gegensatz zur Expression der Yops unabhingig von der Ca** Konzentration (Bolin et al.,
1982; Skurnik et al., 1994; Skurnik und Toivanen, 1992). Bereits zwei Minuten nach
Erhohung der Temperatur von 30 °C auf 37 °C, kann die Synthese von YadA in der &duleren
Membran nachgewiesen werden (Bollin ef al., 1982). Zusitzlich ist fiir die verstdrkte

Synthese von YadA eine Anzucht in Mangelmedium von Vorteil (Kapperud et al., 1985).

1.3.5.3.1 Struktur des YadA

Sequenzvergleiche des YadA verschiedener Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis
Stimme zeigten, dass YadA ein Polypeptid aus 422-455 Aminosduren mit einem
Molekulargewicht von 41-44 kDa ist (Skurnik und Wolf-Watz, 1989). Das YadA Protein
bildet in SDS-Gelen hitzestabile Aggregate mit einem Molekulargewicht von 160-240 kDa,
die eine Oligomerisierung von 3 Monomeren darstellen (El Tahir und Skurnik, 2001;
Gripenberg-Lerche et al., 1995; Tamm et al., 1993). Die besondere Stabilitidt von nativem
YadA wurde zusétzlich fiir Yersinia gezeigt werden, die selbst nach 20 miniitiger Inkubation
bei 80 °C, oder nach einer Proteasebehandlung noch an Kollagen Typ I banden (Emody et al.,
1989). Auch die Behandlung der Bakterien mit Harnstoff, oder die Verdnderung des pHs auf
Werte zwischen 5 und 10, zeigte keinen Effekt auf die Kollagenbindung (Skurnik et al.,
1984). Frithere elektronenmikroskopische Untersuchungen lieBen vermuten, dass das YadA

50-70 nm lange fibrilldre Strukturen ausbildet (Kapperud et al., 1985), aber erst spéter konnte
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gezeigt werden, dass YadA als 23 nm lange Lollipop-&dhnliche Oberflichenstrukturen auf der
bakteriellen AuBenmembran lokalisiert ist (Hoiczyk et al., 2000) (Abb. 1).

Abb.1  Elektronenmikroskopischer Nachweis von YadA auf der Zelloberfliche von Y. enterocolitica
0:8 nach Hoizcyk et al. 2000. A: Ultrastrukturanalyse der negativ markierten Zellhiille von WA-314.
Das YadA kann als ,,lollipop“-dhnliche Strukturen auf der bakteriellen Zelloberfldche nachgewiesen
werden (Pfeil). B: YadA bedeckt die Zelloberfliche des Stamm WA-314. GroBenbalken = 100 nm.

Weitere Anaylsen C- und N-terminal verkiirzter YadA-Mutanten fiihrte zur Identifizierung
verschiedener YadA-Dominen, die mit diversen Funktionen des Proteins korrelieren
(Roggenkamp et al., 1995; Roggenkamp et al., 1996; Tamm et al., 1993). Basierend auf den
funktionalen und strukturellen Eigenschaften des YadA, wurde das homotrimere YadA
Protein in drei Doménen unterteilt: eine N-terminalen Kopfdoméne, eine je nach Serotyp
variable Stieldoméne und ein C-terminaler Membrananker (Hoiczyk et al., 2000;
Roggenkamp et al., 2003) (Abb. 2). Die YadA-Kopfdoméne umfasst die Aminosduren 29-194
und besteht aus neun linkshdndigen parallelen B-Faltbldttern pro Monomer. Innerhalb der
Kopfdomine befindet sich achtmal ein NSVAIGXXS-Motiv das fiir die Kollagenbindung
essentiell ist (Nummelin et al., 2004; Tahir et al., 2000). Die Verbindung der YadA-
Kopfdoméne mit der Stieldoméne erfolgt durch die YadA-Halsdoméne, den sog. Konnektor,
und ist aus drei haarnadeldhnlichen Strukturen aufgebaut (Nummelin ef al., 2004). Der YadA-
Stiel ist aus rechtshdndigen ,,coiled-coils* aufgebaut, die sich aus einer vom Serotyp
abhiangigen variablen Anzahl (6-9) an ,15mer repeats zusammensetzen. Der
hochkonservierte C-terminale Membrananker besteht aus 4 amphipathischen transmembranen
B-Strdngen pro Monomer, die eine 12-strdngige Pore in der &uBleren Membran bilden,
wodurch das YadA in der duBBeren Membran verankert wird (Nummelin et al., 2004;Hoiczyk

et al., 2000;Koretke et al., 2006). Dabei ist vor allem der hydrophobe Charakter des C-

10
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Terminus typisch fiir die Membranankerdoméne bakterieller AuBenmembranproteine (Tamm
et al., 1993). Mit Hilfe spektroskopischer Untersuchungen konnten im C-terminalen
Membrananker nicht nur B-Faltblattstrukturen, sondern auch ein o-helikaler Abschnitt
identifiziert werden, der eine ,,coiled-coil*“-Struktur bildet und somit die Transmembranpore
verschliefen kann, wodurch die extreme Hitzestabilitit und Proteaseresistenz von YadA
erklart werden kann (Wollmann et al., 2006). Diese als Linker bezeichnete Region bildet ein

rechtshdndigen ,,coiled-coil®.

YadA Oligomer YadA Monomer
N

Signalsequenz

N

Kopfdoméane

Halsdoméane

Stieldoméane

Linkerregion

Membranankerdomane —

Abb.2  Struktur des Yersinia Adhisin YadA. Links: Modell des YadA Oligomers erstellt mit dem
DeepView PDB Programm. Struktur des Membranankers nach Koretke ef al., 2004, und Struktur der
Kopfdomine nach Nummelin et al., 2004. Rechts: lineare Darstellung des YadA Monomers von Y.
enterocolitica  WA-314. Die N-terminale Signalsequenz, die Kopfdoméne, die Halsdoméne
(Konnektor), die Sticldomidne (aus sieben ,,15mer repeats”), die Linkerregion (aus zwei ,,7mer
repeats®), sowie der C-terminale Membrananker sind dargestellt.
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1.3.5.3.2 Funktionen des YadA

Bei YadA handelt es sich um ein multifunktionales Protein, dessen unterschiedliche
Funktionen durch bestimmte YadA-Dominen vermittelt werden. Studien verschiedener
YadA-Deletionsmutanten zeigten, dass die YadA-Kopfdomaéne fiir die Bindung an Kollagen
verantwortlich ist, da eine YadAv.os.as3-104 Mutante keine Kollagenbindung mehr aufwies
(Tamm et al., 1993), und der Austausch der Histidine im HSSH-Motiv des YadA (AS 159-
162) gegen Tyrosine die Bindung des YadA von Y. enterocolitica O:8 an Kollagen deutlich
reduzierte (Roggenkamp et al, 1995). Zusitzlich konnte die fiir die Kollagenbindung
notwendige Interaktionsdomine auf die YadA Aminosduren 26-241 festgelegt werden, wobei
vor allem die hydrophoben NSVAIGXXS-Motive der YadA-Kopfdoméne an der Bindung
von Kollagen Typ I und IV beteiligt sind (Tahir et al, 2000), aber auch die YadA-
Halsdoméne (AS 190-221) essentiell fiir die Interaktion mit Kollagen ist (Roggenkamp et al.,
2003). Die Identifizierung der fiir die Interaktion notwendigen Strukturen im Kollagen
werden kontrovers diskutiert, da frither eine konservierte Region in der al-Kette des Kollagen
fiir die Bindung von YadA identifiziert wurde (Schulze-Koops et al., 1992;Schulze-Koops et
al., 1995), eine neuere Studie aber vermuten ldsst, dass die dreifach-helikale Struktur des
Kollagens fiir die YadA-Bindung ausreichend ist (Leo et al., 2008) (Abb. 3). Neben Kollagen,
interagiert YadA mit weiteren EZM-Proteinen, wie Laminin und Fibronektin, wobei die
Bindung an Fibronektin im Vergleich zur Bindung an Kollagen und Laminin schwécher ist
(Heise und Dersch, 2006; Roggenkamp et al., 2003). Neben der Fahigkeit EZM-Proteine zu
binden, vermittelt die YadA-Kopfdoméne die bakterielle Autoagglutination/Aggregation
(Balligand et al.,1985; Hoiczyk et al., 2000; Skurnik et al., 1994) (Abb. 3). Der exakte
Bereich in YadA, der die Autoaggregation vermittelt, konnte zwar bisher nicht identifiziert
werden, allerdings scheint eine hydrophobe Doméne innerhalb der YadA-Kopfdoméne
beteiligt zu sein (Skurnik et al., 1984; Tamm et al., 1993). Weiterhin ist die YadA-
Kopfdomidne an der Bindung verschiedener Epithelzellen wie HeLa und HEp-2 Zellen
beteiligt und vermittelt so die Anheftung der Yersinien an die Wirtszellen (Bukholm et al.,
1990; Heesemann und Gaede, 1989; Roggenkamp et al., 1995; Roggenkamp et al., 1996).
Das YadA von Y. pseudotuberculosis induziert eine Internalisierung in HEp-2 Zellen durch
Interaktion mit B1 Integrinen iiber Fibronektin (Briickenmechanismus) (Bliska et al., 1993;
Eitel und Dersch, 2002; Heise und Dersch, 2006). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass fiir

die Interaktion von YadA mit humanen Neutrophilen die N-terminalen Aminosduren 29-81
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notwendig sind (Roggenkamp et al., 1996). Dieser Kontakt ermoglicht die Injektion der
Effektorproteine in die Zellen, wodurch der ,,oxidative burst* der neutrophilen Granylozyten
unterdriickt wird (Ruckdeschel et al., 1996).

Eine weitere wichtige YadA-vermittelte Virulenzeigenschaft ist die Resistenz gegen die
komplementvermittelte bakterielle Lyse. Es konnte gezeigt werden, dass ein Uberleben von
Yersinien in humanem Serum sowohl unabhingig von der YadA-Kopf- und Halsregion, als
auch von den ersten vier ,,15mer repeats” der YadA-Stieldoméne ist, da Deletionen in diesen
Bereichen die Serumresistenz von Yersinien nicht beeintrichtigten (Roggenkamp et al.,
2003). Durch den Austausch der YadA-Membranankerdomidne durch Membrananker
homologer Oca-Proteine wie das E. coli EibA, Haemophilus influenzae Hia, oder Moraxella
catarrhalis UspAl konnte gezeigt werden, dass vor allem die YadA-Membranankerdoméne
fiir das Uberleben in humanem Serum essentiell ist (Ackermann et al., 2008). C4BP (C4b-
bindendes Protein) und Faktor H sind Regulatoren des Komplementsystems welche die
Aktivierung des klassischen oder alternativen Weges regulieren. Beide Regulatoren wirken
als Cofaktoren, wobei Faktor H an der Faktor I-abhéngigen Spaltung von C3b in die inaktive
Form iC3b beteiligt ist (Sim et al., 1981; Whaley und Ruddy, 1976), wihrend C4BP an der
Faktor [-abhingigen Spaltung von C4b in C4a und C4c beteiligt ist. Zusétzlich induzieren
Faktor H und C4BP den Abbau der C3 Konvertase des alternativen und klassischen
Komplementweges (Gigli et al., 1979). Fiir das Y. enterocolitica O:3 YadA konnte gezeigt
werden, dass es zusammen mit dem Ail Protein an der Bindung von C4BP beteiligt ist und die
komplementvermittelte Lyse verhindert (Biedzka-Sarek et al, 2008). Zusétzlich wurden
verschiedenen Motive im YadA-Stielbereich fiir die Bindung von Faktor H identifiziert,
wobei die Bindung von Faktor H alleine, fiir Komplementresistenz nicht ausreicht (Biedzka-
Sarek et al., 2008).

Der C-terminale YadA-Membrananker ist an der Insertion von YadA in die dullere Membran
verantwortlich (Tamm et al., 1993), wobei die Stabilitdt und Exportrate des YadA von einem
Glycin (AS 389) im Membrananker beeinflusst wird (Grosskinsky et al., 2007). Weiterhin
zeigte der Austausch der YadA-Membranankerdomédne durch Membrananker homologer Oca-
Proteine wie UspAl, Hia und EibA, eine korrekte Translokation des YadA auf die
Zelloberflache, so dass angenommen werden kann, dass sich die Membrananker YadA-
homologer Proteine gegenseitig ersetzen konnen (Ackermann ef al., 2008). Die Rolle des Y.

enterocolitica YadA als Virulenzfaktor konnte im Mausinfektionsmodell aufgezeigt werden,
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da yadA Mutanten mit fehlender Kollagenbindeeigenschaften, oder Neutophilbindefunktion
vollstidndig attenuiert sind (Roggenkamp et al., 1996; Tamm et al., 1993). AuBlerdem wird
vermutet, dass YadA an der Persistenz von Yersinien in den Peyer’schen Plaques beteiligt ist

(Bliska et al., 1993).

Abb.3  YadA-vermittelte Autoaggregation und Kollagenbindung. A: Elektronenmikroskopischer
Nachweis der Autoaggregation in Y. enterocolitica O:8. GroBlenbalken = 100 nm (Hoiczyk et al.,
2000). B: Modell der Interaktion von YadA (Serotyp O:3) mit der dreifach-helikalen Kollagen Typ I-
Faser nach Nummelin ef al., 2004.

1.3.6 Autotransporter

Die Proteinsekretion Gram-negativer Bakterien erweist sich durch das Vorhandensein der
duBeren Membran im Vergleich zu Gram-positiven Bakterien als besonders komplex, und
fiihrte zur Entwicklung verschiedener Proteinsekretionsmechanismen. Die Sekretionswege
Gram-negativer Bakterien werden in die Sekretionssysteme Typ I-VII unterteilt (Dautin und
Bernstein, 2007; Pukatzki et al., 2006) wobei das Typ VII System erst 2007 in Mykobakterien
entdeckt wurde (Abdallah et al, 2007). Des Weiteren kann der Proteintransport in Sec-
abhéngige (Typ II, Chaperon Usher CU, Typ V) und Sec-unabhéngige Transportsysteme (Typ
I, 111, IV) unterteilt werden. Proteine die Sec-abhéngig transportiert werden, besitzen eine N-
terminale Signalsequenz, die eine Translokation der Proteine iiber den Sec-Apparat ins
Periplasma ermdoglicht, und abgespalten wird. Die Sekretion der periplasmatisch lokalisierten
Proteine durch die duBere Membran erfolgt anschlieBend entweder iiber den Chaperon Usher
Weg, das Typ II Sekretionssystem oder durch das Typ V Sekretionssystem, dem sogenannten
Autotransporter System. Das Typ V Sekretionssystem beinhaltet die konventionellen

Autotransporter, das Zwei-Partner-Sekretionssystem (,,two partner system“-TPS) und die
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trimeren Autotransporter, und ist im Gegensatz zu den Systemen I, II, III, IV, VI und VII
relativ einfach, da alle fiir die Translokation des Proteins notwendigen Informationen im
Protein selbst enthalten sind (Henderson et al., 2004). Autotransporter bestehen aus einer N-
terminalen Signalsequenz, die eine Sec-abhédngige Translokation durch die innere Membran
ermOglicht und anschlieBend abgespalten wird, einer sog. Passengerdomine die das reife
Protein darstellt, und einem C-terminalen Translokator, der eine Pore aus B-Faltblittern (,,3-
barrel”) in der Membran bildet (Henderson et al., 1998). Der genaue Mechanismus der
Translokation der Passengerdoméne durch die duBlere Membran ist bisher unklar, allerdings
wurden drei verschiedene Modelle vorgeschlagen. Beim ,,Hairpin-Modell* wird
angenommen, dass der C-Terminus der Passengerdoméne zunéchst eine Schleife in der Pore
bildet, und das Protein C-terminal durch die Pore gezogen wird (Oomen et al., 2004). Das
Omp85 Modell nimmt an, dass die Passengerdoméne bereits teilweise im Periplasma gefaltet
wird, und die Translokation des Passengers sowie die die Integration der B-Doméne durch das
AuBlenmembranprotein Omp85/YaeT stattfindet (Voulhoux ef al., 2003; Voulhoux und
Tommassen, 2004). Das multimere Modell geht davon aus, dass die Passengerdoméne
teilweise im Periplasma gefaltet wird, und schlieBlich durch einen Kanal, aus einem
multimeren Komplex von ,,3-barrel*“~-Poren transloziert wird (Veiga et al., 2002).

Bei klassischen Autotransportern erfolgt nach der Translokation eine proteolytische oder
autokatalytische Abspaltung der Passengerdoméne, und diese wird entweder ins extrazellulédre
Milieu abgegeben wie es bei der IgA Protease von N. gonorrhoeae der Fall ist, oder bleibt wie
beim E. coli AIDA-I Protein nicht-kovalent am ,,3-barrel*“ gebunden (Pohlner ef al., 1987). Im
Gegensatz zu konventionellen Autotransportern, die als ein einziges Polypeptid transloziert
werden, werden im Zwei-Partner-Sekretionssystem die Passengerdoméne (TpsA =Exotoxin)
und die Translokatordomine (TpsB) als zwei getrennte Proteine transloziert, wobei das
ungefaltete TpsA aufgrund eines Sekretionssignals in die Pore eingefiddelt werden kann
(Jacob-Dubuisson et al., 2004). Eine weitere Subfamilie der Autotransporter stellen die
sogenannten Oca-Proteine (,,oligomeric coiled-coil adhesins®) dar, die auch als trimere
Autotransporter-Adhésine (TAA) bezeichnet werden (Cotter et al, 2005; Hoiczyk et al.,
2000; Roggenkamp et al., 2003). Der Prototyp dieser Familie nicht-Fimbrien-Adhésine ist das
Yersinia Adhdsin YadA (Hoiczyk et al, 2000). Sequenzvergleiche zeigen eine Vielzahl
YadA-homologer Proteine innerhalb der a-Proteobakterien (Sinorhizobium meliloti), f-

Proteobakterien (Neisseria meningitidis NadA) und y-Proteobakterien (Escherichia coli Eib,
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Haemophilus influenzae Hia, Moraxella catarrhalis UspAl, UspA2) (Hoiczyk et al., 2000)
sowie einige Vertreter innerhalb der 6-, e- Proteobakterien und Cyanobakterien (Szczesny und
Lupas, 2008). Charakteristisch fiir Oca-Proteine ist ihre trimere Struktur bestehend aus einer
variablen N-terminalen Kopfdoméine, einem Stiel der aus ,,coiled-coils* aufgebaut ist, und
einer C-terminalen Membranankerdomine. Der C-terminale Membrananker ist innerhalb
verschiedener Oca-Proteine stark konserviert, wihrend die Kopf- und Stieldomédnen meist
eine unterschiedliche Anzahl repetitiver Elemente aufweisen (Hoiczyk ef al., 2000; Szczesny
und Lupas, 2008). Die Autotransportersekretion konventioneller und trimerer Autotransporter
erfolgt zwar zunédchst bei beiden Systemen iiber den Sec-Apparat, allerdings bilden
konventionelle Autotransporter eine Pore in der duleren Membran, die meist aus einer Einheit
aus 12 B-Faltblittern aufgebaut ist (z.B. NalP von Neisseria meningitidis, Oomen et al.,
2004), wahrend das ,B-barrel“ von trimeren Autotransportern durch drei identische
Monomere mit je vier B-Faltbléattern gebildet wird (Cotter et al., 2005; Dautin und Bernstein,
2007). Dabei sind die C-terminalen Bereiche des Membranankers (~ 70 AS) fiir die
Ausbildung eines effizienten Translokators essentiell (Roggenkamp et al., 2003;Surana et al.,
2004). Zusétzlich besitzen viele konventionelle Autotransporter wie das BrkA von Bordetella
pertussis eine intramolekulare Chaperondomine, die fiir die extrazelluldre Abspaltung der
Passengerdoméne verantwortlich ist, die bei trimeren Autotransportern jedoch fehlt (Surana et
al., 2004), da die Passengerdoméne trimerer Autotransporter nach der Translokation durch die

duBere Membran an der Translokatordomine kovalent gebunden bleibt (Cotter et al., 2005).

1.4 Die Gattung Neisseria

Bakterien der Gattung Neisseria gehoren zur Familie der Neisseriaceae (p-Proteobakterien)
und wurden nach dem Mediziner Albert Neisser benannt, der N. gonorrhoeae 1897 erstmals
entdeckte. Neisserien sind Gram-negative, unbewegliche, sporenlose Diplokokken mit einer
Grofle von 0,6-1,5 pum. Sie bilden runde, opaque, meist schleimige Kolonien und wachsen bei
37 °C und 3-10 % CO,. Die Gattung Neisseria beinhaltet 12 Arten mit kommensalen
Vertretern, wie Neisseria cinerea, Neisseria mucos, Neisseria lactamica und Neisseria sicca,
sowie zwei humanpathogene Vertreter, Neisseria meningitidis (Meningokokken) und
Neisseria gonorrhoeae (Gonokokken). Sowohl Meningokokken als auch Gonokokken sind
humanpathogene Erreger die den Nasenrachenraum, oder den Urogenitaltrakt besiedeln, und

unterschiedliche Krankheitsbilder induzieren. Meningokokken werden basierend auf der

16



Einleitung

Zusammensetzung ihrer Polysacchararidkapsel in 13 verschiedene Serogruppen unterteilt (A,
B, C, 29E, H, I, K, L, M, WI135, X, Y und Z). Invasive Menigokokken-Stimme werden
zusitzlich  durch die  Multilokus-Enzymelektrophorese-Technik  in  verschiedene
elektrophoretische Typen (ET37, ETS, Cluster A4, Linie 3, und Untergruppe I, III, und IV-1)
unterteilt (Caugant et al., 1986). Eine weitere Klassifizierung von Meningokokken erfolgt
durch das sogenannte ,multilocus sequence typing“, wodurch Meningokokken in 49

Sequenztypen (ST) unterteilt werden (Maiden et al., 1998).

1.5 Verbreitung und Klinik humanpathogener Neisseria

N. gonorrhoeae wird durch sexuellen Kontakt iibertragen, und gilt allgemein als obligat
pathogen. Primir infizieren Gonokokken den Urogenitaltrakt wo es zur Ausbildung der
Gonorrhd, einer eitrigen infektiosen Urethritis kommt. Bei Frauen konnen Gonokokken auch
asymptomatisch im Urogenitaltrakt persistieren. In seltenen Féllen gelangen die Gonokokken
in tiefere Gewebe oder in die Blutbahn und konnen eine schwere Sepsis induzieren.
Gonokokken infizieren in der Regel die Schleimhdute des Harnleiters oder der Gebarmutter,
konnen aber auch das Rektum und die Bindehaut besiedeln (Handsfield und Schwebke, 1990;
Merz und So, 2000).

Meningokokken besiedeln asymptomatisch die Schleimhdute der oberen Atemwege beim
Menschen mit einer Héufigkeit von 3-30 %. Immunkompetente Menschen sind
wahrscheinlich aufgrund einer erworbenen Immunitdt resistent gegen eine Infektion mit
kolonisierenden Meningokokken. Im Gegensatz dazu kann N. meningitidis vor allem bei
Abwehrschwachen (meist Patienten mit Defekten im Komplementsystem) und Kleinkindern
zu schweren Septikimien und Gehirnhautinfektionen (Meningitis) fithren. Invasive
Meningokokkenerkrankungen treten vor allem bei Kindern unter 5 Jahren auf. Die hdufigsten
durch Meningokokken verursachten Krankheitsbilder sind die Meningitis (Entziindung der
harten und weichen Hirnhdute oder Riickenmarkshéute) und die schwere Sepsis, die hdufig
zum Tode fithrt (20-30 %). Weitere Manifestationen sind die septische Arthritis, die
Pneumonie, Otitis oder Sinusitis. Lediglich in seltenen Féllen kommt es zur Ausbildung einer
chronischen Sepsis mit Fieber und starken Kopfschmerzen. Die am hdufigsten mit
Krankheiten assoziierten N. meningitidis Stimme gehoren zu den Serogruppen A, B, C, W135
und Y (Tzeng und Stephens, 2000). N. meningitidis ist weltweit der Hauptverursacher der

bakteriellen Meningitis und ist immer wieder fiir endemische und epidemische Ausbriiche
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verantwortlich (Merz und So, 2000). Die Serogruppen B und C werden héufig mit
Erkrankungen in Europa und Amerika assoziiert, und fiihrten zu verschiedenen Ausbriichen in
Spanien (1995-75) und den USA (1992-93), wihrend in Afrika vermehrt die Serogruppen A
und C auftreten (Bernardini et al., 2007; Tzeng und Stephens, 2000). Fiir Deutschland
meldete das Robert-Koch Institut fir das Jahr 2008 insgesamt 452 invasive
Meningokokkeninfektionen, die durch B- und C-Menigokkoken verursacht wurden und eine
Letalitdtsrate von 9,7 % aufwiesen (Robert Koch Institut, 2009). Eine wirksame Impfung
basierend auf Kapselpolysacchariden ist bisher nur fiir die Stimme der Serogruppen A, C,
W135 und Y vorhanden. Da die Polysaccharidkapsel von B-Meningokokken mit seinem
Zuckerbaustein N-Acetylneuraminsiure Ahnlichkeiten zu den Zuckerresten von humanen
Glykoproteinen hat, konnen keine auf der Kapsel-basierende Impfstoffe eingesetzt werden
(Finne et al., 1983). Fir B-Meningokokken wurde daher ein 5 Komponenten Impfstoff
(5CVMB) entwickelt, der Ratten vor einer Infektion mit B-Meningokokken schiitzt, und aus 5

verschiedenen Antigenen besteht (Giuliani et al., 2006).

1.6 Pathogenese und Virulenz von N. meningitidis

Meningokokken gelangen iiber Aerosole, oder Sekret in Kontakt mit den Schleimhéuten der
oberen Atemwege. Hier erfolgt zundchst die Besiedelung der oberen Schleimhaut. Unter
bisher nicht klar definierten Bedingungen konnen die Meningokokken das Epithelium des
Nasopharynx mittels Transzytose iiber Epithelzellen (Stephens ef al., 1983), oder mittels
Phagozyten durchqueren und in die Submukosa gelangen. Von dort aus kann N. meningitidis
in die Blutbahn {ibertreten und eine Bakteremie mit anschlieBender Sepsis induzieren, sowie
die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden (Virji, 2009). Wie N. meningitidis die Blut-Hirn-
Schranke iiberwindet, ist bisher nicht genau geklért. Allerdings konnte gezeigt werden, dass
Meningokokken, die an die apikale Oberfliche von HUVEC Endothelzellen binden, die
Integritit der ,,adherence junctions™ (AJ) und ,.tight junctions* (TJ) durch Ausbildung von
,junction-dhnlichen Dominen an apikaler Stelle der Zelle destabilisieren, und so ein

Durchbrechen der Endothelzellbarriere bewirken (Coureuil ef al., 2009).

1.6.1 Allgemeine Virulenzfaktoren

Das Genom von N. meningitidis ist mit seinen ca. 2200 kb relativ klein, kodiert aber fiir
verschiedene Pathogenititsfaktoren, die die Kolonisierung von Wirtszellen und Blockierung

der Immunantwort ermoglichen (Abb. 4).

18



Einleitung

Typ IV Pilus

~

NhhA

\
o <.
' e —— NadA
Porine o5

L -2

o ~e
Q'l >
oy o N

/J P 4Y &'73 — 108

Opa

Abb.4  Schematische Darstellung der wichtigsten Virulenzfaktoren von N. meningitidis nach Corbett et
al., 2004 modifiziert.

Die Neisseria Typ 1V Pili vermitteln wahrscheinlich den ersten Kontakt der Bakterien mit der
Wirtszelle und sind an der genetischen Kompetenz und ,,twitching motility* beteiligt (Wall
und Kaiser, 1999). Die Pilusfibrille besteht aus mehreren PilE-Einheiten (Hauptpilin) und
verschiedenen pilus-assoziierten Proteinen, wobei das eigentliche Adhésin, die 110 kDa PilC-
Untereinheit an der Spitze der Fibrille lokalisiert ist und den Kontakt zur Wirtszelle herstellt
(Nassif et al, 1994). Der Pilusrezeptor pathogener Neisserien ist das
Membrankofaktorprotein CD46 (Kallstrom et al., 1997). Der pilE-Lokus beinhaltet variable
Regionen, die durch homologe Rekombination mit dem inaktiven pilS-Lokus eine
Verianderung der Pilistruktur ermoglichen (antigene Variation) (Gibbs et al., 1989; Stephens
et al., 1985). Des Weiteren werden Pilistrukturen von Neisseria postranslational modifiziert
(z.B. glykosyliert), wodurch die Agglutination der Bakterien beeinflusst wird (Virji et al.,
1993).

In einem zweiten Schritt der Adhésion bindet N. meningitidis iiber die Opa-Proteine und Opc
an spezifische Rezeptoren der Wirtszelle, wodurch eine Transzytose durch die subepithelialen

Zellschichten induziert wird. Opa (,,opacity associated‘‘)-Proteine sind
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Aullenmembranproteine, die aus einem ,[-barrel” aus 8 Transmembrandominen und 4
extrazelluldren Schleifen (,,loops®) aufgebaut sind. Diese vier Schleifen haben zwei variable
und eine semi-variable Region, die vermutlich fiir die Ausbildung verschiedener Opa-
Varianten verantwortlich sind. Die Opa-Proteine von N. meningitidis und N. gonorrhoeae
ermoglichen die Interaktion mit verschiedenen Zelltypen und geben den Kolonien ein
opaques Erscheinungsbild. Opaps-Proteine induzieren die Bindung und Invasion in
verschiedene Epithelzellen mittels Heparansulfatproteoglykanen wodurch eine intrazellulédre
Signalkaskade induziert wird, die zur Phagozytose und Verdnderung des Zytoskeletts fiihrt
(Dehio et al., 1998a; Hauck und Meyer, 2003). Opacga-Proteine hingegen interagieren mit
Wirtszellrezeptoren der CEACAM-Familie (“carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecules”) (Virji et al., 1996a; Virji et al., 1996b), vor allem mit CEACAMI, das sowohl
auf Endothel- als auch auf Epithelzellen vorkommt. CEACAMs sind Adhésionsmolekiile
einer Gruppe Immunglobulin-dhnlicher Glykoproteine, die von verschiedenen Erregern als
Wirtszellrezeptoren verwendet werden konnen. Die Opa-CEACAM Interaktion fiihrt zur
zelluldren Invasion und Transzytose der Neisserien (Muenzner ef al., 2000; Virji et al., 1999).
Das Opc von N. meningitidis ist ein Aulenmembranprotein aus zehn Transmembrandoménen
und 5 extrazelluldren Schleifen, das wie die Opa-Proteine an der Invasion von Wirtszellen
beteiligt ist (Merker et al., 1997). Opc bindet Heparansulfatproteoglykan und extrazellulére
Matrixproteine wie Fibronektin und Vitronektin, wodurch eine Interaktion mit Integrinen
(a5PB1, avB3) vermittelt werden kann (Unkmeir et al., 2002b; Virji et al., 1999). Dadurch wird
eine verstirkte Invasion in ,human brain mircovascular cells“ (HBMC) induziert, was
vermuten lisst, dass Opc an der Uberwindung der Bluthirnschranke beteiligt ist (Unkmeir et
al., 2002b). Eine neuere Studie konnte zusdtzlich zeigen, dass Opc mit a-Actinin interagiert
(Cunha et al., 2009). Die Interaktion der Meningokokken mit dem Endothel kann zur
Aufnahme der Bakterien in die Blutbahn fiihren und eine Verbreitung der Infektion
begiinstigen.

Fir das Uberleben in humanem Serum sind weitere Virulenzfaktoren wie die
Polysaccharidkapsel und die Lipooligosaccharide essentiell. Im Gegensatz zu N. gonorrhoeae
besitzen Meningokokken eine Polysaccharidkapsel, die antiphagozytische und protektive
Eigenschaften vermittelt, und so das Uberleben der Bakterien in der Blutbahn, im Liqour und
Vakuolen ermdglicht. Basierend auf der chemischen Struktur der Polysaccharidkapsel werden

Meningokokken in 13 Serogruppen unterteilt. Die Kapsel der Serogruppen B, C, W135 und Y
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besteht im Gegensatz zu A-Meningokokken (N-Acetylmannosaminphosphat) aus N-
Acetylneuraminsdure (Sialinsdure). Bei den Serogruppen B und C ist das Sialinsdure-
Homopolymer unterschiedlich verkniipft (B: a-2-8; C: a-2-9), wihrend die Sialinsdure der W-
und Y-Meningokokken mit Galaktose und Glukose verkniipft ist (Bhattacharjee und Jennings,
1976; DeVoe, 1982). Die Sialinsduresynthese wird durch die Gene siad, siaB, und siaC
kodiert und benétigt die Polysialyltransferase siaD, die bei den verschiedenen Serogruppen
variiert, wodurch die Unterschiede in der Kapselzusammensetzung erkldrt werden konnen
(Swartley et al., 1996). Die Regulation der Kapselexpression erfolgt mittels Phasenvariation
iiber sogenanntes ,,slipped-strand mispairing”, oder durch die Insertion von mobilen
genetischen Elementen (Hammerschmidt ez al., 1996b; Hammerschmidt et al., 1996a). Ein
weiterer Virulenzfaktor von Neisserien sind die Lipooligosaccharide (LOS, Endotoxin). Das
LOS besteht aus einer konservierten inneren Kernregion aus Ketose und 3-deoxy-D-manno-
octo-2-ulosonsdure (Kdo), die an einen Lipid-A Teil gebunden ist, der in der &uBleren
Membran eingebettet ist. Im Vergleich zu Lipopolysacchariden (LPS) anderer Gram-
negativer Bakterien besitzen LOS keine O-spezifische Seitenkette (O-Antigen), sondern zwei
kurze Kohlenhydratketten (o- und p-Kette). Einige LOS-Varianten werden zusétzlich
sialysiert, wodurch die Resistenz gegen die komplementvermittelte Lyse und Phagozytose
induziert wird (Vogel und Frosch, 1999). Sialysiertes LOS hat einen anti-adhésiven Effekt, da
Adhidsine wie Opc und Opa durch die Expression von LOS maskiert werden. Daher sind
unbekapselte Meningokokken mit unsialysiertem LOS besonders zellinvasiv (van Putten et
al., 1995). Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass LOS zusammen mit Pilusstrukturen eine
Aufnahme der Bakterien durch nicht-hdmatopoetische Zellen induziert (Lambotin et al.,
2005).

Meningokokken exprimieren zwei Hauptporine, PorA und PorB, die auf der &dufleren
Membran lokalisiert sind und Transportporen fiir Salze und Néhrstoffe bilden, und essentiell
fiir das Uberleben der Bakterien sind (Barlow et al., 1989;Van der Ley et al., 1991). Eine
weitere wichtige Eigenschaft von Meningokokken ist die Fahigkeit der Adhisinvariation
durch einen genetischen Rekombinationsmechanismus, was als sogenannte antigene
Variation, und Phasenvariation bezeichnet wird. Die Variation betrifft unter anderem die
Pilustrukturen, Porine, LOS, Opa- und Opc-Proteine, und erfolgt in der Regel durch die
Transformation homologer DNA, durch die Regulation von Promotorregionen, durch

Rekombinationsmechanismen, durch den Einbau von Insertionselementen, oder durch das
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»slipped-strand mispairing” (SSM). Beim SSM werden Nukleotide innerhalb oder vor die
kodierende Gensequenz eingebaut, wodurch die Transkription an- und abgeschaltet werden
kann. Die Phasenvariation und antigene Variation sind ausschlaggebend fiir den Schutz der
Bakterien vor dem Immunsystem und ermoglichen die Ausbildung verschiedener Phénotypen.
Die Pathogenitdt von N. meningitidis wird des Weiteren durch die Fiahigkeit bestimmt, die
komplementvermittelte Phagozytose zu unterdriicken. Generell zeigen Meningokokken einen
serumresistenten Phinotyp in Gegenwart von 5 % humanem Serum, und erst bei 25-50 %
Serum werden die Bakterien abgetotet (Vogel und Frosch, 1999). Meningokokken verwenden
verschiedene Mechanismen, um die komplementvermittelte Zelllyse zu verhindern. Dabei
spielt vor allem die Polysaccharidkapsel eine wichtige Rolle, da sie die Insertion der C5-C9-
Komplementpore in die bakterielle Membran verhindert, und so die Bakteriolyse unterdriickt.
Unbekapselte N. meningitidis Stimme sind daher verstdrkt serumsensitiv (Geoffroy et al.,
2003). Die Komplementresistenz wird auch durch die Synthese der LOS Strukturen
vermittelt, deren o-Kette eine Lakto-N-Neotetrose enthilt, die &hnlich zu humanen
Blutantigenen sind, und Wirtszellkomponenten imitieren. Die LOS Strukturen von
Meningokokken werden von C4b gebunden, und erkldren, warum vor allem C4b-defiziente
Patienten anfillig fiir Meningokokkeninfektionen sind (Bishof ef al., 1990;Ram et al., 2003).
Ein weiterer Mechanismus ist die Rekrutierung von Regulatoren der Komplementaktivierung.
Fir N. gonorrhoeae und N. meningitidis konnte gezeigt werden, dass beide vor allem mit
thren Porinen und Pilusstrukturen das C4b-Bindungsprotein (C4BP) binden, wihrend N.
meningitidis zusétzlich ein Faktor H-bindendes Protein synthetisiert (Schneider et al., 2006).

WeiterePathogenitétsfaktoren gehoren zur Klasse der Autotransporter (Typ 5
Sekretionssystem T5SS). Die IgA-Protease wurde als erster Autotransporter in N.
gonorrhoeae beschrieben, kommt allerdings auch in N. meningitidis vor (Pohlner et al.,
1987). Sie enthélt eine Serinproteasedoméne, die eine Abspaltung der Passengerdomine von
der Transportdomédne ermoglicht, und somit sekretiert wird. Die IgA-Protease spaltet
humanes IgAl und hat eine autokatalytische Aktivitit, spaltet jedoch auch das LAMPI1
Protein (lysosomal-associated membrane protein 1) und wird daher mit der intrazelluldren
Persistenz der Bakterien assoziiert. Ein weiterer klassisches Autotransporterprotein ist das
App (,,adhesion and penetration protein®), dass in N. gonorrhoeae, N. meningitidis und in
kommensalen Neisseria Arten vorkommt (Hadi et al, 2001). App zeigt eine hohe

Sequenzhomologie zum ,,Haemophilus adhesion and penetration protein® (Hap) von
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Haemophilus influenzae (St Geme et al, 1994). App besitzt ein Kkonserviertes
Serinproteasemotiv, stimuliert B- und T-Zellen, und induziert eine bakterielle
Antikorperantwort (Hadi ef al., 2001). Weiterhin ist App an der Interaktion mit Wirtszellen
beteiligt (Serruto ef al., 2003). Die Meningokokken Serinprotease (MspA) ist ein
Autotransporterprotein mit Homologie zu App und zur IgA-Protease. MspA wird in N.
meningitidis synthetisiert, gespalten und ins extrazellulire Milieu abgegeben und ist an der
Bindung an Epithel- und Endothelzellen beteiligt (Turner ef al., 2006).

Neben konventionellen Autotransportern synthetisiert N. meningitidis zwei weitere Proteine
der Oca-Proteinfamilie, NhhA und NadA. Aufgrund der Sequenzdhnlichkeit von NhhA zu
den Hia- und Hsf-Adhidsinen von Haemophilus influenzae (Barenkamp und St Geme, 1996)
wurde das Protein als Neisseria Hia/Hsf-Homologe (NhhA) bezeichnet. NhhA wird von
virulenten Meningokokkenisolaten synthetisiert, fehlt aber in N. gonorrhoeae (Peak et al.,
2000; Pizza et al., 2000). NhhA ist ein ca. 600 AS groBes Aulenmembranprotein, das eine
typische trimere Struktur besitzt, wobei die 72 C-terminalen Aminosduren die Trimerisierung
induzieren und fiir die Translokation der Passengerdomine auf die Oberfliche ausreichend
sind (Scarselli et al., 2006). Des Weiteren konnte gezeigt werden, das NhhA mit
extrazelluliren Matrixproteinen wie Laminin und Heparansulfat interagiert, jedoch keine
Bindung an Fibronektin und Kollagen Typ I, III und IV vermittelt (Scarselli et al., 2006).
Eine Beteiligung von NhhA bei der Bindung an Epithelzellen wie Chang und Hec-1B Zellen
konnte sowohl fiir rekombinantes NhhA Protein als auch fiir Nhh-synthetisierende
Meningokokken gezeigt werden, so dass NhhA eine weiteres essentielles Meningokokken-
Adhisin darstellt. Zusétzlich vermittelt NhhA die Serumresistenz und Autoaggregation

(Sjolinder et al., 2008).

1.6.2 Neisseria meningitidis Adhésin (NadA)

Das zundchst als NMB1994 bezeichnete nad4 Gen wurde erstmal durch die
Genomsequenzierung des Neisseria meningitidis Stamms MCS58 als neues phasenvariables
AuBenmembranprotein identifiziert (Pizza et al., 2000). Aufgrund der Sequenzahnlichkeit der
C-terminalen NadA-Doméne mit dem C-Terminus von YadA und dem UspA2 Protein von
Moraxella catarrhalis (ca. 32-34 %) (Hoiczyk et al., 2000), sowie der Interaktion von NadA
mit Wirtszellen wurde das NadA der Familie der Oca-Proteine zugeordnet (Comanducci et
al., 2004). Analysen des nadA-Gens des Stamms MC58 zeigen eine 3’-terminale

Terminatorsequenz und einen 5’-terminalen Promotorbereich, sowie eine potentielle

23



Einleitung

Ribosomenbindestelle (Comanducci et al., 2004). 130 Nukleotide vor dem nadA4 Startkodon
(,,untranslated region UTR) befinden sich neun TAAA-Wiederholungen, die als sogenannte
Mikrosatelliten bezeichnet werden, und fiir eine phasenvariable nadA4-Expression
verantwortlich sind (Comanducci et al., 2004; Martin et al., 2003). Transkriptionsanalysen
des mnadA verschiedener N. meningitidis MC58 Varianten mittels RT-PCR zeigen eine
unterschiedliche Anzahl an TAAA-Motifen, wobei TAAAg und TAAA;(, mit einer hohen,
und TAAAgund TAAA,,, mit einer geringen nadA-Transkription assoziiert werden (Martin et
al., 2003;Martin et al., 2004). Diese Verinderung der TAAA-Wiederholungen wird als
Phasenvariation bezeichnet. Neben der phasenvariablen nadA-Expression findet die
Regulation der Expression auch auf transkriptionaler Ebene statt. Dabei binden
Transkriptionsregulatoren (,,ferric uptake regulatory protein* Fur und ,,integration host factor*
IHF) an Sequenzabschnitte im nadA-Promotor und ermdglichen so die Regulation der nadA4-
Expression unter Eisenmangelbedingungen (Martin et al., 2005). Zusétzlich wird die nadA-
Expression durch einen transkriptionalen Regulator der MarR-Familie, FarR reguliert. FarR
fungiert dabei als negativer Regulator durch Interaktion mit einer 16 bp langen Sequenz im
nadA-Promotorbereich (Schielke et al., 2009).

Der GC-Gehalt des nad4 Gens liegt bei 45 %, im Vergleich zu den 51 % des restlichen
Genoms, was auf eine Aufnahme des nadA tuber horizontalen Gentransfer hindeutet
(Comanducci et al., 2002). Das nadd Gen kommt in ungefdhr 50 % aller
Meningokokkenisolate vor und ist vor allem mit hypervirulenten Stammen assoziiert. Das
nadA Gen kommt in 100 % der hypervirulenten Sequenztypen ST-8, ST-11 und ST-32 Linien
vor (ET-5, ET-37 und A4) und fehlt in ST-41/44 Stimmen (Line III). In ,,Carrier-Stimmen*
ist nadA unterreprisentiert, wihrend es in N. lactamica, N. gonorrhoeae und in A-
Meningokokken vollstandig fehlt (Comanducci et al., 2002). In Stimmen des ET-15 Clusters
ist das nadA haufig durch den Einbau eines Insertionselements (IS1301) inaktiviert (Elias und

Vogel, 2007).

1.6.2.1 Struktur des NadA

NadA-positive Stimme besitzen ein nadA Gen mit 969-1215 kodierenden Basenpaaren, die
vier verschiedenen Allelen zugeordnet werden konnen. nadA1 kodiert fiir eine Protein von
362 AS, nadA?2 fiir eines von 398 AS, nadA3 fiir eines von 405 AS, und nadA4 fir eines von
323 AS (Comanducci et al., 2004). Das nadA Allel 1 kommt bei allen ET-5 Stdmmen vor,

wihrend die Allele 2 und 3 vor allem in Stimmen des ET-37 Komplexes und im A4 Cluster,
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sowie in nicht-hypervirulenten Clustern vorkommen (Comanducci et al., 2002). Das nadA
Allel 4 hingegen kommt lediglich in nicht-hypervirulenten ,,Carrier-Stimmen* vor
(Comanducci et al., 2004). Analysen der Sekundérstruktur von NadA1, NadA2, und NadA3
ermOglichen die Unterteilung von NadA in drei Doménen: eine N-terminale globulére
Kopfdomine, eine Stieldoméne aus ,,coiled-coils®, und einen C-terminalen Membrananker
(Abb. 5). Die aminoterminale Kopfdomine zeigt keine vorhersagbare Struktur, wihrend die
Stieldomdne aus o-Helixstrukturen besteht, und zwei Bereiche mit der Féhigkeit zur
Ausbildung von ,.coiled-coil“ Strukturen hat. Zusitzlich befindet sich im N-terminalen
,»coiled-coil”“ Anschnitt jeweils ein Leucin gefolgt von 6 Aminosduren, dass sich viermal
wiederholt (L-x[6]-L-x[6]-L-x[6]-L) und eine sogenannte Leucinzipper-Doméne bildet
(Comanducci et al., 2002). Der C-terminale Membrananker besteht aus vier amphipatischen
B-Faltblittern mit einer fiir AuBenmembranproteine typischen terminalen aromatische
Aminosédure (Comanducci et al., 2002) (Abb. 5). Das NadA4 zeigt zwar auch eine trimere
Struktur, allerdings befindet sich in der Stieldoméne nur ein Modul das ,,coiled-coils*
ausbildet, und das Leucinzippermotiv ist unterbrochen (Abb. 5). Sequenzvergleiche der vier
NadA-Allele zeigen dass die NadA4-Kopfdoméne lediglich 63 %, und die NadA4-
Stieldoméne nur 25 % Sequenzhomologie zu den Allelen 1, 2 und 3 zeigt, wobei die a-
Helixstrukturen in der Stieldomdne 60 % der Doméne ausmachen. Der C-terminale
Membranankerbereich aller NadA-Allele ist zu 100 % konserviert (Comanducci ef al., 2004).
Sequenzvergleiche mit anderen Proteinen der Oca-Familie wie YadA und UspA2 zeigen eine
Sequenzhomologie von 56-63 % innerhalb der Membranankerregion, wobei die anderen
Doménen nur 23-25 % Homologie aufweisen (Hoiczyk et al., 2000).

Das in der duBere Membran lokalisierte NadA-Protein bildet hitzestabile Aggregate in SDS-
Gelen mit einem Molekulargewicht von ~140-170 kDa, was auf eine thermostabile
Trimerisierung der Monomere hinweist. Des Weiteren kann NadA zwar auch auf der
Zelloberfliche bekapselter Meningokokken nachgewiesen werden, jedoch weisen
unbekapselte Meningokokken eine hohere Expositionsdichte von NadA auf (Comanducci et

al., 2002).
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Abb.5  Schematische Darstellung der NadA Struktur nach Comanducci et al., 2004 modifiziert. Die
Sekundérstruktur zeigt die NadA-Kopfdiamen, die potentielle Halsdomédne (Konnektor), die
Stieldoméne und den C-terminalen Membrananker. Die Allele 1, 2, und 3 besitzen im Gegensatz um
Allel 4 eine weitere Domine aus ,,coiled-coils” und ein Leucinzippermotiv.

1.6.2.2 Funktionen des NadA

Beim NadA Protein handelt es sich wie bei YadA um ein multifunktionales
Oberflachenprotein, dessen verschiedenen Funktionen unterschiedlichen Doménen des
Proteins zugeschrieben werden konnen. Erste Untersuchungen des NadA zeigten, dass das C-
terminal verkiirzte NadAass;.40s Protein eine Interaktion mit Chang Zellen induziert, und dass
anti-NadA Serum einen protektiven Effekt bei mit B-Meningokokken infizierten Ratten hat
(Comanducci et al., 2002). Studien verschiedener NadA-Deletionsmutanten konnten zeigen,
dass die NadA-Kopfdoméne an der Interaktion mit humanen Chang Epithelzellen beteiligt ist,
und das diese Bindung durch einen bisher unbekannten Proteinrezeptor vermittelt wird
(Capecchi et al., 2005). Im Vergleich zu Chang Zellen konnte lediglich eine schwache
Interaktion von NadA mit Hep-2, HeLa, Hec-1B und Huvec-Zellen nachgewiesen werden.
Des Weiteren zeigt NadA keine Bindung an extrazelluldre Matrixproteine wie Kollagen Typ
I, IIT und IV, Fibronektin, Laminin und Heparansulfat (Capecchi et al., 2005).

Untersuchungen des NadA im E. coli-Modell zeigten nicht nur eine ausschlaggebende Rolle
des NadA an der Bindung von Chang Zellen, sondern auch eine Beteiligung an der
Internalisierung durch Modifizierung des Aktinzytoskeletts (Capecchi et al., 2005).

Untersuchungen der Rolle von NadA in Meningokokken zeigten, dass NadA sowohl an der
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Bindung bekapselter als auch an der Internalisierung unbekapselter Meningokokken durch
Chang Zellen beteiligt ist. Die NadA-vermittelte Invasion scheint vergleichbar zu sein mit der
Opc-vermittelten Invasion, wobei beide Proteine wihrend der Infektion unabhingig
voneinander zu agieren scheinen (Capecchi et al., 2005). Eine verstirkte Bindung nadA-
exprimierender Meningokokken an Chang Zellen wurde durch Insertionsinaktivierung des
negativen Regulatorgens farR nachgewiesen, und ldsst vermuten, dass diese NadA-Regulation
eine Anpassung an verschiedene Umweltbedingungen darstellt (Schielke ez al., 2009). Neben
der Interaktion von NadA mit humanen Epithelzellen konnte gezeigt werden, dass NadA
spezifisch mit Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen interagiert, wihrend die
Interaktion mit PMNs, NK-Zellen und Lymphozyten als unspezifisch bewertet wurde
(Franzoso et al., 2008;Mazzon et al., 2007). Die Interaktion mit Immunzellen weist darauf
hin, dass das NadA nicht nur an der Kolonisierung der Schleimhaut beteiligt ist, sondern auch
eine Invasion ins Gewebe und Blut vermittelt. C-terminal verkiirztes, 16sliches NadAassi-405
stimuliert die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie IL-8, IL-6, MCP-1, MIP-1a
durch Monozyten, und induziert ihre Differenzierung in den Makrophagen-Phinotyp. NadA
auf der Zelloberfliche von E. coli hingegen fiihrt zur vermehrten Freisetzung von IL-8 und
TNF-o (Franzoso et al., 2008). Die durch NadA induzierte Produktion von
Zytokinen/Chemokinen durch Makrophagen unterscheidet sich von der durch LPS
induzierten Zytokinfreisetzung, da LPS verstirkt zur Freisetzung von IL-1 und TNF-a fiihrt,
wihrend NadA vor allem anti-inflammatorische Zytokine wie IL-6 und IL-10 freisetzt
(Franzoso et al., 2008). Die Interaktion von NadA mit dendritischen Zellen fiihrt hingegen zur
Induktion eines ausgereiften Phénotyps und ist mit einer geringeren Produktion von
Zytokinen und Chemokinen assoziiert (Mazzon et al. 2007). Basierend auf diese immunogene
Wirkung wurde das NadA als Vakzinkandidat fiir die Entwicklung eines B-Meningokokken-
Impfstoffes ausgesucht (Pizza et al, 2000) und ist Bestandteil eines 5
Komponentenimpfstoffs (SCVMB) mit schiitzendem Effekt vor 77,7 % aller B-
Meningokokken Stamme (Giuliani et al., 2006).
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Ziel der Arbeit

Die funktionelle Untersuchung einzelner Adhédsine von N. meningitidis wie des NadA erweist
sich in Meningokokken durch das Vorhandensein einer Vielzahl verschiedener Adhésine
sowie der Polysaccharidkapsel, die einzelne Proteine maskieren kdnnen, als erschwert. Des
Weiteren kann eine Beteiligung von NadA bei der Pathogenese von Meningokokken im
Mausinfektionsmodell aufgrund des Fehlens eines entsprechenden Modells nicht untersucht
werden. Im Verlauf dieser Arbeit wurde daher Y. enterocolitica fiir die Présentation von
NadA auf der bakteriellen Oberfldche verwendet, wodurch eine Untersuchung von NadA in
der Interaktion mit Wirtszellen und der Pathogenese und/oder Kolonisierung im
Mausinfektionsmodell ermoglicht werden sollte. Der sehr gut definierte Modellerreger Y.
enterocolitica eignet sich flir die Untersuchung von NadA, da Yersinia-spezifische
Virulenzfaktoren gezielt deletiert werden konnen. Weiterhin synthetisiert Y. enterocolitica
den Prototyp der Oca-Proteinfamilie, das Yersinia Adhdsin YadA, und ermdglicht somit
dessen Vergleich mit Funktionsdoménen des NadA Proteins.

Ziel der Arbeit war die funktionelle Charakterisierung des NadA im Yersinia Modellerreger,
wodurch neue Einblicke in die Interaktion von NadA mit Wirtszellen, der Mauspathogenitit
und der Rolle des NadA bei der Serumresistenz gewonnen werden sollten, sowie die
Identifizierung bisher unbekannter NadA-spezifischer Wirtszellrezeptoren ermdglicht werden
sollte. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob das C-terminale Autotransportermodul von
YadA eine Translokation der N-terminalen NadA-Passengerdoméne auf die d&uBBere Membran

ermoglicht.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstimme und Plasmide

2.1.1 Escherichia coli Stimme

Stamm Beschreibung Referenz
E.coli endAl supE44 hsdR17 (¥, m" ) thi-
DH5a 1 recAlgyrA96 relAl A(lacZYA-argF) Hanahan, 1983
U169 (980lacZAM15)
. thi-1 thr leu tonA lacy supE recA.: RP4- .
SM10Apir 2-TC:: Mu-Kan (A pir), Kn' Miller und Mekalanos, 1988
Expressionsvektor; F~ dem ompT hsdS
BL21 (DE3) (rs my ) 2al J(DE3) Wood, 1966
Tab.1  Verwendete E. coli Stimme.
2.1.2 Yersinia enterocolitica Stimme
Stamm Beschreibung Referenz
klinisches Isolat des Serotyp O:8; trigt
WA-314 das Virulenzplasmid pYVOS8 Heesemann et al., 1983
WA-314 mit LuxCDABE /Operon und
WA-314-lux Arabinose-induzierbarem araBAD- Treek ef al., in Vorbereitung
Promoter usptream von g/msS, Km"
WA-c-lux Plasmidloses Derivat von WA-314-lux diese Arbeit
WA-c Plasmidloses Derivate von WA-314 Heesemann et al., 1983
WA-c Adinv Invasin-negative Mutante von WA-c Ruckdeschel et al., 1996

Tab.2  Verwendete Y. enterocolitica Stimme.

2.1.3 Neisseria Stimme

Stamm Beschreibung Referenz
N. meningitidis
MCS8 Serogruppe B, Serotyp 74, klinisches M. Frosch (Zentrum fiir
Isolat des ST-32 Komplex Infektionsforschung, Wiirzburg)
Serogruppe B, Serotyp 74, klinisches
MC58 AnadA Isolat des ST-32 Komplex mit Deletion Schielke et al., 2009
von nadA, Spc'
Serogruppe B, Serotyp 74, klinisches
MC58 AsiaD Isolat des ST-32 Komplex mit Deletion Kurzai et al., 2005
von siaD, Cm"
Serogruppe B, Serotyp 74, klinisches . ..
MC58 AsiaD AnadA Isolat des ST-32 Komplex mit Deletion %filiirgsls Eozres}rclgllllrrln f%&r/ﬁrzbur )
von siaD und nadA, Spc'/Cm" & &
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Faml8

Serogruppe C, Serotyp 11

M. Frosch (Zentrum fiir
Infektionsforschung, Wiirzburg)

N. gonorrhoeae

Opacea

N. gonorrhoeae Ngo

Opacga-exprimierender (Opasy), Pili-
negativer N. gonorrhoeae MS11-B2.1
Stamm N309

Kupsch et al., 1993

N. gonorrhoeae Ngo Opa-

nicht-opaquer, pili-negativer N.
gonorrhoeae Stamm MS11-B2.1 N302

Kupsch et al., 1993

Tab.3  Verwendete Neisseria Stimme.

2.14 Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz
pHP45Q Ursprung der Spectinomycin (Spc)-Kassette Prentki und Krisch, 1984
AL pUCI3 mit 5kb EcoRI/HindIll Fragment von
pUC-A-1 PYVOS, yadA-positiv Roggenkamp et al., 1995
pUC-A-H flglgt_ieAr;l’ bp 88-564 (AS 30-188) von yadd Roggenkamp et al., 2003
pUC:SS pUC-A-1 mit yadA bp 1-87 diese Arbeit
pUC-A-N pUC-A-1 mit yadA bp 568-645 deletiert Roggenkamp et al., 2003
GP704 Suizidvektor, R6K* Replikon bendtigt © Protein in | Miller und Mekalanos,
P trans von Apir-besitzenden Empfinger 1988
pGP-SS pGP704 mit EcoRI/Sphl Fragment von pUC-SS diese Arbeit
pGP704, 1,8 kb Spc-Kassette in der EcoRI Seite,
pGPS-A-1 besitzt yadA als ein EcoRI/Sphl Fragment von | Roggenkamp et al, 2003
pUC-A-1
pGP704, 1,8 kb Spc-Kassette in der EcoRI Seite,
pGPS-A-H besitzt yadA ohne bp 88-564 (AS 30-188) als ein | Roggenkamp et al., 2003
EcoRI/Sphl Fragment von pUC-A-H
AL pGP704, 1,8 kb Spc-Kassette in der EcoRI Seite,
PGPS:A-N besitzt EcoRI/Sphl Fragment von pUC-A-N Roggenkamp er al., 2003
. pGPS-A-N ohne Clal/Sacl Fragment, mit yadA4 | .. .
pGPS:HNSO Signalsequenz diese Arbeit
pGPS:SS 1,8 kb Spc-Kasette in der EcoRI Seite von pGP:SS | diese Arbeit
pGPS:MI Etc)}elzss-i-lH mit nad4 MC58 bp 69-270 (AS 24-90) diese Arbeit
pGPS:M2 gg)Pqu;I\ézsig mit nad4 MC58 bp 69-270 (AS 24- diese Arbeit
pGPS:M3 ES@I;SS-;AC-IH mit nad4 MC58 bp 69-630 (AS 24-210) diese Arbeit
. pGPS:HNSO mit nad4 MC58 bp 69-630 (AS 24- . .
pGPS:M4 210) iiber Sacl diese Arbeit
pGPS:MC1089 ?GPS:SS mit nad4 MC58 bp 69-1089 (AS 24-362) diese Arbeit
iiber Sacl
pGPS:F1 Egelzss_i-lH mit nad4 Fam18 bp 69-270 (AS 24-90) diese Arbeit
pGPS:F2 g(()})PqugI\;ii)I mit nadA Fam18 bp 69-270 (AS 24- diese Arbeit
pGPS:F3 ggelzss_:;-lH nadA Faml18 bp 69-609 (AS 24-203) diese Arbeit
. pGPS:HNSO mit nadA4 Fam18 bp 69-609 (AS 24- . .
pGPS:F4 203) iiber Sacl diese Arbeit
pGPS:Fam1089 pGPS:SS mit nad4 Fam18 bp 69-1197 (AS 24-397) diese Arbeit

uber Sacl
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pYVOS8

Virulenzplasmid von WA-314

Heesemann et al., 1983

pYVO8-A-0 (AyadA)

pYVOS, yadA", Kanamycin-Kassette inseriert in die
PstI Schnittstelle des yadA durch Austausch von
Allelen

Roggenkamp et al., 1995

pYVOS-A-1 (AyadA:yadA)

pYVO8-A-0 mit integriertem pGPS-A-1, Wildtyp
yadA

Roggenkamp et al., 1995

pYVOS8-A-H (vadA sss.s61)

pYVO8-A-0 mit integriertem pGPS-A-H

Roggenkamp et al., 2003

PYVOS:SS (dyadA:SS)

pYVOB8-A-0 mit integriertem pGPS:SS

diese Arbeit

pYVO8:MI1 (dyadA:M1) pYVOB8-A-0 mit integriertem pGPS:M1 diese Arbeit
pYVO8:M2 (dyadA:M2) pYVOB8-A-0 mit integriertem pGPS:M2 diese Arbeit
pYVO8:M3 (4yadA:M3) pYVOB8-A-0 mit integriertem pGPS:M3 diese Arbeit
pYVO8:M4 (4yadA:M4) pYVOB8-A-0 mit integriertem pGPS:M4 diese Arbeit
D lMC1089) PYVOS-A-0 mit integriertem pGPS:MC1089 diese Arbeit
pYVOS:FI1 (4yadA:F1) pYVOB8-A-0 mit integriertem pGPS:F1 diese Arbeit
pYVOS:F2 (4yadA:F2) pYVOS8-A-0 mit integriertem pGPS:F2 diese Arbeit
pYVOS8:F3 (4yadA:F3) pYVOB8-A-0 mit integriertem pGPS:F3 diese Arbeit
pYVOB8:F4 (4yadA:F4) pYVOB8-A-0 mit integriertem pGPS:F4 diese Arbeit
pYVOB:Fam 1089 YVO8-A-0 mit integriertem pGPS:Fam1089 diese Arbeit
(4yadA:Fam1089) P g PLIES:
pACYC184 Klonierungsvektor Chang und Cohen, 1978
. ACYC184 mit virF von WA-314 (151 bp vor virF . .

PACYCI184:virF (p) b 86 bp nach virf") dber SalI/Sphg i diese Arbeit
pACYCI184:virF:yadA pACYC184:virF mit yadA bp 1-1266 (AS 1-422) diese Arbeit
(pyadA) iiber Xbal und BamHI
PACYC184:virF:yadAss.sss | pACYC184:virF mit yad4 bp 565-1266 (AS 90- diese Arbeit
(pyadAA88,564) 189) iber Xbal und BamHI

pACYC184:virF mit Hybrid nad4 MC58 bp 69-270
pACYC184wirF:M1 (pM1) (AS 24-90) und yadA bp 565-1266 (AS 189-422) diese Arbeit

iiber Xbal und BamHI

pACYC184:virF mit Hybrid nad4 MC58 bp 69-270
pACYC184:wirF:M2 (pM2) (AS 24-90) und yadA bp 681-1266 (AS 228-422) diese Arbeit

iber Xbal und BamHI

pACYC184:virF mit Hybrid nad4 MC58 bp 69-630
pACYC184wirF:M3 (pM3) (AS 24-210) und yadA bp 565-1266 (AS 189-422) diese Arbeit

iiber Xbal und BamHI

pACYC184:virF mit Hybrid nad4 MC58 bp 69-630
pACYC184wirF:M4 (pM4) (AS 24-210) und yadA bp 681-1266 (AS 228-422) diese Arbeit

iiber Xbal und BamHI

. ACY C184:virF mit nad4A MC58 bp 69-1089 (AS

PACYCI84:virF-MCI1089 I2)4-362) und yadA bp 1-90 (AS 1-3013 iiber Xba(l und | diese Arbeit
(pnadA)

BamHI
PET-21b(+) E};lf)lgert(s)ill(:)ri\r/ektor mit C-terminalem His-tag und Novagen (Darmstadt)
PET-21b(+):nadA pET21b (+) mit nad4 MCS58 bp 69-630 (AS 24- diese Arbeit

210) iiber Ndel und Xbal

pRc/CMV-CEACAMI1-4L

pRc/CMV mit HindIIl/Xbal CEACAMI1-4L ¢cDNS
Fragment

W. Zimmermann (Tumor
Immunology, Miinchen)

pRc/CMV-CEACAM3-L

pRc/CMV mit Notl/Hincll CEACAM3 cDNS
Fragment

W. Zimmermann (Tumor
Immunology, Miinchen)

pRc/CMV-CEACAMA4

pRc/CMV mit Hindlll/Xbal CEACAM4 cDNS
Fragment

W. Zimmermann (Tumor
Immunology, Miinchen)

pRc/CMV-CEACAMS
(CEA)

pRc/CMV mit HindlIlI/Xbal CEACAS ¢cDNS
Fragment

W. Zimmermann (Tumor
Immunology, Miinchen)

pRc/CMV-CEACAMO6

pRc/CMV mit HindIll/Xbal CEACAMG6 cDNS
Fragment

W. Zimmermann (Tumor
Immunology, Miinchen)
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pRc/CMV-CEACAMT7-2

Fragment

pRc/CMV mit HindIll/Xbal CEACAM?7-2 ¢cDNS

Immunology, Miinchen)

pRc/CMV-CEACAMS

Fragment

pRc/CMV mit HindIllI/Xbal CEACAMS cDNS

Immunology, Miinchen)

Tab. 4

Stimmen verwendet wurden.

2.2

Oligonukleotide

Liste der konstruierten Plasmide die zur Transformation von E. coli und Y. enterocolitica

Alle in Tab. 5 aufgelisteten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinsried) in

lyophilisiertem und entsalztem Zustand erhalten, in HyOpigest. gelOst, und in Konzentrationen

von 100 pmol/ul bei -20°C gelagert.

Bezeichnung Sequenz (5° — 3°) Tum[° C] Verwendung
Amplifizierung von yadA und yadA-
A-Cla-f TTT TAA GAT CGA TTAGT GCT 60.0 nadA-Hybriden aus pYVOS8
GT ’ Plasmiden; Start 167 bp vor yadA,
Einfithrung eine Clal Schnittstelle
Amplifizierung von yadA und yadA-
A-Sphl-r GTC AAT ACA GAG ATA GAA 64.0 nadA-Hybriden aus pYVO8
CAGCT ’ Plasmiden; Start 569 bp nach yadA,
30 bp nach Sphl Schnittstelle
Sequenzierung von pGPS und
A-1-f 2?8 28% AAA GATTTT AAG 55,0 pYVOS8 Plasmiden mit integriertem
yadA oder yadA-nadA
Amplifizierung der yadA
A-87r-Sacl géi TSXMG TCATTATIG 66,7 Signalsequenz von yadA, Start bp 87;
Einflihrung einer Sacl Schnittstelle
Sequenzierung von pGPS und
A-684-r CGA GAG CTC AGCTGATTITTTT 62-4 pYVO8 Plasmiden mit integriertem
ATT TGC ’ yadA oder yadA-nadA, Einfiihrung
einer Sacl Schnittstelle
Uberpriifung der Lokalisation von
A-1134-r CCC GAC ACC TGC AGG AAA GT 64,0 vadA und yadA-nadA-Hybriden in
pYVOS8 und pGPS Plasmiden
Amplifizierung von yadA fiir pGPS-
A-1270-f CGCGAG CTC TAT CAT TTA 65,5 SS; pStart tfpul 5(;7\(/)0 E)izrffftlihrlllngpgnesr
GAA GTT AAC AAG TCT ’ ’ . ’
Sacl Schnittstelle
Amplifzierung von yadA und yadA-
ATAATG GAT CCT TAC CAC TCG nadA-Hybriden, Start bp 1269 des
A-1269r-BamHI- | ) 1o T1A AAT G 602 | 4d4, Einfiihrung einer BamHI
Schnittstelle
Uberpriifung der Lokalisation von
A-1269-r TTA CCA CTC GAT ATT AAA TGC 51,0 yadA und yadA-nadA-Hybriden, Start
bp 1269 des yadA
Sequenzierung von pGPS und
pYVO8 Plasmiden mit integriertem
A-900-r CTT GCT GTC TGC ATA CAC 52,7 yadA oder yadA-nadA, Start bp 900
des yadA
Sequenzierung von pGPS und
A-975-r ATT CAC GGA TTG CTT TCT TAG 63,1 pYVOB8 Plasmiden mit integriertem

TCG AAT

yadA oder yadA-nadA, Start bp 975
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Amplifzierung von yadA und yadA-
TTA ATC TAG ATA GTG CTG TTT nadA aus pGPS Plasmiden, Start 144
A-144EXbal 1 Goa TG 630 | bp vor yadA (= Promotor);
Einfithrung einer Xbal Schnittstelle
Amplifzierung von yadA und yadA-
A-119r-BamHI AAT TGG ATC CAA CTG AAA 67.0 nadA aus pGPS Plasmiden, Start 119
CCA TGA TAA AAA GC ’ bp nach yadA (= Terminator);
Einfithrung einer BamHI Schnittstelle
Amplifzierung von virF aus pY VO8-
. AAT AGC ATG CTT GCC AGT A-1, Start 151 bp vor virF'
virf-151f-Sphi CAC CTA ATA CC 69,0 (= Promotor); Einfithrung einer Sphl
Schnittstelle
Amplifzierung von virF aus pY VO8-
Virf-86r-Sall AAT AGT CGA CTT GGC TCA 69.0 A-1, Start 86 bp nach virF’
TCC CAT TGA ATC ’ (= Terminator); Einfiihrung einer Sall
Schnittstelle
MC58-1f TAC TAG AGCTCG CCA CAA 66,3 bAprnﬁp;féliirﬁlirﬁqunognelzzgrAs?c?& s
GCG ACG ACG ATG ’ 2
Schnittstelle
Famig-1f | (ACTAGAGCTCG CCA CAA 64.9 ggr%??& %%ngﬁrﬁigiifrnégcl
AAC GAC GACGATG ’ . ’
Schnittstelle
Amplifzierung von nad4 MC58 und
N-270-r GTC AGG AGC TCC ACG ACT 531 nadA Fam18; Start bp 270 MC58 und
TTT TTC AGA CCC AG ’ Faml18; Einfithrung einer Sacl
Schnittstelle
Amplifzierung von nad4 MC58 und
N-630-r TTG GTG AGC TCG GCC GTC TGT 571 nadA Fam18; Start bp 630 MC58 und
TTGGCTT ’ bp 609 Fam18; Einfiihrung einer Sacl
Schnittstelle
Sequenzierung von pGPS und
N-500-f GAT GAA AAA TTA GAA GCC 46,8 pYVOS Plasmiden mit integriertem
nadA oder yadA-nadA
Uberpriifung von nad4 MC58 und
N-1089-r TTA CCA CTC GTA ATT GAC GC 55,2 nadA Faml8; Start bp 1089 (MC58)
und bp 1197 (Fam18); Sequenzierung
Amplifzierung von nad4 MC58 und
ATA ATG GAT CCT TAC CAC nadA Faml8; Start bp 1089 (MC58)
N-1089r-BamHl | 1.5 TAA TTG ACG C 635 | und bp 1197 (Fam18); Einfiihrung
einer BamHI Schnittstelle
Amplifzierung von nad4 MC58 und
N-1089r-Sacl TACTA GAGCTC TTA CCA CTC 66.9 nadA Faml8; Start bp 1089 (MC58)
GTA ATT GAC GC ’ und bp 1197 (Fam18); Einflihrung
einer Sacl Schnittstelle
Amplifzierung von nad4 MCS58 fiir
TAA TTA TCA TAT GGC CAC Proteinexpression in pET21b (+),
MC38-69E:Ndel | 4 4 cGA CGA CGA TG 7191 Start bp 69: Einfithrung einer Ndel
Schnittstelle
Amplifzierung von nad4 MCS58 fiir
ATT ATC TCG AGG GCC GTC TGT Proteinexpression in pET21b (+),
MC38-630r-Xhol | 165 Ger TC 720 | Start bp 630; Einfiihrung ciner Xhol
Schnittstelle

Tab.5  Auflistung der verwendeten Oligonukleotide. Ty bezeichnet die berechnete Schmelztemperatur in
°C. Restriktionsschnittstellen in der Nukleotidsequenz sind unterstrichen dargestellt. f:

Vorwiértsprimer; r: Riickwértsprimer.
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2.3 Bakterielle Nihrmedien

Alle folgenden Nahrmedien wurden mit H,Ogqest angesetzt und fiir 20 min bei 121 °C und

einem Uberdruck von 1 bar autoklaviert.

Luria-Bertani (LB)-Medium 10 g/l Trypton, pH 7,4 — 7,5
5¢g/l Hefeextrakt
5¢g/1 NaCl
LB-Agar 15 g Agar / 1000 ml LB-Medium
LB-Einfriermedium LB-Medium mit 20 % Glycerin

Brain-Heart-Infusion (BHI)-Medium 37 g/l

SOC-Medium 20 g/l Trypton, pH 7,0
5¢g/1 Hefeextrakt
0,5 g/l NacCl
250 mM KCI
20 mM Glukose (sterilfiltriert)

2.4 Antibiotika

Antibiotikum Stammlésung Endkonzentration Lésungsmittel
Einsatz zur Kultivierung von E. coli und Y. enterocolitica

Ampicillin 10 mg/ml 100 pg/ml H50 gest.
Kanamycin 5 mg/ml 50 pg/ml H504est.
Tetrazyklin 2 mg/ml 20 pg/ml 70 % Ethanol
Spectinomycin 5 mg/ml 50 pg/ml H504est.
Chloramphenicol 2 mg/ml 20 pg/ml 70 % Ethanol
Nalidixinséure 6 mg/ml 60 ng/ml 0,5 M NaOH
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Einsatz zur Kultivierung von N. meningitidis
Spectinomycin 5 mg/ml 125 pg/ml H504est.
Chloramphenicol 2 mg/ml 7 pg/ml 70 % Ethanol
Einsatz bei Infektionsversuchen
.. Y. enterocolitica 50 png/ml

Gentamicin 10 mg/ml N. meningitidis 100 pg/ml HyOgest.
Einsatz in der Zellkultur
Zeocin 100 mg /ml 220 pg/ml H50 gest.
Geneticin (G418) 100 mg/ml 0,5-1 mg/ml H50 gest.

Tab. 6  Liste der verwendeten Antibiotika und ihre eingesetzte Endkonzentration

2.5 Antikorper

Antikorper

Eingesetzte Verdiinnung
/Konzentration

Quelle /Firma

Unkonjugierte Priméarantikdrper

Kaninchen anti-NadA Serum

1:500 (WB), 1:100 (IF)

Pineda-Antikorper Service
(Berlin)

Maus anti-YadA 8D1
(Epitop: YadA-Stieldomdne AS-290-330)

1:1000 (WB), 1:500 (IF)

Roggenkamp et al., 2003

Kaninchen WA-Vital Serum

1:5000 (IF), 1:10000 (ELISA)

Max von Pettenkofer-
Institut

Maus anti-human CEACAM1 (CD66a)

1,2 ug / 10° Zellen (FC), 4 ug/ml

(WB)

Genovac (Freiburg)

Maus anti-human CEACAMI, 3,4, 5,6
(D14HDI11)

1,2 ug / 10° Zellen (FC), 4 ug/ml

(WB)

Genovac (Freiburg)

Maus anti-human CEACAMS (CEA; CD66¢)

1,2 ug / 10° Zellen (FC), 4 ug/ml

Genovac (Freiburg)

(WB)

Maus anti-human CEACAM?7 (BAC2) 1,2 ug / 10° Zellen (FC), 4 ug/ml | Genovac (Freiburg)
(WB)

Maus anti-human CEACAMS (GM2H6) 1,2 ug / 10° Zellen (FC), 4 ug/ml | Genovac (Freiburg)
(WB)

Kaninchen anti-Alexa488 IgG 1:40 (FC) Invitrogen (Karlsruhe)

Maus anti-human Integrin B1 MAB1981
(LM534)

1:1000 (WB, FC)

Millipore (Schwalbach)

Ratte anti-human 1 Integrin AIIB2

1:40 (FC), 1:4 (IF)

Louisa Jiménez-Soto

(blockierende Funktion) (Mvp)
Ratte anti-Maus CD29 (B1 Integrin, 9EG7)a 10 pl/10° Zellen (FC) BD Pharmingen
(Heidelberg)

Maus anti-human B1 Integrin (P4G11)
(aktivierende Fumktion)

1 ug/ 10° Zellen (FC)

Millipore (Schwalbach)

Maus anti-human B2 Integrin (P4H9)
(blockierende Funktion)

1 ug/ 10° Zellen (FC)

Millipore (Schwalbach)
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Maus anti-human B3 Integrin (25E11) (blockierende
Funktion)

1 ug/ 10° Zellen (FC)

Millipore (Schwalbach)

Maus anti-human p4 Integrin (ASC-9) (blockierende
Funktion)

1 pg/ 10° Zellen

Millipore (Schwalbach)

Kaninchen anti-human 5 Integrin (25E11)

1 ug/10° Zellen

Millipore (Schwalbach)

Schaf anti-human C4BP 1:1000 (WB) Bio Trend (K6ln)
Ziege anti-human Faktor H 1:1000 (WB) Millipore (Schwalbach)
Enzymkonjugierte Sekundarantikdrper

Ziege anti-Kaninchen IgG Peroxidase Konjugat 1:2000 (WB) (Sjl‘irlilgq_ﬁcl}?é;c)h

Ziege anti-Maus IgG Peroxidase Konjugat 1:2000 (WB) (Sjl‘irlilgq_ﬁcl}?é;c)h

Ziege anti-Schaf IgG Peroxidase Konjugat 1:2000 (WB) (Sjl"iﬁlg;fcll?é:)h
Kaninchen anti-Ziege Peroxidase Konjugat 1:10000 (WB) (Sjl"iﬁlg;fcll?é:)h

Ziege anti-Kaninchen IgG alkalische Phosphatase
Konjugat

1:2000 (WB)

Dianova (Hamburg)

Schaf anti-Maus IgG alkalische Phosphatase Konjugat

1:2000 (WB)

Dianova (Hamburg)

Fluorochromkonjugierte Antikérper

Ziege anti-Ratte IgG PE Konjugat

1:200 (FC), 1:100
(IF)

Invitrogen (Karlsruhe)

Hamster anti-Ratte CD29 (B1 Integrin) FITC Konjugat 1:200 (FC) ?P]I)e Sz?igggen
Maus anti-human CD18 (B2 Integrin) PE Konjugat 1:40 (FC) ?P]I)e Sz?igggen
Schaf anti-Kaninchen IgG Cy3 Konjugat (IFSCO) (IF), 1:1000 (S%irl?&ﬁsglc)h
Schaf anti-Maus [gG Cy3 Konjugat (IFSCO) (IF), 1:1000 (S%irl?&ﬁsglc)h
Ziege anti-Kaninchen IgG FITC Konjugat (1F1C2)8 (IF), 1:1000 (S%irl?&?;ll?;c)h
Ziege anti-Maus Ig (G,A,M) FITC Konjugat (IFICO)O (IF), 1:1000 (S%%lrfg;f‘cll?;lc)h

Tab.7 Liste der verwendeten Antikorper und ihre eingestzte Verdiinnung bzw. Konzentration. WB:
Westernblot-Anwendung, IF: Immunfluoreszenz-Anwendung, FC: Durchflusszytometrische
Anwendung.

2.6 Proteine und Peptide

Protein / Peptid Konzentration Quelle

NadAss10 1,6 mg/ml diese Arbeit

NadA,4.-10 Alexa488 markiert 1,6 mg/ml diese Arbeit

humanes Integrin a5B1 0,26 mg/ml Millipore (Schwalbach)
humanes Integrin av33 0,265 mg/ml Millipore (Schwalbach)
Kollagen Typ I 1 mg/ml Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Fibronektin (von humanem Plasma) 1 mg /ml Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Matrigel (56 % Laminin, 31 % Kollagen IV, L .

8 % Entaktin) | mg/ml BD Bioscience (Heidelberg)

Tab.8 Liste der verwendeten Proteine und Peptide.
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2.7 Enzyme

Folgenden Enzyme wurden verwendet.

Enzym

Funktion

Firma

AmpliTaq DNA Polymerase

DNS-Amplifizierung

Applied Biosystems (Darmstadt)

Expand High fidelity PCR-System

DNS-Amplifizierung

Roche Diagnostics (Mannheim)

RNAse A

RNS-Abbau

AppliChem (Darmstadt)

Proteinase K

Protein-Abbau

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Phosphilpase A2 Lipid-Abbau Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
groorf;lll;? K Protease Inhibitor Cocktail Inhibition des Protein-Abbaus | Roche Diagnostics (Mannheim)
Lysozym Peptidoglykan-Abbau Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
DNAse | DNS-Abbau Machery Nagel (Diiren)

Tab.9  Verwendete Enzyme und ihre katalytischen Funktionen.

2.8 Molekularbiologische Kits

Fiir die Isolierung von Plasmid-DNS, Aufreinigung von PCR-Produkten, Extraktion von DNS

aus Agarosegelen, sowie zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurden folgende

molekularbiologische Kits und Losungen verwendet.

Molekularbiologische Kits
QIAGEN Miniprep Kit

Plasmid DNA Purification Nucleo Bond PC100
PCR Clean up, Gel-Extraction Kit Nucleo Spin Extract II

Protein-Quantifizierung

Bradford Reagent

2.9 Zellkultur

QIAGEN, Hilden
Machery-Nagel, Diiren
Machery-Nagel, Diiren

Bio-Rad, Miinchen

Zur Untersuchung der Interaktion von Bakterienstimmen und eukaryotischen Zellen wurden

verschiedene eukaryotische Zellen als in vitro Modellsystem eingesetzt. Die Kultivierung der

Zellen erfolgt dabei unter den fiir die jeweilige Zelllinie optimalen Anzuchtbedingungen.
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2.9.1 Eukaryotische Zellen

Zelllinie Beschreibung Zellart Referenz
clone 1-5¢-4 . .

. . Humane Konjunktiva- Wong und

Chang Won'g-KQbourne Derivat der Chang Epithelzellen Kilbourne, 1961
Konjunktiva
Humane primére embryonale Humane primére

Hek-293 Nierenzellen transformiert durch embryonale Nieren- Graham et al., 1977
Adenovirus Typ 5 Epithelzellen
Humane B1 Integrin-negative Murine embryonale .

GE-11 embryonale epithelzellihnliche Zellen | epithelzellihnliche Zellen | G1mond ¢ @/, 1999
Humane B1 Integrin-positive Murine embryonale .

GE-11-Bl | bryonale epithelzelldhnliche Zellen | epithelzellhnliche Zellen | G1mond ef al., 1999

24 Murine B1 Integrin-negative Murine embryonale R. Fissler (MPI,
embryonale fibroblastendhnliche Zellen | fibroblastendhnliche Zellen | Martinsried)

248 Murine B1 Integrin-positive Murine embryonale R. Féssler (MPI,
embryonale fibroblastendhnliche Zellen | fibroblastendhnliche Zellen | Martinsried)
Humane akute myeloide
Leukdmiezellen; konnen mittels PMA Humane promeolytische .

HL-60 zu Makrophagen und mittels DMSO zu | Leukdmiezellen Collins et al., 1979
PMNs differenziert werden

Tab. 10 Auflistung verwendeter eukaryotischer Zelllinien.

2.9.2 Zellkulturmedien und Zuséitze

Die Kultivierung aller in Tab. 10 aufgelisteten eukaryotischen Zelllinien erfolgte bei 37 °C
und 5 % CO, unter Zugabe entsprechender Zellkulturmedien die von der Firma Invitrogen

(Karlsruhe) bezogen wurden. Diese Medien enthalten ein isotonisches, gepuffertes

Grundmedium mit anorganischen Salzen, Néhrstoffen und Aminoséuren.

Zelllinie Zellkulturmedium Einfriermedium

Medium 199 85 % Medium 199
Chang 10 % FCS 10 % FCS

2 mM Glutamin 5 % DMSO

DMEM 85 % DMEM
Hek-293 10 % FCS 10 % FCS

2 mM Glutamin 5 % DMSO

DMEM high Glucose (4,5 g/1) 85 % DMEM high Glucose (4,5 g/l)
GE-11 10% FCS 10 % FCS

2 mM Glutamin 5 % DMSO

ll)N(I)EM high Glucose (4,5 g/l) 85 % DMEM high Glucose (4,5 g/l)
GE-11-B1 0%FCS 10 % FCS

2 mM Glutamin 594 DMSO

220 pg/ml Zeocin

DMEM high Glucose (4,5 g/1) 85 % DMEM high Glucose (4,5 g/l)
2-4 10 % FCS 10 % FCS

2 mM Glutamin 5 % DMSO
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?S\ﬁfgchslgh Glucose (4,5¢/l) | g5 0, DMEM high Glucose (4,5 g/l)
24.8 . 10 % FCS
2 mM Glutamin 59, DMSO
220 pg/ml Zeocin
RPMI 1640 Superior 70 % RPMI 1640 Superior
HL-60 10 % FCS Superior 20% FCS
10 % DMSO

Tab. 11 Zellkultur- und Einfriermedium der verwendeten eukaryotischen Zelllinien.

2.10 Puffer und Losungen

Gelelektrophorese
TAE-Puffer

10 x DNS-Probenpuffer

Ethidiumbromid-Farbebad

Herstellung Ca**-kompeteneter Zellen

TFB1-Puffer

TFB2-Puffer

SDS-PAGE
SDS-Probenpuffer

40 mM Tris, 40 mM Essigsdure, | mM EDTA

50 % Glycerin, 0,1 M EDTA, 1 % SDS,
0,1 % Bromphenolblau

1 pg Ethidiumbromid pro ml HyOgest

30 mM Kac, pH 5,8, 50 mM MnCl,,
100 mM RbCl, 10 mM CaCl,, 15 % Glycerin

10 mM NaMops, pH 7,0, 75 mM CaCl,,
10 mM RbCI, 15 % Glycerin

1 M MgCl, 5 ml
10 % SDS 20 ml
Glycerin 5ml

3-Mercaptoethanol 2,5 ml
Bromphenolblau 25 mg
1 M Tris, pH 8,8 4,9 ml
H1O4est- ad 50 ml
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SDS-Probenpuffer
(ohne Mercaptoethanol)

10 x SDS-Laufpuffer

Native PAGE
Laufpufter (50x)

Probenpuffer

Coomassie Farbung

Coomassie-Losung

Entfarberlosung

1 M MgCl,

10 % SDS
Glycerin
Bromphenolblau
1 M Tris, pH 8,8
H>Ogest-

Tris
Glycin
SDS
H2Ogest-

250 mM Tris
1,92 M Glycin

Glycerol
50 x Laufpuffer
Bromphenolblau

Hzodest-

Methanol
Essigsédure
Coomassie Brillant
Blau R250

H2Oest.

Methanol

Essigsdure

H2Odest-

40

5 ml

20 ml
5ml

25 mg
4,9 ml
ad 50 ml

303¢g
144,1 g
10g

ad 1000 ml

3ml

0,6 ml

0,5 mg

ad 10000 ml

500 ml
100 ml
0,15 %

ad 1000ml

500 ml

75 ml
ad 1000 ml
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Westernblot
10 x Blotting-Puffer

1 x Blotting-Puffer

10 x PBS, pH 7,4

PBS-T

Blockierungs-Losung

oder:

Substratlosung

Substratgebrauchslosung

NBT-Losung

BCIP-Losung

Tris
Glycin
Hzodest.

10 x Blotting-Puffer

Methanol
Hzodest-

NaCl
KCl
Na,HPO,
KH,PO,
HyOgest-

10 x PBS
Tween 20
H2Odest-

Milchpulver
FCS

Diethanolamin

Hzodest.

Substratlosung
0,9 % NaCl
1 M MgCl,

NBT

BCIP

41

303 g
144,1 g
ad 1000 ml

100 ml
200 ml
ad 1000 ml

80 g

2g

144 ¢
24¢

ad 1000 ml

10 ml
2 ml
ad 1000 ml

5% in PBS-T
20 % in PBS-T

100 ml
ad 1000 ml

200 ml
800 ml
100 pl

1 mg/ml HyOgest

Smg/ml DMF
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Isolierung bakterieller Aufienmembranproteine

Tris-HC1 200 mM pH 8,0 Tris-HCI (pH 8,0) 24,22 ¢
H2Odest. ad 1000 ml

Lyse-Puffer Tris-HCI (pH 8,0) 2422 ¢
Saccharose 3423 ¢
EDTA 0,372 g
H>Ogest- ad 1000 ml

Lysozym-Losung Lysozym (pH 8,0) 2 mg

200 mM Tris-HCl 1000 ml

Extraktionspuffer Tris-HCl (pH 8,0) 6,1 ¢
MgCl 20¢g
Triton X-100 20 ml
H>Ogest. ad 1000 ml

Proteinbestimmung nach Lowry

Reagenz A Na,COs3 2%
NaOH 0,4 %
K/Na-Tartrat 0,16 %
SDS 1%

Reagenz B CuSO4 x 5 H,O

Reagenz C Reagenz A 100 ml
Reagenz B 1 ml

Folin-Losung Folin-Reagenz 50 % in HyOgest.

IMAC

Puffer A NaH,PO, 40 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 5 mM
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Puffer B

Gelfiltration

Phosphat-Puffer

ELISA

Substratpuffer 0,1 M pH 5,0

Schwefelsdure 0,5 M

Moviol-Losung

1 M Natriumhydrogencarbonat

PBS-5 mM MgCl,-Puffer

Serumabsorption

Bindepuffer pH 7,4

4 % PFA-Losung

NaH2P04
NaCl

Imidazol

NaH,PO,
NaCl

Zitronensiure

NaHPO4x 12

40 mM
300 mM
500 mM

20 mM
100 mM

0,034 M
H,O 0,066 M

95 % Schwefelsdure 2,8 ml

Hzodest.

Moviol 488
PBS
Glycerin

NaHC03
Hzodest.

NaCl
Na,HPO4
KCI
KH,PO4
MgCl,

100 mM NaCl
50 mM Tris
2 mM MgCl,

37 % in PBS

43

90 ml

20g
80 ml
40 ml

84,01 g
ad 1000 ml

137 mM
8,1 mM
2,7 mM
1,5 mM
5mM
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2.11 Gerite

Geriite Bezeichnung Firma

Analysenwagen 440-35N Kern & Sohn (Balingen-Frommern)
Blot-Apparatur Mini-Trans-Blot Bio-Rad (Miinchen)

Brutschrank Typ B-20 Hereaus (Hanau)

CLSM TCS-SP5 Leica Microsystems (Wetzlar)
Elektrophoresekammer fiir PAGE | Mini-PROTEAN 3 Bio-Rad (Miinchen)
Elektroporationsgerit MicroPulser ™ Bio-Rad (Miinchen)
Mikrotiterplattenphotometer Sunrise Tecan Deutschland GmbH (Crailsheim)
Epifluoreszenzmikroskop LEITZ DMDR Leica Microsystems (Wetzlar)

FACS

BD Facs Canto 11

BD Bioscience (Heidelberg)

Filmentwickler Fujifilm FPM-100A Fuji (Diisseldorf)
Gelelektrophoresekammer Mini-SUB" Cell GT Bio-Rad (Miinchen)
Geldokumentation GelDoc EQ Bio-Rad (Miinchen)
Lichtmikroskop Axivert 25 Zeiss (Jena)

Neubauer Zdhlkammer Neubauer improved 0,1 mm | Marienfeld (Lauda-Konigshofen)
PCR-Cycler Gene Amp PCR System 2700 | Applied Biosystems (Darmstadt)
pH-Meter DIGITAL-pH-Meter Bachofer (Reutlingen)
Photometer Ultraspec 3100 pro Amersham Biosciences (Freiburg)
Ultraschall-Applikator Sonifier 250 Branson (Danbury)

Zentrifugen

Kiihlzentrifuge Sigma 3K30 Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Standardzentrifuge Zentrifuge 5417R Eppendorf (Hamburg)

Cytospin Cytospin 3 life-science international (Frankfurt)

Tab. 12 Liste der verwendete Laborger:ite.

Zusétzlich zu den in Tab. 12 aufgefiihrten Gerdten wurden Standardlaborgeréte verwendet.

2.12

Chemikalien und Biochemikalien

Chemikalie/Biochemikalie

Firma

1 kb Plus DNS-Leiter

Invitrogen (Karlsruhe)

Aceton Merck (Darmstadt)
Acrylamid-N, N-Methylen-Bisacrylamid Agar Serva (Heidelberg)

Agarose Peqlab (Erlangen)

Agar BD Bioscience (Heidelberg)

Alexa488 Succinimidyl Esters

Invitrogen (Karlsruhe)

Ammonium-Persulfat

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Ampicillin Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
BCIP Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
BD FACS Clean BD Bioscience (Heidelberg)
BD FACS Flow BD Bioscience (Heidelberg)

BD FACS Shutdownsolution

BD Bioscience (Heidelberg)

Blutagarplatten

Oxoid (Hampshire)

Bromphenolblau

Roth (Karslruhe)
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BSA Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
CIAP Fermentas (St. Leon-Rot)
CIN-Agar Platten Oxoid (Hampshire)
Chloramphenicol Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Coomassie Brilliant BlueTM R250 Merck (Darmstadt)

DAPI-Mounting Medium Vectashield

Vector laboratories (Burlingame)

DMF

Merck (Darmstadt)

DMSO Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
DMEM Invitrogen (Karlsruhe)

dNTP Mix Invitrogen (Karlsruhe)
D-PBS Invitrogen (Karlsruhe)
EDTA Roth (Karslruhe)

ECL Western Blotting Reagenz

GE Healthcare (Freiburg)

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
FcR Blocking Reagent Miltenyi Biptec (Auburn)
FCS Invitrogen (Karlsruhe)

FBS Superior

Biochrom (Berlin)

FITC

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Folin-Ciocateu’s Reagenz

Fluka (Neu-Ulm)

Fuji Medical X-Ray Film Super Rx

Hartenstein (Wiirzburg)

Gentamicin AppliChem (Darmstadt)
Giemsa Merck (Darmstadt)
Glutamin Invitrogen (Karlsruhe)
Glycerin Roth (Karslruhe)
Glycin MP Biomedicals (Ohio)
Harnstoff MP Biomedicals (Ohio)
Hefe-Extrakt MP Biomedicals (Ohio)

Immersionsol

Zeiss (Jena)

Isopropanol

Merck (Darmstadt)

Isopropyl-pB-D-Thiogalactopyranosid

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

jetPEI ™ Losung

Polyplus Transfection Inc (New York)

Kaliumthiocyanat AppliChem (Darmstadt)
Kanamycin Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Medium 199 Invitrogen (Karlsruhe)
Mercaptoethanol Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Methanol Merck (Darmstadt)

Millex-HV Filter 0.45 pm

Millipore GmbH (Eschborn)
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NBT Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Ni-NTA Agarose Qiagen (Hilden)

OPD Dako (Glostrup)
Paraformaldehyd Merck (Darmstadt)
Phospholipase A2 Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Proteinase K Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Proteinstandard “BenchMark Pre-Stained” Invitrogen (Karlsruhe)
Proteinstandard Seeblue prestained Invitrogen (Karlsruhe)
Protran BA Nitrozellulose Transfer Membran Schleicher und Schiill (Dassel)
PVDF-Star-Transfer Membran AppliChem (Darmstadt)
Restriktionsenzyme Fermentas (St. Leon-Rot)
RNAse A Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
RPMI 1640 Invitrogen (Karlsruhe)
RPMI 1640 Superior Biochrom (Berlin)

SDS Serva (Heidelberg)
Schokoladenagarplatten Oxoid (Hampshire)
Spectinomycin Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
T4 DNA-Ligase Invitrogen (Karlsruhe)
TEMED Tetracyclin

Tetracyclin Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Trypanblau Merck (Darmstadt)
Trypsin/EDTA Invitrogen (Karlsruhe)
Zeocin Invitrogen (Karlsruhe)

Tab. 13 Verwendete Chemikalien und Biochemikalien.

2.13 Mikrobiologische Methoden

2.13.1 Kultivierungsverfahren

Soweit nicht anders beschrieben erfolgte die Kultivierung von E. coli Stimmen (Tab. 1) und
Y. enterocolitica Stimmen (Tab. 2) in LB- bzw. BHI-Medium in einem Schiittelinkubator
(180 U/min) bei 37 °C (E. coli) bzw. 27 °C (Y. enterocolitica) unter aeroben Bedingungen
unter Zugabe entsprechender Antibiotika. Neisseria-Staimme (Tab. 3) wurden auf
Schokoladenagarplatten mit Vitox und entsprechenden Antibiotika bei 37 °C und 5 % CO,
kultiviert.
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2.13.2 Stammbhaltung

Fiir die Stammbhaltung wurden E. coli und Y. enterocolitica Stimme in Einfriermedium (2.3)
angelegt und bei -80 °C aufbewahrt. N. meningitidis und N. gonorrhoeae Staimme wurden im

Cryotube MicroBank System der Firma Novodirect GmbH (Kehl) bei -80 °C gelagert.

2.13.3  Isolierung von Plasmid-DNS

Die Isolierung der Plasmid-DNS wurde mit dem QIAGEN Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) und
dem Plasmid DNA Purification Nucleo Bond PC100 Kit (Machery-Nagel, Diiren) nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.13.4 Modifikation von DNS

In vitro-Modifikationen von DNS-Fragmenten, wie Restriktionen und Ligationen, wurden
unter den vom jeweiligen Hersteller empfohlenen Bedingungen durchgefiihrt. Linearisierte
Vektoren wurden zur Vermeidung von Religationen fiir 15 min bei 37 °C mit alkalischer

Phosphatase (CIAP) behandelt, die anschlieend bei 75 °C fiir 15 min inaktiviert wurde.

2.13.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion handelt es sich um eine enzymatische Methode zur
Vervielfiltigung spezifischer DNS-Fragmente (Saiki et al., 1988). Die Auswahl der
verwendeten Polymerase richtete sich dabei nach der Grofe der zu amplifizierenden DNS-
Fragmente. Fiir DNS-Fragmente bis zu einer Gro3e von 2,5 kb wurde die AmpliTaq DNS-
Polymerase von Applied Biosystems verwendet. Grof3ere DNS-Fragmente wurden mit dem
Expand high fidelity PCR-System von Roche vervielfdltigt. Als Matrize wurde entweder
Plasmid-DNS, oder 1 pl eines Bakterienlysats eingesetzt, welches aus einer Bakterienkultur
stammt, die 1:10 mit HyOgqe. verdiinnt und aufgekocht wurde (95° C fiir 5-10 min). Die
Standard PCR-Reaktionsansétze sowie die PCR-Reaktionsprogramme sind in Tab. 14 und
Tab. 15 dargestellt.

Tab.

Komponenten AmpliTaq Polymerase | Expand high-fidelity Polymerase
10 x Puffer (mit 15 mM MgCl,) S5ul 5ul

dNTPs (2 mM) Sul 5ul

Oligonukleotide vorwirts/riickwérts | . . Lo

(100 pmol/ul) jeweils 1 pl jeweils 1 pl

Polymerase 0,25 ul 0,25 pul

DNS 100 ng 100 ng

H50 gest. ad 50 pl ad 50 pl

14 Verwendeter Standard PCR-Reaktionsansatz.
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PCR-Schritte Temperatur [°C] Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95 5/ 10* min 1
Deanturierung 95 45 sec
Hybridisierung Tyt2 1 min 25-30
Elongation 72/ 68* 1 min/1kb
Finale Elongation 72/ 68* 10 min 1

Tab. 15 Verwendetes Standard PCR-Reaktionsprogramm. Ty:: Schmelztemperatur; *fiir die Expand high-
fidelity Polymerase wurde als Elongationstemperatur 68 °C gewihlt und die initiale Denaturierung fiir
10 min durchgefiihrt.

Die Hybridisierungstemperatur wurde unter Beriicksichtigung der Schmelztemperatur Ty des
Oligonukleotidprimers gewdhlt, die sowohl von der Ladnge als auch von der Sequenz der
verwendeten Oligonukleotidprimer abhéngig ist. Die Schmelztemperatur Ty wird nach
folgender Formel (Suggs ef al., 1981) berechnet:

Ty [°C]=2 x (A+T) +4 x (G+C) (A, C, G, T: Anzahl der entsprechenden Nukleotide)

2.13.6  Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgte mit dem PCR Clean up, Gel-Extraction Kit
Nucleo Spin Extract II (Machery-Nagel, Diiren) nach Angaben des Herstellers. Die Lagerung
von aufgereinigten PCR-Produkten erfolgte bei -20 °C.

2.13.7 Agarosegelelektrophorese

Ein Verfahren zur Auftrennung von DNS-Molekiilen im elektrischen Feld ist die
Agarosegelelektrophorese. Die Nukleinsduren wandern dabei aufgrund ihrer negativen
Ladung zur Anode und werden in Abhingigkeit ihrer Molekularmasse und Konformation
(linear, offen zirkular, oder verdrillt) aufgetrennt. Fiir die Agarosegelelektrophorese wurden
die Proben mit 1 x DNS-Probenpuffer versetzt und auf Gele mit 1,0-2,0 % (w/v) Agarose in
TAE-Puffer aufgetragen (5 pl). Zur Bestimmung der Fragmentgrofe diente ein 1 kb Plus
DNS Leiter (Invitrogen). Der Gellauf erfolgte in horizontalen Gelkammern der Firma Bio-
Rad bei 90 V fiir 45-60 min. Die Gele wurden anschlieBend im Ethidiumbromid-Féarbebad
gefarbt, und die Detektion der aufgetrennten DNS-Fragmente erfolgte auf einem UV-

Transilluminator bei 254 nm.

2.13.8  Extraktion von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem PCR Clean up, Gel-
Extraction Kit Nucleo Spin Extract I (Machery-Nagel, Diiren) nach Angaben des Herstellers.
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2.13.9 Photometrische Bestimmung der DNS-Konzentration

Die Absorptionsmaxima einzelner Nukleotide in der DNS liegen bei pH 7,0 zwischen 253 nm
und 271 nm. Die Konzentration von Nukleinsdurelosungen wurde nach Clark und Swika
(1977) photometrisch bestimmt. Aliquots von Nukleinsdureldsungen wurden in 1 cm
Quarzkiivetten iiberfithrt und die Extinktionsmessung erfolgte in einem Spektralphotometer
bei 260 nm (Ea60 nm).

Als Grundlage zur Berechnung der vorliegenden DNS-Konzentrationen aus den erhaltenen

Adsorptionswerten dienen folgende Naherungswerte:

Doppelstrangige (ds) DNS: Ex¢onm = 1 entspricht 50 pg / ml
Einzelstrangige (ss) DNS: Ez¢0nm = 1 entspricht 33 pg / ml
Einzelstrangige (ss) RNS: Ey¢0nm = 1 entspricht 40 pg / ml

Verunreinigungen der DNS, z.B. durch RNS oder Proteine, konnen durch die Bestimmung
der Extinktion (E) bei 230, 260 und 280 nm und Bildung der Quotienten Ezs0 nm/E280 nm SOWie
E260 nm/E230 nm festgestellt werden. Der fiir die Weiterbearbeitung der DNS ndtige
Reinheitsgrad ist bei folgenden Werten gewéhrleistet (Marmur ef al., 1961):

E260 nm/E280nm > 1,9 sowie  Eas0 nm/E230 nm > 2,2

2.13.10 DNS-Sequenzanalyse

Alle in dieser Arbeit hergestellten Plasmide (Tab. 4) wurden mit entsprechenden
Sequenzierungs-Oligonukleotiden (Tab. 5) durch die Firma Agowa (Berlin) sequenziert. Die
Sequenzierung der doppelstringigen DNS erfolgte dabei nach dem Prinzip des “Cycle
Sequencing”, welches auf dem mnach (Sanger et al, 1977) Dbeschriebenem

Kettenabbruchverfahren mit Didesoxynukleotiden basiert.
2.13.11 Kompetente Zellen und Elektroporation

2.13.11.1 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Elektrokompetente Zellen wurden fiir die E. coli Stimme DH50 und BL21 (DE3), sowie fiir
die Y. enterocolitica Stimme WA-c und WA-c 4inv hergestellt. Dafiir wurden in LB-Medium
angesetzte Ubernachtkulturen 1:50 in LB-Medium unter Zugabe entsprechender Antibiotika
verdiinnt. E. coli Zellen und Y. enterocolitica Zellen wurden bis zur logarithmischen

Wachstumsphase ODggp = 0,5 angeziichtet und auf Eis fiir 15 min abgekiihlt. Nachdem die
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Zellen bei 4 °C fiir 15 min bei 4000 g zentrifugiert wurden, erfolgte das dreimalige Waschen
mit 100 ml HyOgest. Die Zellen wurden ein weiteres Mal mit 10 % Glycerin in HyOgegt,
gewaschen und schlieBlich in 100-200 pl 10 % Glycerin in HyOgest aufgenommen und in
Aliquots von 40 pl bei -80 °C gelagert.

2.13.11.2 Herstellung Ca2+-k0mpetenter Bakterien

Die Herstellung Ca*"-kompetenter Zellen erfolgte fiir den E. coli Stamm SM10Apir sowie fiir
den Y. enterocolitica Stamm WA-c basierend auf dem modifizierten Protokoll nach Hanahan
(Hanahan, 1983). Dafiir wurden die in LB-Medium angesetzten Ubernachtkulturen 1:100 in
LB-Medium unter Zugabe entsprechender Antibiotika verdiinnt, und bis zur logarithmischen
Wachstumsphase (ODgoo = 0,5) angeziichtet. Die Bakterienkulturen wurden fiir 5 min auf Eis
abgekiihlt und bei 4 °C fiir 15 min bei 4000 g zentrifugiert. Die Zellen wurden in 30 ml
TFB1-Puffer pro 100 ml Bakterienkultur resuspendiert und ein weiteres Mal bei 4 °C fiir 15
min bei 4000 g zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurden die Pellets in
4 ml TFB2-Puffer pro 100 ml Bakterienkultur resuspendiert und in Aliquots von 100 pl bei -
80 °C gelagert.

2.13.11.3 Transformation elektrokompetenter Bakterien

Elektrokompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit DNS (1 pl Ligationsansatz oder
5 ng Plasmid-DNS) in eine Elektroporationskiivette (Bio-Rad, Miinchen) iiberfiihrt. Die
Transformation erfolgte bei 1,8 kV, 200 Q und 25 pF (time constant > 4ms). Die Zellen
wurden in 1 ml SOC-Medium (2.3) aufgenommen und fiir 1,5 h bei 37 °C (E. coli) oder 27 °C
(Y. enterocoiltica) und 750 rpm in einem Thermoblock (Eppendorf, Hamburg) inkubiert.

100 pl, 200 pl und 500 pl der Bakteriensuspension wurden auf selektiven Agarplatten
ausplattiert und bei 27 °C oder 37 °C bebriitet.

2.13.11.4 Transformation Ca2+-k0mpetenter Bakterien

Ca®"-kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und zusammen mit DNS (10 pl
Ligationsansatz oder ca. 5 ng Plasmid-DNS) fiir 30 min auf Eis gekiihlt und anschlieBend fiir
90 sek im Thermoblock (Eppendorf, Hamburg) bei 42 °C erwédrmt. Die Zellen wurden sofort
fiir weitere 60 sek auf Eis abgekiihlt bevor die Zugabe von 1 ml SOC-Medium erfolgte. Die
Zellen wurden fiir 1,5 h bei 37 °C oder 27 °C und 750 rpm in einem Thermoblock inkubiert
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und 100 pl, 200 pl und 500 pl der Bakteriensuspension wurden auf selektiven Agarplatten
ausplattiert und bei 27 °C oder 37 °C bebriitet.

2.13.12 Konjugation

Die Konjugation bezeichnet den horizontalen Transfer von DNS zwischen einem Donor- und
einem Rezipienten-Stamm iiber Plasmabriicken. Die Grundlage der Konjugation bildet dabei
das Vorhandensein eines Mobilitdtselements (,,mob-site”) oder einer oriT-Seite (,,origin of
transfer) auf der zu transferierenden DNS. Zusétzlich werden bei der Konjugation Proteine
bendtigt, die in tra-Operons kodiert werden und die fiir die Ausbildung der Plasmabriicken
essentiell sind. Fiir die Konjugation wurde das Suizidplasmid pGP704 verwendet, das zwar
einen oriR6K besitzt, der jedoch fiir seine Funktion das Pi Protein bendtigt welches vom pir
Gen kodiert wird. Zusitzlich befindet sich auf dem Suizidplasmid eine Kopie des
Mobilititselements des Plasmids RP4, welches die Mobilisierung der DNS zum Rezipienten-
Stamm ermdoglicht. Fiir die Konjugation von pGP704 wurde der Helferstamm E. coli SM10
Apir verwendet, da dieser eine Kopie des pir Gens besitzt und somit zur Aktivierung des
oriR6K fiihrt, was die Replikation des Plasmids ermoglicht. Als Donor-Stamm wurde E.coli
SM10Apir mit dem Suizidplasmid pGP704 verwendet. Als Rezipient wurde Y. enterocolitica
Stamm WA-314 AyadA verwendet. Fiir die Konjugation wurden Kulturen des Donor- und des
Rezipienten-Stamms auf Blutagarplatten mit entsprechenden Antibiotika vorbereitet. Von
diesen Platten wurden Kolonien des Donor- und des Rezipienten-Stamms im Verhéltnis 1:3
entnommen und in 500 pul PBS vermischt. Diese Suspension wurde auf eine frische
Blutagarplatte aufgetragen und bei der fiir den Donor-Stamm idealen Temperatur von 37 °C
fiir 6 h inkubiert. Anschlielend wurde ein Teil des ,,Konjugationsrasens® in 1 ml PBS
resuspendiert und auf selektiven Agarplatten fiir 36 h bei 27 °C ausplattiert um die

Transkonjuganten zu isolieren.
2.13.13 Konstruktion von Plasmiden und Stammen

2.13.13.1 Konstruktion von E. coli Stimmen mit pGPS-Plasmiden

Fiir die Herstellung verschiedener nadA-yadA und nadA-exprimierender Stimme wurden
zunéchst die Suizidplasmide pGPS:SS, pGPS-A-H und pGPS:HNSO hergestellt. pGPS:SS
wurde durch Verwendung des Plasmids pUC-A-1 als Matritze fiir zwei PCRs mit den
Oligonukleotiden A-Cla-f und A-87-r (PCR 1) und den Oligonukleotiden A-1270-f und A-

51



Material und Methoden

Sphl-r (PCR 2) hergestellt. Das Ergebnis von PCR 1 war die Amplifizierung der yadA
Signalsequenz sowie der yadA-Promotorregion, wiahrend die PCR 2 zur Amplifizierung der
yadA-Terminatorregion fiihrte. Nachdem pUC-A-1 mit den Restriktionsenzymen Clal und
Sphl verdaut, und somit das enthaltene yadA entfernt wurde, erfolgte die Ligation von pUC-
A-1 mit den PCR-Produkten aus PCR 1 und 2 wodurch der Vektor pUC:SS generiert wurde.
Dieser besall nur noch die yadA bp 1-87 sowie den yadA-Promotor- und Terminatorbereich.
Dann wurde das EcoRI/Sphl Fragment von pUC:SS in das EcoRI/Sphl verdaute Plasmid
pGP704 kloniert, was zur Generierung des Plasmids pGP:SS fiihrte. Hieraus wurde
schlieBlich durch Einbau der EcoRI/EcoRI-verdauten Spc-Kassette das Plasmid pGPS:SS
hergestellt. Das Plasmid pGPS:SS wurde dann als Vektor fiir die Konstruktion des kompletten
pGPS:nadA Plasmid verwendet. Dafiir wurde das nad4 vom N. meningitidis Stamm MCS58
mit den Oligonukleotiden MC58-1-f und N-1089-r mittels PCR amplifiziert, mit Sacl verdaut
und in das Plasmid pGPS:SS kloniert was, zur Bildung des Plasmids pGPS:MC1089 fiihrte
(Abb. 7). Das nadA des Stamms Fam18 wurde auch mit den Oligonukleotiden Fam18-1f und
N-1089-r amplifiziert, mit Sacl verdaut und in den Vektor pGPS:SS kloniert wodurch das
Plasmid pGPS:Fam1089 erhalten wurde (Abb. 7).

Fiir die Herstellung von nadA-yadA-Hybriden wurden zunichst zwei Plasmide pGPS-A-H
und pGPS:HNSO konstruiert. Bei pGPS-A-H handelt es sich um das EcoRI/Sphl Fragment
von pUC-A-H welches in pGP704 eingebracht wurde und somit zum Plasmid pGP-A-H
fiihrte (Dissertation N. Ackermann). pGP-A-H wurde mit EcoRI verdaut und die
EcoRI/EcoRI-verdaute Spc-Kassette wurde eingebracht (= pGPS-A-H). pGPS-A-H
reprasentiert somit das Suizidplasmid mit yadA ohne bp 88-565 was der Kopfregion von
YadA entspricht. Bei dem Plasmid pGPS-HNSO handelt es sich um das Clal/Sacl-verdaute
Plasmid pGPS-A-N (Roggenkamp et al., 2003), in welches das mit A-Cla-f und A-87-r
amplifizierte PCR-Produkt von pUC-A-H {iiber Clal und Sacl eingebracht wurde. Demnach
enthédlt pGPS-HNSO yadA ohne die Basenpaare bp 88-645, was der Kopf- und Hals-Region
von YadA entspricht. Diese Plasmide pGPS-A-H und pGPS:HNSO wurden schlieBlich fiir die
Konstruktion unterschiedlicher nadA-yadA-Hybride verwendet. Dabei wurden zwei
unterschiedlich lange nadA-Abschnitte der Stimme MCS58 und Faml8 verwendet. Der
kiirzere nadA-Abschnitt, der der hypothetischen NadA-Kopfregion entspricht wurde mittels
PCR mit den Oligonukleotiden MC-58-1f und N-270-r von dem N. meningitidis Stamm
MC58 amplifiziert. Das somit entstandene PCR Produkt fiir nad4 MC58 umfasste die bp 69-
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270. Das nadA des N. meningitidis Stamms Fam18 wurde mit den Oligonukleotiden Fam18-
1f und N-270-r amplifiziert (bp 69-270 nad4A Fam18). Beide PCR-Produkte von nad4 MC58
und Faml8 wurden mit Sacl verdaut und jeweils in die Plasmide pGPS-A-H und
pGPS:HNSO kloniert wodurch die Plasmide pGPS:M1, pGPS:M2, pGPS:F1, und pGPS:F2,
entstanden (Abb. 7). Weitere nadA-yadA-Hybride die die NadA-Kopfregion und die
potentielle NadA-Halsregion besitzen wurden konstruiert, indem das nad4 von MC58 mit den
Oligonukleotiden MC58-1f und N-630-r amplifiziert wurde (entspricht nad4 bp 69-630).
Auch fiir Fam18 wurde nadA4 mit den Oligonukleotiden Fam18-1f und N-630-r amplifiziert
(entspricht den bp 69-609). Beide PCR-Produkte wurden mit Sacl verdaut und in die
Plasmide pGPS-A-H und pGPS:HNSO eingebracht wodurch die Plasmide pGPS:M3,
pGPS:M4, pGPS:F3, und pGPS:F4 entstanden sind (Abb. 7). Alle hier beschriebenen pGPS-
Plasmide wurden schlieBlich in den E. coli Stamm SM10 Apir transformiert (2.13.11.4).

2.13.13.2 Konstruktion von Y. enterocolitica Stimmen mit modifizierten pYV-Plasmiden

Fiir die Herstellung von nadA und nadA-yadA-exprimierenden Yersinien wurden die unter
2.13.13.1 beschriebenen Suizidplasmide mittels Konjugation in den Y. enterocolitica Stamm
WA-314 AyadA transferiert (2.13.12), wodurch die Plasmide pYVOS8:M1, pYVOS8:M2,
pYVO8:M3, pYVO8:M4, pYVO&MCI1089, pYVOS:F1, pYVOS8:F2, pYVOS:F3,
pYVOB8:F4, pYVOS8:Fam1089 und pYV:SS generiert wurden.

2.13.13.3 Konstruktion von Y. enterocolitica Stimmen mit pACYC-Plasmiden

Um die Rolle von nad4 und nadA-yadA-exprimierenden Yersinien ohne den Einfluss
zusitzlicher Virulenzfaktoren, wie chromosomal kodiertes Invasin und auf dem
Virulenzplasmid-kodierter Faktoren untersuchen zu konnen, wurden nadA, yadA und die
nadA-yadA-Hybride in das Plasmid pACYC:virF (p) kloniert. pACYC:virF (p) besitzt das
virF-Gen, das fir den YadA-Transkriptionsaktivator VirF kodiert. Fiir die Herstellung von
pACYC:virF wurde pACYC184 mit Sall und Sphl verdaut. virF wurde mittels PCR mit den
Oligonukleotiden virF-151f-Sphl und virF-86r-Sall aus dem Plasmid pYVOS§-A-1
amplifiziert, mit Sall und Sphl verdaut und in den Sall/Sphl-eréffneten Vektor pACYC184
eingebracht. Das so entstandene Plasmid pACYC:virF besitzt die virF-Promotorregion (151
bp vor dem virF), das komplette virF-Gen, sowie die Terminatorregion von virF (86 bp nach
virF). Das nadA von N. meningitidis Stamm MCS58, das yadA und die nadA-yadA-Hybride
(von MC58 MI1-M4) wurden aus den entsprechenden pGPS-Plasmiden mit den
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Oligonukleotiden A-144f-Xbal und A-119r-BamHI amplifiziert und mit Xbal und BamHI
verdaut. Diese Fragmente wurden in den mit BamHI und Xbal eroffneten Vektor
pACYCuwirF (p) ligiert und als pM1, pM2, pM3, pM4 und pnadA bezeichnet. Fiir die
Konstruktion von pyadA und pyadAass.sss wurde das yadA mit den Oligonukleotiden A-144£-
Xbal und A-119r-BamHI aus den Plasmiden pGPS-A1 und pGPS-A-H amplifiziert und iiber
Xbal und BamHI in pACYCwirF (p) ligiert. Alle Plasmide wurden erst in den
elektrokompetenten E. coli Stamm DHS5a transformiert, bevor sie dann weiter in

elektrokompetente Y. enterocolitica W A-c Ainv transformiert wurden.

2.13.13.4 Konstruktion von Expressionsplasmiden

Fiir die rekombinante Herstellung von nad4 wurde das Expressionsplasmid pET21b:nadA
(Tab. 4) konstruiert. pET21b:nad4 entstand durch Amplifizierung von nadA aus
pGPS:MC1089 mit den Oligonukleotidpaaren MC58-69f-Ndel und MC58-630r-Xhol (0).
Das DNS-Fragment wurde mit Ndel und Xhol verdaut, in den linearisierten
Expressionsvektor pET21b(+) ligiert, und in den Expressionsstamm BL21 (DE3)

transformiert.
2.14 Methoden zum Arbeiten mit Proteinen

2.14.1 Priparation von Y. enterocolitica Ganzzelllysaten —yadA-Expression

Fir die Induktion der der yadA-, nadA- und nadA-yadA-Hybrid-Expression in Y.
enterocolitica wurden die Yersinien zundchst bei 27 °C iiber Nacht in LB-Medium und
entsprechender Antibiotika angeziichtet. Die Kulturen wurden am néchsten Tag 1:40 in
RPMI-Medium mit entsprechenden Antibiotika verdiinnt und bei 37 °C fiir 5 h inkubiert. 1 ml
der Bakterienkultur wurde bei 8000 rpm fiir 2 min zentrifugiert und in SDS-Probenpuffer
resuspendiert. Die Lagerung der Proben fiir Westernblotanalysen erfolgte bei -20 °C.

2.14.2  Priaparation von Neisseria Ganzzelllysaten

Fiir die Herstellung von N. meningitidis und N. gonorrhoeae Ganzzelllysaten wurden die auf
Schokoladenagarplatten kultivierten Neisserien (2.13.1) mit der Impfése von der Platte
genommen und in 1 ml PBS resuspendiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS fiir 2 min
bei 4000 rpm wurden die Bakterien in SDS-Probenpuffer resuspendiert und fiir
Westernblotanalysen bei -20 °C gelagert.
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2.14.3  Priaparation bakterieller Aufienmembranproteine

Fiir den Nachweis der Produktion von NadA, YadA und NadA-YadA-Hybridproteinen und in
ihre Integration in die &uBlere Membran von Y. enterocolitica wurden bakterielle
Aullenmembranprotein isoliert. Dabei handelt es sich um eine Methode bei der die Bakterien
zundchst mit Lysozym behandelt werden, wodurch der Mureinsacculus degradiert wird.
Durch die weitere Behandlung der Zellen mit EDTA und Sucrose wird die Membran durch
Entzug der Ca®" und Mg**-Ionen instabil, und es kommt zur Ausbildung von Sphirozyten.
Diese konnen dann mittels Ultraschallbehandlung aufgebrochen werden, wodurch die
Aufreinigung der AuBenmembranproteine ermoglicht wird.

Fiir die Isolierung von Aulenmembranproteinen wurden Yersinien Kulturen 1:40 in RPMI-
Medium mit Antibiotika verdiinnt und bei 37 °C kultiviert (2.14.1). Die bei 4000 g und 4 °C
fiir 15 min zentrifugierten Bakterien wurden mit 50 mM Tris-1 mM MgCl,-Lésung zweimal
gewaschen und in 500 pl 200 mM Tris-HCI (pH 8,0) resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte mit
1 ml Lyse-Puffer, 100 pl Lysozym-Losung (2.10) und 3,2 ml H;Opigese. fiir 30 min bei
Raumtemperatur. Durch die anschlieBende Ultraschallbehandlung fiir 45 sec (3 x 15 sec mit
10 sec Pausen), wurden die Zellen aufgeschlossen und die Vesikel der Zytoplasmamembran
und der dulleren Membran konnten durch Zentrifugation von den Zelldebris getrennt werden.
Die Zellen wurden fiir 30 min bei 4 °C und 3000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
weitere 45 min bei 4 °C und 19000 rpm zentrifugiert. Das so entstandene Pellet wurde in 5 ml
Extraktionspuffer (2.10) aufgenommen und fiir 20 min bei Raumtemperatur unter Schwenken
inkubiert um die Zytoplasmamembran zu solubilisieren. Durch ein erneutes Zentrifugieren bei
19000 rpm fiir 45 min bei 4 °C, sowie das zweimalige Waschen des Pellets mit HyOpjigest, fiir
je 30 min bei 4 °C und 19000 rpm wurden die AuBenmembranproteine von den restlichen
solubilisierten Zytoplasmamembranproteinen getrennt. Das Sediment der
AuBenmembranproteine wurde in 200 pl HyOpigest. resuspendiert und zur weiteren Analyse bei
-20 °C gelagert. Fiir Westernblotanalysen wurden 10 pg der AuBenmembranproteine

verwendet.

2.14.4 Autoaggregationsnachweis

Fiir den Nachweis der Autoaggregation/Autoagglutination wurden Vorkulturen von Y.
enterocolitica in RPMI-Medium bis zu einer ODgo9 = 0,1 verdiinnt, und dann fiir 7 h in

Reagenzgldsern ohne Schiitteln bei 37 °C inkubiert (Skurnik et al., 1984). Yersinien welche
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Autoaggregationsverhalten  zeigen, konnen  dabei als  Bakteriensediment am
Reagenzglasboden nachgewiesen werden. Zusitzlich wird dar Uberstand des RPMI-Mediums

klar.
2.14.5 Bestimmung der Proteinkonzentration

2.14.5.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Proteinbestimmungen nach Bradford wurden mit dem Bio-Rad Protein Assay Kit (2.8) nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Als Standardprotein fiir die Erstellung von
Eichgeraden wurde BSA (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) verwendet. Die Absorptionsmessung
erfolgte im Photometer bei einer Wellenldnge von 595 nm. Anhand der Eichgerade konnte die
Proteinkonzentration bestimmt werden. Die Durchfiihrung der Proteinbestimmung erfolgte

fiir jede Probe im Doppelansatz und wurde als Mittelwert beider Werte bestimmt.

2.14.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration bakterieller Auflenmembranproteine wurde das
von Markwell et al., 1978 modifizierte Lowry-Protokoll (Lowry et al., 1951) verwendet. Die
Lowry-Methode basiert auf zwei sequentiellen Reaktionen, durch die Proteinkonzentrationen
von 0,1-1 pg I6slicher und unléslicher Proteine bestimmt werden kdnnen.

Bei der ersten Reaktion kommt es zur Ausbildung eines Komplexes zwischen den Cu(Il)-
Ionen in alkalischer Losung und den Peptidbindungen, die dem Biuretkomplex dhnelt. In
einem zweiten Schritt erfolgt die Reduktion von Cu(Il) zu Cu(I) wodurch das gelbe Folin-
Ciocalteu Reagenz zu Molybdénblau reduziert wird. Die resultierende Blaufirbung kann
schlieBlich zur Messung der Absorption bei einer Wellenldnge von 750 nm verwendet
werden. Als Standardprotein flir die Erstellung von Eichgeraden wurde BSA (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) verwendet. Jeweils 5 pl der Aulenmembranproteine wurden in 995 pl HyOpgest.
verdiinnt. Darauthin erfolgte die Zugabe von 3 ml Reagenz C. Nach einer Inkubation von 10
min bei Raumtemperatur wurden jeweils 300 pl einer 50 % Folin-Losung zugegeben,
vermischt und fiir 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die Messung der Absorption
bei 750 nm sowie die Darstellung der ermittelten Absorptionen als Funktion der

Konzentration der Standardproteinlosung konnten die Proteinkonzentration ermittelt werden.
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2.14.6  Polyacrylamid-Gelelektrophorese

2.14.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine Methode, bei der Proteine aufgrund ihres

Molekulargewichts in einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt werden
(Laemmli, 1970). Die SDS-Gele bestehen dabei aus einem 4 % Sammelgel und einem
Trenngel, das je nach gewiinschter Proteinauftrennung bzw. Molekulargewicht der Proteine
einen Acrylamidgehalt von 8-12 % besitzen kann (Tab. 16). Die Proteine werden zunichst
durch das Sammelgel an der Grenzfliche zum Trenngel konzentriert und dann im Trenngel
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Durch den Probenpuffer und das im Gel
vorhandene SDS kommt es zur Bildung negativ geladener Proteine, die im elektrischen Feld
als Polyanionen zur Anode wandern konnen. Fiir die Herstellung der SDS-Gele wurde
Acrylamid/Bis Losung 29:1 von SERVA verwendet. Es wurden 0,75 mm dicke Gele der
GroBe 8 x 7 cm verwendet. Als Proteinstandard wurde der Standard “BenchMark Pre-
Stained” oder ,,Seeblue prestained (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Vor dem Gellauf
wurden die Proteinproben mit SDS-Probenpuffer (2.10) versetzt welcher -Mercaptoethanol
enthélt, wodurch die Disulfidbriicken der Proteine reduziert werden. Zur vollstindigen
Denaturierung wurden die Proben vor dem Auftragen auf SDS-Gele bei 100 °C fiir 10 min
aufgekocht. Fiir den Nachweis von oligomerem YadA, NadA und den NadA-YadA-Hybriden
wurden die Proben vor dem Auftragen bei 37 °C fiir 1,5 h in SDS-Probenpuffer inkubiert. Fiir
den Nachweis von monomeren Proteinen, wurden Aulenmembranproteine (2.14.3) zusitzlich
mit 4 M Harnstoff in SDS-Probenpuffer fiir 10 min bei 100 °C inkubiert. Der Gellauf erfolgte
in Mini-PROTEAN 3 Gelkammern (Bio-Rad, Miinchen) bei konstant 80 V fiir 20 min und
anschlieenden 180 V in 1 x SDS-Laufpuffer (2.10). Nach dem Gellauf wurden die Gele in
Coomassie-Losung (2.10) gefarbt und fiir Westernblotanalysen verwendet (2.14.8).

10% Trenngel (10 ml) | 11 % Trenngel (10 ml) | 4% Sammelgel (2,5 ml)
1 M Tris/HCI, pH 8,0 3,75 ml 3,75 ml -
0,25 M Tris/HCI pH 6,8 - - 1,25 ml
H50 gest 2,6 ml 2,2 ml 0,85 ml
30 % Acrylamid-Losung 3,3ml 3,7ml 350 pl
10 % SDS 200 pl 200 pl 50 pl
10 % Ammoniumpersulfat | 40 pl 40 pl 15 pl
TEMED 20 pl 20 pl 15 pl

57

Tab. 16 Verwendete Puffer und Losungen, sowie Zusammensetzung von SDS-Polyacrylamidgelen.




Material und Methoden

2.14.6.2 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der nativen PAGE werden Proteine ohne denaturierende Detergenzien wie SDS, DTT und
B-Mercaptoethanol nach ihrem natiirlichen Masse/Ladungsverhéltnis aufgetrennt. Fiir die
Auftrennung der Proteine mittels nativer PAGE wurde das Tris-Puffer-basierte System
verwendet, das einen pH-Wert von 8 hat, und somit ein Einwandern von Proteinen mit einem
isolektrischen Punkt pI<8 ermdglicht. Die Herstellung von nativen Gelen erfolgte wie unter
2.14.6.1 beschrieben, allerding wurde kein Sammelgel gegossen. Vor dem Gellauf wurden die
Proteinproben mit Probenpuffer versetzt (2.10). Der Gellauf erfolgte bei 80 V fiir 3 h in
Laufpuffer (2.10). Nach dem Gellauf wurden die Gele in Coomassie-Losung (2.10) gefarbt
und fiir Westernblotanalysen verwendet (2.14.8).

Nativgel
1,5 M Tris pH 8,9 3, 0ml
40 % Acrylamid-Losung 3,0 ml
TEMED 20 pl
10 % Ammoniumpersulfat | 160 pl
HZOdesL 5,18 ml

Tab. 17 Verwendete Puffer und Losungen fiir native Polyacrylamidgele.

2.14.7 Coomassie-Firbung

Nachdem Proteine mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt wurden (2.14.6),
erfolgte die Visualisierung der Proteine auf den SDS-Gelen mittels Coomassie-Farbung
(Weber und Osborn, 1969). Hierfiir wurden die SDS-Gele fiir 30-60 min unter Schwenken in
Coomassie-Losung gefarbt und anschlieBend in Entfarberlosung (2.10), die mehrmals

gewechselt wurde, entfarbt bis alle Proteinbanden deutlich zu erkennen waren.

2.14.8 Westernblot (Immunoblot)

Beim Westernblotverfahren werden Proteine, die mittels SDS-PAGE nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt wurden, elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose- oder PVDF-
Membran iibertragen und immobilisiert, wodurch ein Nachweis der Proteine mit spezifischen
Antikorpern ermoglicht wird. Fiir Westernblotanalysen wurden SDS-Gele auf eine mit
Methanol aktivierte PVDF- oder Nitrozellulose-Membran luftblasenfrei aufgebracht und
zwischen Lagen von Filterpapier bedeckt. Der Transfer der Proteine auf die Membran wurde
in einer Mini Trans-Blot Kammer der Firma Bio-Rad (Miinchen) bei konstant 80 V fiir 60

min in 1 x Blotting-Puffer (2.10) durchgefiihrt. Freie Bindungsstellen der Membranen mit 20
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% FCS in PBS-T oder 5 % Magermilchpulver in PBS-T (2.10) {iber Nacht bei 4 °C blockiert.
Der Proteinnachweis erfolgte durch Inkubation der Membran mit spezifischen
Primérantikorpern (Tab. 7) fiir 1-2 h bei Raumtemperatur unter Schwenken. Nachdem
ungebundene Primérantikorper durch dreimaliges Waschen mit PBS-T (jeweils 10 min)
entfernt wurden, erfolgte die Inkubation mit einem Peroxidase- oder alkalischer Phosphatase-
konjugierten Sekundirantikérper (Tab. 7) fiir 1-1,5 h bei Raumtemperatur. Ungebundene
Antikorper wurden wieder durch dreimaliges Waschen mit PBS-T fiir je 10 min von der
Membran entfernt. Die enzymatische Nachweisreaktion fiir Peroxidase-konjugierte
Sekundérantikdrper erfolgte mit dem ,,ECL Western Blotting System™ (GE Healthcare,
Miinchen) nach Herstellerangaben und es wurde ein Rontgenfilm zur Belichtung aufgelegt.
Bei Sekundirantikorpern, die mit alkalischer Phosphatase gekoppelt sind, wurde die
Nachweisreaktion durch die Zugabe von 1 ml NBT-Losung zu 9 ml Substratgebrauchslosung
und 100 ul BCIP-Losung durchgefiihrt (2.10). Die alkalische Phosphatase wandelt dabei das
Nitroblautetrazolium in das rote Diformazan, und das 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat in

ein blaues Produkt um, so dass die Proteine als violette Banden auf der Membran erscheinen.

2.14.9 Far Westernblot

Zusitzlich zum Standard-Westernblotverfahren wurde in dieser Arbeit die Far Westernblot-
Methode nach Wu et al. angewendet (Wu et al., 2007). Dabei handelt es sich um eine
etablierte Methode zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen in vitro. Fiir den Far-
Westernblot werden ,,Beuteproteine® (,,prey proteins®) mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
wie bei dem Standard-Westernblotverfahren auf eine Nitrozellulose- oder PVDF-Membran
transferiert (2.14.8). Die Proteine auf der Membran werden anschlieBend denaturiert und
wieder renaturiert und mit Blockierungspuffer abgesittigt. In einem weiteren Schritte erfolgt
die Inkubation der Membran mit dem sogenannten ,,Rduberprotein® (,,bait protein*). Bilden
das ,,Beuteproteine® und das ,,Rduberprotein® einen Komplex kann dies iiber den Nachweis
des ,,Rduberproteins sichtbar gemacht werden. Der Far-Westernblot wurde in dieser Arbeit
fiir den Nachweis der Interaktion von rekombinatem NadA Protein (,,bait protein®) mit
aufgereinigtem humanem o531 und avp3 Integrin (,,prey protein®) (2.6) verwendet. 1 pg des
a5B1 und des avB3 Integrins wurden in SDS-Probenpuffer ohne Mercaptoethanol
aufgenommen und mittels SDS-PAGE in ihre a- und B-Untereinheiten aufgetrennt (2.14.6).
Nachdem die Proteine auf eine PVDF-Membran iibertragen wurden (2.14.8), wurden die

Integrinuntereinheiten durch Variation des Guanidin-HCI-Puffers schrittweise denaturiert und
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renaturiert (Tab. 18). Die Absittigung der Membran erfolgte mit Blockierungspuffer iiber
Nacht bei 4 °C. Am néchsten Tag wurden 5 pg des rekombinanten NadA Proteins auf die
Membran gegeben und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Eine Komplexbildung von
rekombinantem NadA Protein und der a5- bzw. Bl-Untereinheit oder der av- bzw. B3-
Untereinheit wurde nach dreimaligem Waschen fiir 10 min mit PBS-T mittels anti-NadA
Serum und Ziege anti-Kaninchen IgG Peroxidase Konjugat (Tab. 7) nachgewiesen. Um sicher
zu stellen, dass die Integrine erfolgreich auf die PVDF-Membran {ibertragen wurden, wurde 1
png des a5B1 und avp3 Integrins auf eine PVDF-Membran transferiert, denaturiert und
renaturiert, jedoch ohne NadA-Protein inkubiert. Der Nachweis der Bl Integrinuntereinheit
erfolgte dabei mit Maus anti-humanem Integrin 1 (MAB1981) Primarantikorper (1:1000)
und Ziege anti-Maus IgG Peroxidase Konjugat (1:2000) (Tab. 7).

Guanidin-HCI

Konzentration [M] g . : Wy v
Glycerin 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml

5 M NaCl 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml

1 M Tris, pH 7,5 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
0,5 M EDTA 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml
10 % Tween-20 0,25 ml 0,25 ml 0,25 ml 0,25 ml 0,25 ml
8 M Guanidin-HC1 18,75 ml 9,30 ml 3,13 ml 0,31 ml 0,0 ml
Milchpulver 0,5¢g 0,5¢g 0,5¢g 0,5¢g 05¢g

1 MDTT 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul
H,Opigest. 2,45 ml 12,82 ml 18,07 ml 20,89 ml 21,20 ml
totales Volumen 25 ml 25 ml 25 ml 25 ml 25 ml
Zeit/Temperatur 30 min, RT | 30 min, RT | 30 min, RT | 30 min, 4 °C | iiber Nacht, 4 °C

Tab. 18 Zusammensetzung des Guanidin-HCI-Puffers, notwendige Inkubationszeit und
Inkubationstemperatur fiir den FAR-Westernblot.

2.14.10 Proteinaufreinigung

2.14.10.1 Induktion der Proteinexpression in E. coli

Fiir die Herstellung von rekombinantem NadA Protein wurde das Expressionsplasmid pET-
21b(+) verwendet, mit dem sechs Histidine an den C-Terminus des nadA4 Fragments angefiigt
wurden. Das nadA Fragment wurde tiber Xbal und Ndel hinter den T7-®10-Promotor in pET-
21b(+) eingefiigt (2.13.13.4). Die Transkription des T7-®10-Promotors erfolgt durch die T7-
Polymerase die in dem Expressionsstamm E. coli BL21 (DE3) chromosomal kodiert ist und
durch den Ptag-Promotor reguliert wird. Daher erfolgt die Induktion der T7-Polymerase durch
IPTG.
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Fiir die Herstellung von rekombinantem NadA Protein wurde BL21 (DE3) pET-21b(+):nadA
in LB-Medium und entsprechenden Antibiotika iiber Nacht bei 37 °C kultiviert. Anschliefend
wurde der Stamm 1:50 in 1000 ml LB-Medium mit Antibiotikum bis zu einer ODgoonm~ 0,6
kultiviert, und die Proteinexpression wurde mit I mM IPTG fiir weitere 4-5 h bei 37 °C
induziert. Die Zellen wurden bei 4000 g fiir 20 min bei 4 °C zentrifugiert und das Pellet
wurde bei -20 °C gelagert. Die Synthese von NadA wurde anschlieBend mittels SDS-PAGE
(2.14.6) tiberpriift.

2.14.10.2 “Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography” (IMAC)

Die IMAC basiert auf der Interaktion zwischen Protein-Resten (Histidine, Cysteine und
Tryptophane) und chelatbildenden Metallionen wie Ni**, Co*", Zn*" oder Ni*" und Cu*". Bei
der IMAC wurde als stationire Phase eine Agarosematrix verwendet, die iiber einen Chelator
(NTA) an zweiwertige Metallionen (Ni*") gekoppelt ist. Durch die Zugabe des Hiss —Tag
Proteins auf die Matrix bindet dieses spezifisch an die zweiwertigen Metallionen. Durch einen
Konzentrationsiiberschuss an Imidazol dessen Struktur dhnlich der der Histidine ist, konnen
die Proteine von der Matrix verdrangt, und dadurch eluiert werden.

Fiir Vortests wurden die His-,, Tag“-Proteine im kleinen Mal3stab mit Nickel NTA-Beads der
Firma  Qiagen  (Hilden) @ nach  Herstellerangaben  aufgereinigt.  Fir  die
Affinitdtschromatographie wurde das induzierte E. coli Pellet (2.14.10.1) in Puffer A
aufgenommen und mit 4 mM PMSF und 250 U Benzonase resuspendiert. Der Zellaufschluss
erfolgte durch drei French Press-Zyklen (1000 psi). Im ndchsten Schritt wurde die Suspension
fiir 30 min bei 16000 g zentrifugiert und der Uberstand wurde auf eine HisTrap HP-Séule (GE
Healthcare, Miinchen) aufgetragen. Durch Zugabe von Puffer A wurde die Ni**-Matrix
gewaschen und das Zielprotein iiber einen Imidazolgradienten (0-500 mM in Puffer B)
eluiert. Die native Aufreinigung des NadA Proteins wurde mittels SDS-PAGE und
Westernblotanalysen iiberpriift.

2.14.10.3 Gelfiltration

Bei der Gelfiltration werden Proteine aufgrund ihrer GroBenunterschiede in einer Matrix
aufgereinigt. Grole Molekiile konnen dabei nicht in die Poren der Polymere diffundieren und
wandern innerhalb des AusschluBvolumens als erste durch die Sdule. Kleine Proteine

diffundieren in die pordsen Gelpartikel und eluieren entsprechend spéter.
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Die Gelfiltration wurde mit einer Superdex 75 PC 3.2/30-Sdule (GE Healthcare, Miinchen)
durchgefiihrt. Zuerst wurde die Sdule mit Phosphat-Puffer dquilibriert und die Proteinprobe
aufgetragen. Die Eluate wurden fraktioniert und mittels SDS-PAGE analysiert.

2.14.11 Markierung von Proteinen mit Alexa488

Die Fluoreszenzmarkierung von rekombinant hergestelltem NadA Protein erfolgte mit Alexa
Fluor 488 Succinimidyl Ester (Invitrogen, Karlsruhe). Diese binden an freie primire Amine
und zeigen geringe Reaktivitit mit aromatischen Aminoséduren. Fiir die Markierung von NadA
wurde der Reaktionsansatz (Tab. 19) verwendet und bei Raumtemperatur unter Schwenken
fiir 1,5 h inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Dialyse der Probe mit D-Tube Dialzye Midi
Dialysesédulen (Novagen, Darmstadt) bei 4 °C iiber Nacht gegen 4 1 PBS, sowie eine weitere

Dialyse gegen 1 1 PBS fiir 3 h.

Material Volumen
NadA Protein 1,6 mg/ml 62,5 ul
Natriumhxdrogencarbonat | M 67 ul
Alexa Fluor 488 Succinimidyl Ester in DMSO (5 mg/ml) | 25 pl

1 x PBS ad 670 pl

Tab. 19 Verwendeter Reaktionsansatz fiir die Fluoreszenzmarkierung von NadA mit Alexa488.

2.15 Methoden zum Arbeiten mit eukaryotischen Zellen
2.15.1 Kaultivierung eukaryotischer Zelllinien

2.15.1.1 Kaultivierung adhirenter Zellen

Die Kultivierung adhirenter Chang, Hek-293, GE-11, GE-11-B1, 2-4 und 2-4-8 Zellen

(Tab. 10) erfolgte in Zellkulturflaschen (Thermo Fisher Scientific, Langenselbold) mit 15 ml
10 % FCS in Zellkulturmedium (Tab. 11) bei 37 °C und 5 % CO,. GE-11-B1 Zellen wurden
zusétzlich mit 220 pg Zeocin/ml Zellkulturmedium kultiviert, um die Selektion der 1
Integrin-exprimierenden Plasmide zu gewiéhrleisten. Zur Aufteilung des konfluenten
Zellrasens auf neue Zellkulturflaschen, oder zum Ausséen fiir Infektionsversuche wurden die
adhdrenten Zellen zundchst mit 10 ml 1 x PBS gewaschen und durch Zugabe von 0,25 %
Trypsin/EDTA fiir 2-5 min bei 37 °C inkubiert, wodurch der Zellrasen vom Flaschenboden

abgelost wurde. Zur weiteren Subkultivierung wurden Chang Zellen im Verhéltnis 1:4-1:10,
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Hek-293 Zellen im Verhiltnis 1:2-1:4, GE-11, GE-11-1, 2-4 und 2-4-8 Zellen im Verhéltnis

1:5-1:15 in frischem Medium verdinnt.

2.15.1.2 Kaultivierung nicht-adhiirenter Zellen

Die Kultivierung von nicht-adhdrenten HL-60 Zellen (Tab. 10) erfolgte in Zellkulturflaschen
mit 15 ml 10% FCS/RMPI-Medium (Tab. 11) bei 37 °C und 5% CO,. Da es sich bei HL-60
Zellen um runde Einzelzellen in Suspension handelt, wurden diese zur Subkultivierung im
Verhéltnis 1:2-1:5 in frischem Medium alle 1-2 Tage aufgeteilt. Die Zelldichte sollte dabei
zwischen 1,0 — 2,0 x 10° Zellen/ml betragen.

2.15.2  Ausdifferenzierung von HL-60 zu dHL60 Zellen

Die humanen promyeloischen HL-60 Zellen kénnen mittels DMSO zu neutrophildhnlichen
Zellen (dHL-60) ausdifferenziert werden. Dafiir wurden 1 x 10° HL-60 Zellen in 15 ml 10 %
FCS in RPMI-Medium mit 1,3 % DMSO fiir 5-6 Tage kultiviert. Wéahrend dieser Zeit kam es
zur Ausdifferenzierung der HL-60 zu dHL-60 Zellen, die fiir weitere Infektionsversuche

ausgezdhlt wurden (2.15.6).

2.15.3 Transfektion von Hek-293 Zellen

Fiir die Transfektion von Hek-293 Zellen mit pRc/CMV-CEACAM Plasmiden (Tab. 4)
wurden 2,5 x 10° Hek-293 Zellen in 2 ml Zellkulturmedium in 6-Well Platten (Thermo Fisher
Scientific, Langenselbold) ausgesit und iiber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Am
nichsten Tag erfolgte die Transfektion der Zellen mit der jetPEI ™ Losung (Polyplus-
transfection Inc, New York). Dafiir wurden 6 pl jetPEI ™ Losung zu 95 ul 150 mM NaCl-
Losung gegeben, und vermischt. AnschlieBend wurden 3 pg der jeweiligen pRc/CMV-
CEACAM Plasmid-DNS in einem Endvolumen von 100 ul 150 mM NaCl-Lésung verdiinnt
und vermischt. Nachdem die 100 pl DNS-Losung und 100 pl jetPEI ™ Losung vermischt
wurden, erfolgte die Inkubation der Losung fiir 30 min bei Raumtemperatur. Fiir die
Transfektion wurden 200 pl der jetPEI/DNS-Losung tropfenweise auf die Zellen in 6-Well
Platten gegeben und fiir 16-24 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. 48 h nach der Transfektion
erfolgte ein Mediumwechsel und die Selektion der transfizierten Zellen wurde durch Zugabe
von 1 mg/ml G418 in 10% FCS/DMEM durchgefiihrt. Alle 2-3 Tage wurde frisches
Zellkulturmedium zugegeben und nach 7 Tagen wurde die Konzentration des G418 auf 0,4 —

0,5 mg/ml reduziert. 2-3 Wochen nach der Transfektion konnten G418-resistente Zellen
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selektioniert werden, und durchflusszytometrisch (2.18.2) sowie mit Westernblotanalysen
(2.14.8) auf die Produktion von CEACAM-Proteinen iiberpriift wurden. Positive Zellen
wurden in fliissigem Stickstoff kryokonserviert (2.15.4)

2.15.4 Kryokonservierung von Zellen

Durch die Lagerung von Zellen in fliissigem Stickstoff konnen diese iiber viele Jahre
kryokonserviert werden. Konfluente Zellrasen von Chang Zellen wurden abgeldst (2.15.1.1)
und in einer Konzentrationen von 5 x 10° Zellen in 1 ml Einfriermedium (Tab. 11) in
Kryor6éhrchen (Thermo Fisher Scientific, Langenselbold) konserviert. HL-60 Zellen wurden
in einer Konzentration von 4-5 x 10° Zellen in 1 ml Einfriermedium (Tab. 11) konserviert.
Konfluente Zellrasen von GE-11, GE-11-B1, 2-4 und 2-4-8 Zellen wurden abgeldst (2.15.1.1)
und in Konzentrationen von 5 x 10° Zellen in 1 ml Einfriermedium (Tab. 11) konserviert.
Hek-293 Zellen wurden in einer Konzentration von 3 x 10° Zellen in 1 ml Einfriermedium
(Tab. 11) gelagert. Alle Kryorohrchen wurden zunichst in einem mit Isopropanol befiillten
Behilter bei -80 °C fiir 24 h eingefroren, wodurch eine kontrollierte Verringerung der
Temperatur um 1° C/min ermoglicht wird. Danach wurden die Zellen in einen Stickstofftank

uberfiihrt.

2.15.5 Auftauen von Zellen

Kryokonservierte Zellen wurden fiir die Kultivierung bei 37 °C aufgetaut und sofort mit 10 ml
vorgewdarmtem Zellkulturmedium versetzt, wodurch die im Einfriermedium enthaltene
schiddigende DMSO-Konzentration verdiinnt wird. Aufgetaute Chang, Hek-293, GE-11, GE-
11-B1, 2-4, und 2-4-8 Zellen wurden bei 800 g fiir 5 min sedimentiert. HL-60 Zellen wurden
nach dem Auftauen dreimal mit 10-20 ml Zellkulturmedium fiir 5 min bei 500 g gewaschen,
da Restmengen von DMSO sonst zu einer Aktivierung der Zellen fithren konnen. Alle
Zellsedimente wurden mit Zellkulturmedium versetzt und in entsprechenden

Zellkulturflaschen bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

2.15.6  Zellzahlbestimmung

Das Aussden von definierten Zellkonzentrationen erforderte die genaue Bestimmung der
Zellanzahl in Suspension. Dazu wurden 10 pl einer Zellsuspension mit 90 ul Tryphanblau-
Losung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) verdiinnt. Von dieser Losung wurden 10 pl in eine

Neubauer-Zellkammer gegeben. Mit Hilfe eines Lichtmikroskops wurde die Anzahl der
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Zellen pro GroBquadrat ausgezédhlt. Die absolute Zellzahl/ml Suspension wurde unter

Beriicksichtigung des Kammerfaktors wie folgt bestimmt:

Anzahl der Zellen pro GroBquadrat x 10 x 10* = Zellzahl/ml
10* = (Volumen des GroBquadrates entspricht 10™* ml)
10 = Verdiinnungsfaktor

2.16 Methoden zur Untersuchung der Interaktion von Yersinien mit

eukaryotischen Zellen

2.16.1 Kultivierung von Y. enterocolitica fiir Infektionsversuche

Yersinien wurden flir Infektionsversuche mit Chang Zellen mit einer ,,multiplicity of
infection® (MOI) von 100 eingesetzt. Fiir Infektionsversuche mit GE-11, GE-11-B1 und dHL-
60 Zellen wurden Yersinien mit einer MOI von 50 eingesetzt. Die MOI berechnet sich dabei
aus dem Verhiltnis der eingesetzten Yersinien-Konzentration in Suspension und der Zellzahl
pro Infektionsansatz. Yersinien wurden wie unter 2.13.1 beschrieben angeziichtet, 1:40 in
RPMI-Medium verdiinnt und bis zu einer ODggo ~ 0,3-0,4 bei 37 °C kultiviert. Die Bakterien
wurden bei 8000 rpm fir 3 min sedimentiert, mit PBS gewaschen und in 1 ml
Infektionsmedium (RPMI 1640 Superior, oder DMEM) resuspendiert. Die Bakterienanzahl
von 100 ul dieser Suspension wurde photometrisch bestimmt. Dabei entspricht ein ODgyy von
1 empirischen 1,7 x 10® Bakterien/ml. Die gewiinschte Konzentration an Yersinien wurde in

Zellkulturmedium eingestellt und fiir Infektionsversuche verwendet.

2.16.2 Kultivierung eukaryotischer Zellen fiir Infektionsversuche

Chang, GE-11, GE-11-B1, und dHL60 wurden wie unter 2.15.1 beschrieben kultiviert. Nach
Bestimmung der Zellzahl (2.15.6) wurden die Chang, GE-11 und GE-11-B1 Zellen einen Tag
vor dem Infektionsversuch in 24-Well-Platten (Greiner, Frickenhausen) ausgesdt. Fiir
mikroskopische Versuche wurden die nicht-adhdrenten dHL-60 Zellen am Infektionstag auf
Glaspléttchen in 24-Well Platten ausgesit. Folgende Zellkonzentrationen wurden in

verschiedenen Infektionsversuchen verwendet.
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Zelleinsatz pro 24-Well
Zellen 1d 0d
Chang 1,0x 10° -
GE-11 1,0-2,5 x 10’
GE-11-B1 1,0-2,5x 10° | -
dHL-60 - 1,0 x 10°

Tab. 20 Anzahl ausgesiiter Zellen einen Tag (1 d) vor der Infektion bzw. am Tag (0 d) der Infektion.

2.16.2.1 Vorbehandlung von HL-60 und dHL-60 Zellen mit Fc-Block

Da es sich bei HL-60 und dHL-60 Zellen um phagozytierende Zellen handelt, wurde die Fc-
Rezeptor vermittelte Phagozytose von HL-60 und dHL-60 Zellen durch Behandlung der
Zellen mit FcR Blocking Reagent (Miltenyt Biotec, Bergisch Gladbach) blockiert. Hierfiir
wurden 3 x 10° Zellen mit 10 ul human FcR Blocking Reagent und 90 ul 1 x PBS vermischt
und bei 4 °C fiir 20 min inkubiert. Diese Behandlung erfolgte immer vor Durchfithrung von

Infektionsversuchen und vor durchflusszytometrischen Analysen.

2.16.2.2 Oberflaichenmodifikation von dHL-60 Zellen

Fiir Infektionsversuche wurden dHL-60 Zellen enzymatisch vorbehandelt. Um oberfldchen-
exponierte Proteinstrukturen zu modifizieren wurden 1 x 10® dHL-60 Zellen mit 100 pg/ml
Proteinase K fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert (Laarmann and Schmidt, 2003), und
anschlieBend mit 15 ml Proteinase Inhibitor Cocktail Complete blockiert. Die Zellen wurden
zweimal bei 500 g fiir 5 min mit 10 ml 1 x PBS gewaschen. Um den Lipidgehalt der
Zellmembran zu modifizieren, wurden 1 x 10° dHL-60 Zellen mit 800 pg/ml Phospholipase
A2 fiir 30 min bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die Zellen wurden nach der Phospholipase-
Behandlung dreimal mit 10 ml 1 x PBS bei 500 g fiir 5 min gewaschen. Alle Zellen wurden in
1-5 ml 1 x PBS resuspendiert und die Zellzahl/Zellvitalitdt wurde neu bestimmt (2.15.6).

2.16.2.3 Vorbehandlung von GE-11 und GE-11-p1 Zellen mit anti-p1 Antikorper

Fiir Infektionsversuche mit Yersinien wurden die GE-11 und GE-11-B1 Zellen mit dem Ratte
anti-human B1 Integrin Antikorper AIIB2 (Tab. 7) vorbehandelt. Dafiir wurden in 24-Well
Platten ausgesite GE-11 und GE-11-f1 Zellen (Tab. 20) mit AIIB2 (1:40 in
Zellkulturmedium) fiir 45 min bei 37 °C und 5 % CO, behandelt. Vor der Verwendung der
Zellen fiir Infektionsversuche wurde der Antikorper durch zweimaliges Waschen mit 500 pl

PBS von den Zellen entfernt.
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2.16.3 Infektionsversuche mit Chang, GE-11 und GE-11-1 Zellen

2.16.3.1 Adhirenz- und Invasionsversuche

Fiir Adhdrenz- und Invasionsversuche wurden ausgesdte humane Chang Zellen (2.16.2) mit
Yersinien (MOI 100) in einem Infektionsvolumen von 500 pl infiziert. Zur Synchronisierung
wurden die Bakterien fiir 3 min bei 800 rpm auf die Zellen zentrifugiert, und fiir 3 h bei 37 °C
und 5 % CO; kultiviert. Nicht-adhdrente Bakterien wurden durch dreimaliges Waschen mit
PBS entfernt und die Zelllyse erfolgte mit 1 % TritonX-100 in PBS fiir 2 min bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurden Verdiinnungsreihen der lysierten Zelliiberstdnde
hergestellt und auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Selektionsantibiotikum ausplattiert.
Fiir die Quantifizierung intrazelluldrer Bakterien wurden die Chang Zellen wie oben
beschrieben infiziert, und fiir 3 h bei 37 °C inkubiert. Nachdem die nicht-adhdrenten
Bakterien durch dreimaliges Waschen entfernt wurden, erfolgte die Zugabe von 50 pg/ml
Gentamicin fiir weitere 1,5 h bei 37 °C und 5 % CO,. Nach dem dreimaligen Waschen der
Zellen wurden diese mit 1 % TritonX-100 in PBS fiir 2 min bei Raumtemperatur lysiert,und
entsprechende Verdiinnungsreihen auf Agarplatten ausplattiert.

Fiir Adhédrenz- und Invasionsversuche mit GE-11 und GE-11-f1 Zellen wurden diese wie
unter 2.16.2 beschrieben kultiviert oder zusdtzlich mit anti-1 Integrin Antikorper
vorbehandelt (2.16.2.3). Die Durchfithrung der Adhirenzversuche erfolgte dabei wie fiir
Chang Zellen beschrieben, allerdings wurde fiir die Infektion eine MOI 50 fiir 1 h bei 37 °C
und 5 % CO; verwendet. Die Anzahl der intrazelluldren Bakterien wurde mit 50 pg/ml

Gentamicin fiir 1,5 h bestimmt.

2.16.3.2 Kolokalisierung von 1 Integrinen und Y. enterocolitica

Zur Kolokalisierung nadA-exprimierender Y. enterocolitica und humaner 1 Integrin-
positiver und -negativer Zellen, wurden 2,5 x 10° GE-11 und GE-11-pl iiber Nacht auf
Glasplattchen in 24-Well Platten ausgesét. Die Infektion der Zellen mit Yersinien erfolgte mit
einer MOI 50 fiir 30 min bei 37 °C. Nachdem nicht-adhédrente Bakterien durch dreimaliges
Waschen mit PBS entfernt wurden, wurden die Infektionsansétze mit 4 % PFA-Losung fiir 20
min bei Raumtemperatur fixiert. Das PFA wurde durch Waschen der Zellen mit PBS entfernt,
und die Zellen wurden mit 10 % FCS in PBS 1 h bei 37 °C blockiert. Die

Fluoreszenzmarkierung der B1-Integrinstrukturen erfolgte mit dem Primérantikérper AIIB2

(1:4) (Tab. 7) fiir 45 min bei 37 °C. Die Préiparate wurden dreimal mit PBS gewaschen und
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mit dem Sekunddrantikorper Ziege anti-Ratte PE (1:100) (Tab. 7) fiir 1 Stunde bei 37 °C
inkubiert. Nachdem die ungebundenen Antikérper durch Waschen mit PBS entfernt wurden,
erfolgte das Einbetten der Glasplittchen mit einem Tropfen Vectashield DAPI mounting
medium (Reactolab, Servion) auf einem Objekttriger. Die mikroskopische Auswertung

erfolgte am konfokalen Mikroskop Leica SP5 bei 100-facher Vergroferung.

2.16.4 Infektionsversuche mit dHL60 Zellen

dHL-60 Zellen wurden fiir Infektionsversuche mit FcR-Blocking Reagenz (2.16.2.1), oder
zusitzlich mit Proteinase K oder Phospholipase A2 vorbehandelt (2.16.2.2). 1 x 10° dHL-60
Zellen wurden auf Glaspléttchen in 24-Well Platten ausgeséit und mit Yersinien (MOI 50)
infiziert, bei 500 rpm synchronisiert und fiir 30 min bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Die
Infektionsansitze wurden in Eppendorfgefafie iiberfiihrt und mit PBS bei 500 rpm und 4 °C
dreimal gewaschen, wodurch nicht-adhédrente Bakterien entfernt wurden. Die Zellen wurden
schlieBlich in 100 pl PBS resuspendiert und mittels Cytospin-Zentrifuge fiir 3 min bei 500
rpm auf Objekttrager zentrifugiert. Durch Inkubation der Praparate in Methanol fiir 10 min
bei -20 C erfolgte die Fixierung der Infektionsansdtze. Diese wurden getrocknet und fiir
weitere 20 min bei Raumtemperatur im Dunklen mit 500 pl Giemsalosung (1:20 in PBS)
gefarbt, mit HyOges. gespiilt und getrocknet. Die Objekttrager wurden fiir die mikroskopische
Auswertung mit einem Tropfen Mowiol (2.10) unter einem Deckglas eingebettet und mit
Nagellack luftdicht verschlossen. Die mikroskopische Auswertung erfolgte am Leitz DMDR
Mikroskop bei 100-facher VergroBerung. Dabei wurden die adhédrenten Bakterien pro Zelle in

50 Gesichtsfeldern (ca. 500 Zellen) ausgezéhlt und in Relation zur MOI 50 = 100 % gesetzt.

2.17 Methoden zur Untersuchung der Interaktion von Neisserien mit

eukaryotischen Zellen

2.17.1 Kultivierung von N. meningitidis fiir Infektionsversuche

Neisserien wurden fiir Infektionsversuche mit einer MOI von 100 eingesetzt. Die Neisserien
wurden wie unter 2.13.1 beschrieben angeziichtet, von den Platten genommen, bei 5000 rpm
mit PBS gewaschen und in 1 ml Zellkulturmedium resuspendiert. Nach Bestimmung der
optischen Dichte bei 600 nm, erfolgte die Berechnung der Bakterienkonzentration. Ein ODgg

von | entspricht dabei empirischen 1 x 10° Bakterien/ml. Die gewiinschte Konzentration an
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Neisserien wurde in Infektionsmedium (1% FCS in DMEM) eingestellt und fiir

Infektionsversuche verwendet.

2.17.2 Infektionsversuche mit GE-11 und GE-11-$1 Zellen

Fiir Adhédrenz und Invasionsversuche wurden die ausgesiten GE-11 und GE-11-f1 Zellen
(2.16.2) mit Neisserien (MOI 100) in einem Infektionsvolumen von 500 pl infiziert. Zur
Synchronisierung wurden die Bakterien fiir 3 min bei 400 rpm auf die Zellen zentrifugiert und
fir 3 h bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Nicht-adhdrente Bakterien wurden durch
dreimaliges Waschen mit PBS entfernt und die Zellen wurden durch Zugabe von 1 % Saponin
in PBS fiir 15 min bei 37 °C lysiert. Anschlieend wurden Verdiinnungsreihen der lysierten
Zelliiberstinde hergestellt und auf Schokoladenagarplatten ausplattiert. Fiir die
Quantifizierung intrazelluldrer Bakterien wurden die GE-11 und GE-11-f1 Zellen wie oben
beschrieben infiziert, und fir 3 h bei 37 °C inkubiert. Nachdem die nicht-adhirenten
Bakterien durch dreimaliges Waschen entfernt wurden, erfolgte die Zugabe von 100 pg/ml
Gentamicin fiir weitere 60 min bei 37 °C und 5 % CO,. Nach dem Waschen der Zellen
wurden diese mit 1 % Saponin in PBS fiir 15 min bei 37 °C lysiert und in entsprechenden

Verdiinnungsreihen auf Schokoladenagarplatten ausplattiert.
2.18 Immunologische Methoden

2.18.1 Nachweis von B Integrinen auf eukaryotischen Zellen

Der Nachweis von B Integrinen auf GE-11, GE-11-81, 2-4, 2-4-8, HL-60, dHL-60 und Chang
Zellen erfolgte durch Antikorperfarbungen, die durchflusszytometrisch ausgewertet wurden.
Fiir den Nachweis von Bl Integrinen wurden 3 x 10° GE-11, GE-11-p1, 2-4 und 2-4-8 Zellen
mit Hamster anti-Ratte CD29 FITC Konjugat (1:200) fiir 1 h bei 4 °C inkubiert. Ungebundene
Antikorper wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS fiir 5 min bei 800 rpm entfernt. Fiir
den Nachweis von B1 und B2 Integrinen auf HL-60 und dHL-60 Zellen wurden 5 x 10° Zellen
mit Hamster anti-Ratte CD29 FITC Konjugat (1:200) oder Maus anti-human CD18 PE
Konjugat (1:40) fiir 1 h bei 4 °C inkubiert und bei lediglich 500 rpm fiir 5 min dreimal mit
PBS gewaschen. Fiir Chang Zellen (3 x 10°) erfolgte der Nachweis von 1, B2, 3, p4 und p5
Integrinen mit dem Maus anti-human B1 Integrin, dem Maus anti-human B2 Integrin, dem
Maus anti-human 3 Integrin, dem Maus anti-human 4 Integrin und dem Kaninchen anti-

human 5 Integrin Antikorper (1 ug/10° Zellen) (Tab. 7). Zur Aktivierung der extrazelluliren
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Integrinstrukturen auf der Zelloberfliche von Chang, GE-11 und GE-11-f1 Zellen wurde in
einem zusitzlichen Ansatz 2 mM MnCl, zugegeben. Nach dreimaligem Waschen mit PBS fiir
5 min bei 800 rpm erfolgte die Inkubation der Zellen mit den entsprechenden
fluorochromkonjugierten Sekundirantikorpern Ziege anti-Kaninchen IgG FITC Konjugat
(1:1000) oder Ziege anti-Maus Ig(G, A, M) FITC Konjugat (1:1000) fiir 1 h bei 4 °C. Alle
Zellen wurden in einem Endvolumen von 200 pl PBS aufgenommen und

durchflusszytometrisch ausgewertet.

2.18.2 Nachweis von CEACAMs auf eukaryotischen Zellen

Die unter 2.15.3 beschriebenen mit CEACAM-Plasmiden transfizierten Hek-293 Zellen
wurden auf Expression von CEACAM1 und CEACAMS5 iiberpriift. Hierfiir wurden 3 x 10’
der mit CEACAM1 und CEACAMS transfizierten Hek-293 Zellen und untransfizierte Hek-
293 Zellen mit Maus anti-human CEACAMI1 oder Maus anti-human CEACAMS (jeweils 1,2
1g/10° Zellen) fiir 1 h bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS bei 800 rpm
fiir 5 min erfolgte die Zugabe des Sekundérantikorpers Ziege anti-Maus Ig(G, A, M) FITC
Konjugat (1:1000) fiir 1 h bei 4 °C. Die Zellen wurden erneut gewaschen und schlieBlich in

einem Volumen von 200 pl PBS aufgenommen und durchflusszytometrisch ausgewertet.

2.18.3 Nachweis von YadA und NadA auf der Oberfliche von Y. enterocolitica
Zum Nachweis der Oberflichenlokalisierung von YadA, NadA und NadA-YadA-

Hybridproteinen in Y. enterocolitica wurden die entsprechenden Yersinien Stimme fiir 6 h bei
37 °C in RPMI-Medium angezogen. Die Zellernte erfolgte bei einer ODgpp ~ 0,3 und die
Kultur wurde auf eine ODgypp ~ 0,1 eingestellt. 100 pl der auf ODgpo ~ 0,1 eingestellten
Bakterienkultur wurden mit dem anti-YadA Antikorper 8D1 (1:100), oder mit anti-NadA
Serum (1:50) fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Bakterien wurden mit PBS fiir 2 min bei
8000 rpm gewaschen und in 50 ul PBS aufgenommen. Von dieser Losung wurden 5 pl auf
das Well eines Objekttragers gegeben und fiir 30 min bei Raumtemperatur getrocknet. Zur
Hitzefixierung wurden die Objekttrager kurz durch eine Flamme gezogen. Anschliefend
erfolgte die Zugabe von 5 pl des Sekundirantikorpers anti-Kaninchen IgG FITC Konjugat
(1:128) oder Ziege anti-Maus Ig(G, A, M) FITC Konjugat (1:128) fiir 30 min bei 37 °C in
einer feuchten Kammer. Die Objekttrager wurden zweimal fiir 5 min mit PBS gewaschen und

mit HyOgest. gespiilt. Die getrockneten Objekttrager wurden mit einem Tropfen Mowiol unter
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einem Deckglas eingebettet und mit Nagellack verschlossen. Die Auswertung der

Fluoreszenzsignale erfolgte am Leica DMDR bei 100-facher VergroBBerung.

2.18.4 Doppelimmunfluoreszenzfirbung

Zur Visualisierung adhérenter und intrazelluldrer Yersinien wurden
Doppelimmunfluoreszenzfiarbungen durchgefiihrt (Heesemann und Laufs, 1985). Dabei
konnen mit Hilfe von Primédrantikorpern und an Fluorochrom-gekoppelte Sekundirantikorper
extra- und intrazelluldre Bakterien voneinander unterschieden werden. Fiir die Firbung
wurden die mit Yersinien infizierten dHL-60 Zellen (2.16.4) mit dem Primérantikorper WA-
Vital (1:5000) oder anti-NadA Serum (1:50) fiir 20 min bei 20 °C inkubiert. Die Zellen
wurden dreimal mit PBS bei 500 rpm gewaschen und mit Ziege anti-Kaninchen IgG Cy3
(1:50) fiir weitere 20 min bei 37 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS bei 500
rpm wurden die Zellen mittels Cytospin auf Objekttrager zentrifugiert (3 min, 500 rpm). Nach
dem Trocknen der Préparate erfolgte die Fixierung der Zellen mit Methanol bei -20 °C fiir 10
min, wodurch die Zellen permeabilisiert wurden und eine Firbung der intrazelluldren
Bakterien ermdglicht wurde. Die Bakterien wurden mit WA-Wital (1:5000) oder anti-NadA
Serum (1:50) fiir 30 min bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Ungebundene
Primérantikdrper wurden durch Waschen der Objekttriger mit PBS entfernt. Die Detektion
des Primérantikorpers erfolgte schlieBlich mit Ziege anti-Kanichen IgG FITC (1:128) fiir 20
min bei 37 °C. Nach der Immunfarbung wurden die Préparate mit einem Tropfen Mowiol
unter einem Deckglas eingebettet und mit Nagellack luftdicht verschlossen. Die
Visualisierung adhirenter und intrazelluldrer Yersinien erfolgte am konfokalen Mikroskop bei
60-facher VergroBerung. Extrazelluldre Bakterien konnten im Doppelfilter als gelbe Signale

erkannt werden, wohingegen intrazelluldre Bakterien griin erschienen.
2.18.5 Bindungsnachweis isolierter Proteine an eukaryotische Zellen oder Yersinien

2.18.5.1 Bindung von rekombinantem NadA Protein an eukaryotische Zellen

Fiir den Bindungsnachweis von rekombinantem NadA Protein an GE-11, GE-11-1, 2-4, 2-4-
8, HL-60, dHL-60 und Chang Zellen wurden 3-5 x 10° Zellen verwendet. Diese wurden mit 1
ng Alexa-488 markierten NadA Protein (2.14.11) in einem Volumen von 200 ul PBS fiir 1 h
bei 4 °C inkubiert. Durch das anschlieBende dreimalige Waschen der Zellen mit PBS fiir
jeweils 5 min bei 800 rpm, oder 500 rpm fiir HL-60 und dHL-60 Zellen wurde ungebundenes
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NadA Protein entfernt. Fiir den Bindungsnachweis von NadA Protein an CEACAM-
transfizierte Hek-293 Zellen wurden 3 x 10° Zellen mit 2, 4, 8 und 20 pg/ml unmarkiertem
NadA Protein fiir 1 h bei 4 °C inkubiert. Nachdem ungebundenes NadA Protein durch
dreimaliges Waschen mit PBS entfernt wurde, erfolgte die Inkubation mit anti-NadA Serum
(1:500) fiir 1 h bei 4 °C. Die Zellen wurden erneut mit PBS gewaschen und mit anti-
Kaninchen IgG FITC Konjugat (1:1000) fiir 1 h bei 4 °C inkubiert. Alle Proben wurden fiir

die durchflusszytometrische Auswertung in 200 pul PBS aufgenommen.

2.18.5.2 Blockierung der Bindung von NadA Protein an eukaryotische Zellen

Um die Bindung von NadA Proteinen an Bl Integrin-positive Zellen zu blockieren, wurden
GE-11 und GE-11-B1 Zellen mit B1 Integrin blockierenden Antikdrpern vorbehandelt. Hierfiir
wurde der Antikorper AIIB2 (1:40) fiir 45 min bei 4 °C, sowie der Antikorper LM534
(1:1000) (Tab. 7) fiir 1 h bei 4 °C verwendet. Die Blockierung der B1, B2, B3, p4 und B5
Integrine auf Chang Zellen erfolgte mit den Antikdrper AIIB2 (1:40) fiir 45 min, P4H9 (anti-
B1), 25E11 (anti-B3), ASC-9 (anti-p4), AB1926 (anti-B5), AIIB2 und 25E11, oder einer
Mischung aller Antikorper (jeweils 1 pg/10° Zellen) fir 1 h bei 4 °C. Fir
Kompetitionsexperimente wurden Chang, GE-11 und GE-11-f1 Zellen mit 5 png
unmarkiertem rekombinanten NadA Protein fiir 1 h bei 4 °C vorbehandelt. Nach der
Behandlung der Zellen mit Antikorpern oder Proteinen wurden die Zellen jeweils dreimal mit
PBS fiir 5 min bei 800 rpm gewaschen bevor die Zugabe von Alexa-488 markiertem NadA
Protein erfolgte (2.18.5.1).

2.18.5.3 Bindung von Y. enterocolitica an extrazelluliire Matrixproteine

Fiir den Bindungsnachweis von Yersinien an verschiedene extrazellulire Matrixproteine
wurde die ELISA-Methode (,,enzyme-linked immunosorbent assay) verwendet. Dabei
konnen Yersinien, welche an immobilisierte Proteine gebunden sind, durch eine
enzymgekoppelte Antikorperreaktion nachgewiesen werden. In dieser Arbeit wurde die
Bindungsfihigkeit von Yersinien an Kollagen Typ I, Fibronektin und Matrigel getestet.
Hierfiir wurden 96-Well Platten Typ Microlon 600 (Greiner, Frickenhausen) mit je 50 pl
Kollagen Typ I-Losung (20 pg/ml PBS), Fibronektin-Lésung (10 pg/ml PBS), und Matrigel-
Losung (10 pg/ml PBS) iiber Nacht bei 4 °C beschichtet. Als Negativkontrolle wurden
unbeschichtete Wells verwendet. Am néchsten Tag wurden die Losungen entfernt und die

immobilisierten Proteine wurden mit je 200 ul einer 0,5 % BSA-PBS Losung pro Well fiir 1 h
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bei 37 °C blockiert. Nach flinfmaligem Waschen der Platten mit 0,1 % PBS-Tween erfolgte
die Zugabe von 100 pl entsprechender Yersinien-Kulturen, die bei 37 °C angeziichtet und auf
eine ODgoo ~ 0,5 eingestellt wurden. Die Bindung erfolgte fiir 1 h bei 37 °C. Durch weiter
fiinf Waschschritte mit 0,1 % PBS-Tween wurden die ungebunden Bakterien entfernt. Der
Bindungsnachweis erfolgte durch Inkubation mit 100 pl des Primdrantikorpers WA-Vital
(1:10000) fiir 1 h bei 37 °C. Nach weiteren fiinf Waschschritten mit 0,1 % PBS-Tween
wurden 100 pl des Sekundirantikorpers Ziege anti-Kaninchen IgG Peroxidase Konjugat
(1:5000) fiir 1 h bei 37 °C zugegeben. Nach weiteren fiinf Waschschritten mit 0,1 % PBS-
Tween erfolgte der Bindungsnachweis mit einer enzymatischen Farbstoffreaktion. Hierfiir
wurden 100 pl der Detektionslosung (2.10) in die Wells pipettiert und fiir 15 min im Dunkeln
inkubiert, bis es zu einer Gelbfirbung der Losung kommt. Die Reaktion wurde durch 100 pul
0,5 M Schwefelsdure abgestoppt. Die Platten wurden in einem Mikrotiterplattenphotometer

bei einer Wellenlédnge von 491 nm gegen eine Referenzwellenldnge von 620 nm vermessen.

2.18.5.4 Bindung von Yersinien an CEACAM-Uberstiinde

Um die Interaktion von Yersinien mit CEACAM-Uberstinden nachzuweisen, wurde das
Bindungsprotokoll nach Kuespert et al., verwendet (Kuespert und Hauck, 2009). Hierfiir
wurden 4 x 10° Y. enterocolitica oder N. gonorrhoeae Stimme mit 250 ul CEACAM-
Zellkulturiiberstand fiir 30 min bei 20 °C in einem Rotationsmischer inkubiert. Die
Zellkulturiiberstinde wurden von C. Hauck (Lehrstuhl Zellbiologie Universitidt Konstanz) zur
Verfiigung gestellt und enthalten GFP-markierte 16sliche CEACAMI, 3, 5, 6 oder 8
Konstrukte. Die Bakterien wurden zweimal mit PBS bei 5000 rpm fiir 5 min gewaschen, in

200 pl PBS aufgenommen und durchflusszytometrisch analysiert.
2.18.6  Interaktion von Yersinien mit humanem Serum

2.18.6.1 Serumresistenz

Die Serumresistenz bezeichnet im Wesentlichen die Resistenz von Bakterien gegen die
komplementvermittelte bakterielle Lyse. Hierfliir wurden Yersinien in RPMI-Medium bei 37
°C angeziichtet und mit PBS-5mM MgCl,-Puffer bei 10000 rpm fiir 2 min gewaschen. Die
Bakterien wurden auf eine ODgpy ~ 0,3 eingestellt (entspricht einer Zellzahl von 5x10’
Bakterien pro ml). Die Kulturen wurden 1:50 in PBS-5mM MgCl,-Puffer verdiinnt und 100

ul der Kultur wurden mit 100 ul humanem Serum vermischt. Bei dem Serum handelte es sich
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um Blut freiwilliger Spender, welches vermischt wurde und durch Zentrifugation bei 3000
rpm bei 4 °C fiir 10 min als Uberstand abgenommen werden konnte. 100 pl der Bakterien-
Serumsuspension wurden direkt in Verdiinnungen von 1:10 und 1:1000 auf LB-Agarplatten
ausplattiert (= Zeitpunkt 0), wéhrend die restlichen 100 pl fiir 90 min bei 37 °C inkubiert
wurden, bevor sie ausplattiert wurden (= Zeitpunkt 90). Nach zwei Tagen konnte die Anzahl
der Kolonien zum Zeitpunkt 90 bestimmt werden und in Relation zur Kolonienzahl zum
Zeitpunkt 0 gesetzt werden, wodurch die Uberlebensrate bestimmt werden konnte. Die
Uberlebensrate des YadA-positiven Stamms wurde als Faktor 1 (=100 %) festgelegt und in
Bezug zur Uberlebensrate der NadA- und NadA-YadA-positiven Stimme gesetzt.

2.18.6.2 Serumabsorptionsexperiment

Bei Serumkreuzabsorptionsversuchen werden Proteine aus hitzeinaktiviertem Serum (56 °C,
10 min), die mit Yersinien-spezifischen Oberflichenproteinen interagieren konnen, eluiert
und mit Hilfe von Westernblot-Analysen nachgewiesen. Hierfiir wurden 1 x 10° Yersinien mit
100 pl hitzeinaktiviertem Serum in 10 mM EDTA und 100 pl Bindungspuffer fiir 1 h bei 37
°C inkubiert. Die Zellen wurden anschlieend fiinfmal mit 1 ml Bindungspuffer gewaschen.
Serumproteine wie C4BP oder Faktor H, welche moglicherweise and die Zelloberflache der
Bakterien gebunden haben, wurden mit 150 pl 2 M NaCl eluiert. Die eluierten Fraktionen
wurden 1:3 in PBS verdiinnt und in SDS-Probenpuffer fiir 10 min bei 100 °C aufgekocht. 15
ul der eluierten Fraktionen sowie der nach Elution mit NaCl verbleibenden Zellsedimente
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembranen fiir
Westernblotanalysen transferiert (2.14.8). Als Negativkontrolle wurden 15 pl unbehandelter
Bakterienganzzelllysate fiir Westernblotanalysen verwendet (2.14.1). Die auf eine
Nitrozellulosemembran oder PVDF-Membran transferierten Lysate und Uberstinde wurden
auf Bindung von C4bBp und Faktor H iiberpriift. Der Nachweis der C4BP-Bindung erfolgte
mit dem Schaf anti-human C4BP Antikorper (1:1000) fiir 2 h bei 37 °C, und Kaninchen anti-
Schaf IgG Peroxiodase Konjugat (1:2000) fiir 1 h bei Raumtemperatur. Der Nachweis der
Faktor H Bindung erfolgte mit Ziege anti-human Faktor H Antikdrper (1:1000) fiir 2 h bei
Raumtemperatur und Kaninchen anti-Ziege 1gG Peroxidase Konjugat (1:10000) fiir 1 h bei

Raumtemperatur.
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2.18.7 Herstellung von anti-NadA Kaninchen Serum

Fiir die Herstellung von anti-NadA Serum wurden 500 pg des rekombinanten NadAjs1o
Proteins (2.14.10) fiir die Immunisierung von zwei Kaninchen verwendet. Die Immunisierung
wurde durch den Pineda Antikorper-Service (Berlin) durchgefiihrt. Dabei wurden 500 pg des
NadAj4210 Proteine zusammen mit ,,Freund’s complete adjuvant” am Tag 1 intradermal
verabreicht. Am Tag 20, 30, 35, 61 und 75 erfolgte ein subkutaner ,,Boost* mit Freudschem
inkomplettem Adjuvans. Die Blutentnahme erfolgte am Tag 90 und das Serum wurde mittels

SDS-PAGE (2.14.6) und Westernblot (2.14.8) auf seine Reaktivitit getestet.
2.19 Tierversuche

2.19.1 MaAuse

Fiir Tierversuche wurden 6-8 Wochen alte weibliche Balb-c Mause verwendet (Janvier
Elevage Janvier, Le Genest St. Isle, Frankreich). Die Méuse wurden in Gruppen von flinf
Tieren in individuell beliifteten Kéfigen (Tecniplast, Buguggiate, Italien) im Tierstall des Max
von Pettenkofer-Institut gehalten. Tierversuche wurden gemil der geltenden Rechtsgrundlage

(Tierversuchsantrag: 55.2-1-54-2531-153-07) durchgefiihrt.

2.19.2 Infektion von Mausen mit Y. enterocolitica

Fiir Mausinfektionsversuche wurden zundchst 20 pl einer in PBS gewaschen Yersinien-Kultur
intraperitoneal in eine Maus injiziert und nach 24 h durch eine Peritoneallavage mit PBS
wieder entnommen. Die so passagierten Bakterien wurden in 100 ml LB-Medium {iber Nacht
bei 37 °C kultiviert und bei 5000 g fiir 15 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml 10 %
Glycerin-LB aufgenommen und in Aliquots von 1 ml bei -80 °C gelagert. Fiir
Infektionsversuche wurden die Glycerinkulturen aufgetaut, mit PBS gewaschen und in
entsprechenden Konzentrationen in PBS verdiinnt. Fiir perorale Infektionen wurden 1 x 10°
Yersinien pro Maus verwendet, bei intraperitonealen (i.p.) Infektionen wurden 5 x 10°

Bakterien pro Maus injiziert.

2.19.3  Erfassung von Y. enterocolitica in Mausorganen

Die peroral infizierten Miuse wurden nach einer Infektionsdauer von 5 Tagen, und die i.p.-
infizierten Mause wurden nach einer Infektionsdauer von 2 und 4 Tagen mit CO, getdtet. Zur

Bestimmung der Keimzahl in verschiedenen Organen, wurden Milz, Leber und Peyer’schen
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Plaques entnommen, sowie der Darminhalt mit PBS ausgespiilt. Die Organe wurden
homogenisiert und in entsprechenden Verdiinnungsstufen auf CIN-Agarplatten ausplattiert.
Nach einer Inkubationszeit von 48 h erfolgte die Bestimmung der CFU in Relation zum

Gewicht des entsprechenden Organs.

2.19.4 Erfassung von Y. enterocolitica in M#usen mit dem Lux-System

Fiir den Nachweis von WA-314-lux Yersinien in oral infizierten Méusen wurden diese nach 5
Tagen intraperitoneal mit 120 mg L-Arabinose in PBS behandelt, wodurch eine Induktion des
unter dem Pgap stehenden luxCDABE Operons stattfindet. 2,5 h nach der Luciferase-Induktion
erfolgt die Messung der Lumineszenz mit dem IVIS Lumina System (Xenogen). Hierfiir
wurden die Méuse mit Isofluran und dem Anésthesiesystem XGI-8 (Xenogen) betdubt. Die
Software Living image 2.5 (Xenogen) wurde fiir die Quantifizierung der Emissionsintensitit

verwendet.

2.20 Auswertung durchflusszytometrischer Analysen

Fiir durchflusszytometrische Analysen wurden 10000 Ereignisse (in der Regel Einzelzellen)
jeder Probe im FACS Canto II gemessen und ausgewertet. Zundchst wurde die
Hauptpopulation mit Hilfe des GroBen- (FCS) und des Granularititsparameters (SSC) im
Punktwolkendiagramm festgelegt. Die Fluoreszenzsignale wurden so eingestellt, dass die
mittlere Fluoreszenzintensitdt der ungefirbten Zellpopolulation oder Bakterienpopulation
ungefdhr bei einem Wert von 100 lag. Zur Ermittlung der Gesamtfluoreszenz transfizierter
Zellen wurde das Produkt aus dem ermittelten Prozentsatz der positiv fluoreszierenden
Ereignisse und deren mittlere Fluoreszenzintensitéit gebildet. Fiir den Bindungsnachweis von
Proteinen an Zellen oder Bakterien wurde die gemessene mittlere Fluoreszenzintensitit

(,,mean fluorescence intensity,,) der Probe in Relation zur ungeférbten Probe gesetzt.

2.21 Statistische Auswertung

Infektionsversuche mit eukaryotischen Zellen wurden mindestens dreimal in drei
unabhingigen Ansétzen durchgefiihrt. Bindungsversuche isolierter Proteine an eukaryotische
Zellen sowie ELISA-Experimente, Serumresistenzversuche und durchflusszytometrische
Analysen wurden in drei unabhingigen Experimenten durchgefiihrt. Von den Ergebnissen
wurden der Mittelwert und die Standardabweichung ermittelt, sowie die Signifikanz der

Ergebnisse durch den Student T-Test berechnet. Der T-Test wurde ungepaart und zweiseitig
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durchgefiihrt. Signifikanz-Werte von (p) < 0,05 wurden als statistisch signifikant

angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 nadA- und nadA-yadA-exprimierende Y. enterocolitica Stimme

Fiir die funktionelle Untersuchung des Neisseria meningitidis Adhdsins NadA wurde das
nadA Gen des N. meningitidis Stamms MC58 (Serogruppe B:15:P1.7, 16b, Allel 1) sowie das
nad4A Gen des Stamms Faml8 (Serogruppe C:2a:P1.5,2, Allel 2) verwendet. Zusitzlich
wurden verschiedene nadA-yadA Fusionsgene hergestellt, welche unterschiedlich lange
Bereiche der NadA Kopf- und Halsdoméne besitzen. Sequenzvergleiche konnten zeigen, dass
das NadA Protein (nmb 1994, Stamm MCS58 Allel 1) eine Sequenzidentitit von 32-34 % zu
den Oca-Proteinen UspA2 von M. catarrhalis sowie dem YadA Protein von Yersinia spp.
aufweist (Comanducci et al., 2002). Basierend auf Sequenzvergleichen verschiedener
Proteine der Oca-Protein Familie (Hoiczyk et al., 2000) wurde das NadA Protein des Stamms
Fam18 und MC58 in verschiedene Doménen unterteilt (Abb. 6). Das NadA Allel 1 (MC58)
besitzt eine Signalsequenz von 23 Aminosduren. Die Kopfdomine umfasst die Aminosduren
24-90 und die potentielle Halsdomédne (Konnektor) befindet sich vermutlich im Bereich der
Aminosduren 91-210. Die Aminosduren 211-310 umfassen die Stieldoméine (,,coiled-coil*
Strukturen) und die Aminosduren 311-362 den hochkonservierten C-terminalen
Membranankerbereich. Der Vergleich der Aminosduresequenz des NadA Allel 1 (MCS58) mit
dem NadA Allel 2 (Fam18) zeigte eine Sequenzidentitit beider Proteine von 83,46 %, und
ermoglichte die Unterteilung des NadA Allel 2 (Fam18) in die Bereiche Signalsequenz (AS 1-
23), Kopfdoméne (24-90), Halsdomine (91-203), Stieldoméne (204-364) und Membrananker
(365-397) (Abb. 6).
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MC_58_NADA_AS-2_.SEQ MKHFPSKVLTTAILATFCSGALAATSDDDVKKAATVAIVAAYNNGQE ING 50
FAM_18_NADA_AS.SEQ MKHFPSKVLTTAILATFCSGALAATNDDDVKKAATVAIAAAYNNGQE ING 50

Consensus mkhfpskvittailatfcsgalgat dddvkkaatvai aaynnggeing

MC_58_NADA_AS-2_.SEQ FKAGET1YDIGEDGT I TQKDATAADVEADDFKGLGLKKVVTNLTKTVNEN 100 - Slgnalsequenz
FAM_18_NADA_AS.SEQ FKAGET1YDIDEDGT I TKKDATAADVEADDFKGLGLKKVVTNLTKTVNEN 100 Kopf
Consensus fkagetiydi edgtit kdataadveaddfkglglkkvvthltktvnen (| op
MC_58 NADA AS-2.SEQ | KQNVDAKVKAAESE IEKLTTKLADTDAALADTDAALDETTNALNKLGENI 150 I Hals
FAM_18_NADA_AS.SEQ KQNVDAKVKAAESE IEKLTTKLADT. . . . ... DAALDATTNALNKLGENI 143

Consensus kgnvdakvkaaeseieklttkladt daald ttnalnklgeni - Stiel
MC_58 NADA_AS-2.SEQ | TTFAEETKTNIVKIDEKLEAVADTVDKHAEAFND IADSLDETNTKADEAV 200

FAM_18 NADA_AS.SEQ | TTFAEETKTNIVKIDEKLEAVADTVDKHAEAFNDIADSLDETNTKADEAV | 193 (1 Membrananker
Consensus ttfaeetktnivkidekleavadtvdkhaeafndiadsldetntkadeav

MC_58 NADA_AS-2.SEQ KTANEAKQTAEETKQNVDAKVKAAETAAGKAEAAAGTANTAADKAEAVAA 250

FAM_18_NADA_AS. SEQ KTANEAKQTAEETKQNVDAKVKAAETAAGKAEAAAGTANTAADKAEAVAA 243

Consensus ktaneakgtapetkgnvdakvkaaetaagkaeaaagtantaadkaeavaa

MC_58 NADA_AS-2.SEQ KVTDIKADIATNKADIAKNS - - . oo e e e e e i aeaeae s 270

FAM_18_NADA_AS. SEQ KVTDIKADIATNKDN IAKKANSADVYTREESDSKFVR IDGLNATTEKLDT 293

Consensus kvtdikadiatnk iak

MC_58 NADA AS-2.SEQ |- cucuureaan-. AR IDSLDKNVANLRKETRQGLAEQAALSGLFQPYNVG 307

FAM_18_NADA_AS. SEQ RLASAEKS I TEHGTRLNGLDRTVSDLRKETRQGLAEQAALSGLFQPYNVG 343

Consensus r Id v Irketrqglaeqaalsglfqpynvg

MC_58 NADA_AS-2.SEQ RFN|/TAAVGGYKSESAVAIGTGFRFTENFAAKAGVAVGTSSGSSAAYHVG 357

FAM_18_NADA_AS. SEQ RFN|/TAAVGGYKSESAVAIGTGFRFTENFAAKAGVAVGTSSGSSAAYHVG 393

Consensus rfn|/taavggyksesavaigtgfrftenfaakagvavgtssgssaayhvg

MC_58_NADA_AS-2.SEQ  VNYE 361
FAM_18_NADA_AS.SEQ VNYE 397

Consensus vnye

Abb.6 Aminosiuresequenzvergleich des NadA Protein von N. meningitidis MC58 (Allel 1) und Fam18
(Allel 2). Die farblich markierten Sequenzabschnitte geben die einzelnen Doménen der Proteine an.
schwarz: Signalsequenz; rot: Kopfdoméne; griin: Halsdoméine (Konnektor); blau: Stieldoméne; gelb:
Membrananker.

3.1.1 Herstellung von nadA- und nadA-yadA-Fusionsgenen

Zur Herstellung nadA4 und nadA-yadA exprimierender Invasin- und pYV Plasmid-positiver Y.
enterocolitica wurden das nadA von MC58 und Fam18 mittels PCR amplifiziert und {iiber
Sacl in die Suizidplasmide pGPS:HNSO, pGPS-A-H oder pGPS:SS kloniert. Durch dieses
Verfahren wurden das nad4 von MC58 (AS 23-362) und Faml8 (AS 23-397)
(pGPS:MC1089 und pGPS:Fam1089), und jeweils vier verschiedene nadA-yadA Fusionsgene
fiir MC58 und Faml18 hergestellt (pGPS:M1, pGPS:M2, pGPS:M3, pGPS:M4, pGPS:Fl1,
pGPS:F2, pGPS:F3, pGPS:F4). Das Plasmid pGPS:M1 trigt die Kodons fiir die NadA-
Kopfdomine von MC58 (AS 24-90) und die YadA-Aminosduren 1-29 und 191-422, wihrend
pGPS:M2 die Kodons fiir dieselbe MC58-Kopfdomine und die YadA-Aminsoduren 1-29 und
216-422 besitzt. pGPS:M3 und pGPS:M4 besitzen beide die gleiche NadA Kopf- und -
Halsdomine von MC58 (AS 24-210) wiahrend pGPS:M3 die YadA-Aminoséduren 1-29 und
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191-422, und pGPS:M4, die YadA-Aminosduren 1-29 und 216-422 besitzt (Abb. 7.A). Das
Plasmid pGPS:F1 trigt die Kodons fiir die NadA-Kopfdomine von Fam18 (AS 24-90) und
die YadA-Aminosduren 1-29 und 191-422, wihrend pGPS:F2 die gleiche Faml8-
Kopfdomine, aber die YadA-Aminosduren 1-29 und 216-422 besitzt. pGPS:F3 und pGPS:F4
besitzen die NadA-Kopfdomine von Fam18 (AS 24-203) und die YadA-Aminosduren 1-29
und 191-422, oder 1-29 und 216-422 (Abb. 7.B). Die Suizidplamide wurden in E. coli
SM10Apir transformiert (2.13.13.1) und mit dem yadA-negativen Y. enterocolitica Stamm
WA-314 AyadA konjugiert (2.13.12). nadA-positive Transkonjuganten wurden mittels PCR
und Sequenzierung auf Integration der Suizidplasmide tiberpriift.

Fiir die Herstellung Invasin-negativer Y. enterocolitica Konstrukte ohne Virulenzplasmid
wurde nur das nadA4 und die nadA-yadA Fusionsgene des Stamms MC58 verwendet. nadA,
vadA und die nadA-yadA Fusionsgene wurden mittels PCR amplifiziert und in das Plasmid
pACYC:virF kloniert (2.13.13.3). Positive Plasmide wurden zunidchst in E. coli DH5a

transformiert, bevor sie in Y. enterocolitica WA-c Ainv eingebracht wurden.
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Abb.7  Schematische Darstellung der NadA und NadA-YadA-Hybride in Y. enterocolitica. A: NadA von
N. meningitidis MC58 (Allel 1). B: NadA von N. meningitidis Fam18 (Allel 2). Die Pfeile geben die
Aminosdureposition der NadA- bzw. YadA-Doménen an. Fiir das NadA (MC1089 und Fam1089)
sind die YadA-Signalsequenz (SS), dic NadA-Kopfdomine, die NadA-Hals (Konnektor)- und
Stieldoméne, sowie der NadA-Membrananker dargestellt. Fiir die Hybride M1-M4 und F1-F4 ist die
die YadA-Signalsequenz (SS), die NadA-Kopfdoméine und/oder die NadA Halsdomine (Konnektor),
sowie die YadA-Hals- und/oder -Stieldomédne und der YadA- Membrananker dargestellt.

3.1.2 Synthese der NadA, YadA und NadA-YadA Proteine in Y. enterocolitica

Fir den Synthesenachweis verschiedenen NadA und NadA-YadA-Hybridproteine in Y.
enterocolitica nachzuweisen, wurden Ganzzelllysate der WA-314 Ayad4 und WA-c Ainv(p)
Konstrukte mittels SDS-PAGE (2.14.6) und Westernblotanalysen (2.14.8) untersucht. Da es
sich bei YadA und NadA um Oca-Proteine handelt, die in SDS-Gelen hitzestabile
hochmolekulare Oligomere bilden (Hoiczyk et al., 2000) wurde die Stabilitit der
synthetisierten Proteine durch Inkubation der Lysate bei 37 °C fiir 1,5 h, und 100 °C fiir 10
min untersucht. Westernblotanalysen der Stimme WA-314 AyadA:M1 (Abb. 8.A, Spur 1),
WA-314 AyadA:M2 (Abb. 8.A, Spur 2), WA-314 AyadA:M3 (Abb. 8.A, Spur 3), WA-314
AyadA:M4 (Abb. 8.A, Spur 4), und WA-314 AyadA:MC1089 (Abb. 8.A, Spur 5) zeigten die
Synthese aller NadA-YadA Hybridproteine und des vollstindig prozessierten NadA Proteins
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(MC58) als hochmolekulare Oligomere in Y. enterocolitica WA-314 AyadA. Auch
Westernblotanalysen der Stimme WA-314 AyadA:F1 (Abb. 8.A, Spur 6), WA-314 AyadA:F2
(Abb. 8.A, Spur 7), WA-314 AyadA:F3 (Abb. 8.A, Spur 8), WA-314 AyadA:F4 (Abb. 8.A,
Spur 9), und WA-314 AyadA:Fam1089 (Abb. 8.A, Spur 10)) zeigten, dass alle Proteine in Y.
enterocolitica WA-314 AyadA als hitzestabile Oligomere (wahrscheinliche Trimere)
synthetisiert wurden. Die Molekulargewichte der monomeren Proteine wurden anhand der
Aminosduresequenz berechnet und kdnnen Tabelle 21 entnommen werden. Die NadA-YadA
Hybridproteine und das NadA beider N. meningitidis Stimme MC58 und Fam18 zeigten nach
Inkubation der Ganzzelllysate bei 37 °C hauptsédchlich oligomere Strukturen, wéhrend die
Inkubation bei 100 °C zur Dissoziation der Oligomere in die Monomere fiihrte. Die Effizienz
der Bildung von oligomerem und monomeren NadA und NadA-YadA war bei beiden
Stammen vergleichbar. Allerdings zeigten sich bei den Konstrukten WA-314 AyadA:M3,
WA-314 AyadA:M4 und WA-314 AyadA:MC1089 bereits nach Inkubation bei 37 °C sowohl
Oligomere als auch Monomere (Abb. 8.A, Spur 3, 4, 5). Bei den vergleichbaren Konstrukten
des Stamms Fam18, WA-314 AyadA:F3, WA-314 AyadA:F4 und WA-314 AyadA:Fam1089
(Abb. 8.A, Spur 8, 9, 10) wurden bei 37 °C dagegen lediglich oligomere Strukturen
nachgewiesen.

Um die Syntheseeffizienz der NadA und NadA-YadA-Hybridproteine in Y. enterocolitica mit
der Synthese von YadA vergleichen zu konnen wurden zusitzlich Ganzzelllysate der Stimme
WA-314  Ayad4, WA-314 AyadA:yadA und WA-314 AyadA:yadApss.sss 1n
Westernblotanalysen mit dem anti-YadA Antikorper 8D1 untersucht. Die YadA-
Deletionsmutante WA-314 AyadA zeigte wie erwartet keine YadA-Synthese (Abb. 8.B, Spur
1 und 4), wihrend der YadA-postive Stamm WA-314 AyadA:yadA oligomeres YadA bei 37
°C, und oligomeres sowie monomeres YadA bei 100 °C aufwies (Abb. 8.B, Spur 2 und 5).
Bei der kopflosen YadA-Mutante WA-314 AyadA:yadAass.ss+ konnte die verkiirzte Form des
YadA Proteins als Oligomer bei 37 °C (Abb. 8.B, Spur 3), sowie als Oligomer und Monomer
bei 100 °C nachgewiesen werden (Abb. 8.B, Spur 6).
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Abb. 8
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Immunoblot zum Nachweis der Synthese von NadA, YadA und NadA-YadA Proteinen in
Ganzzelllysaten von Y. enterocolitica WA-314 AyadA. Ganzzelllysate (10 ul) wurden mittels SDS-
PAGE (11 %) aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. A: Immunoblot nadA und nadA-
yadA-positiver WA-314 Stimme mit anti-NadA Serum (1:500) und Ziege anti-Kaninchen IgG
alkalische Phosphatase Konjugat (1:2000). 1: WA-314 AyadA:M1; 2: WA-314 AyadA:M2; 3: WA-
314 AyadA:M3; 4: WA-314 AyadA:M4; 5: WA-314 Ayad4:MC1089; 6: WA-314 AyadA:F1; 7: WA-
314 AyadA:F2; 8: WA-314 AyadA:F3; 9: WA-314 AyadA:F4; 10: WA-314 AyadA:Fam1089. B:
Immunoblot yadA-positiver und yadA-negativer WA-314 Stimme mit monoklonalem anti-YadA
Antikorper 8D1 (1:1000) und Ziege anti-Maus IgG alkalische Phosphatase Konjugat (1:2000). 1 und
4: WA-314 AyadA; 2 und 5: WA-314 AyadA:yadA; 3 und 6: WA-314 AyadA:yadAsss.sss. Die
Ganzzelllysate wurden jeweils fiir 1,5 h bei 37 °C oder 10 min bei 100 °C vorbehandelt.
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. Molekulargewicht
Plasmid Monomer [nga]
pYVO8:MI1 (dyadA:M1) 35,6
pYVO8:M2 (dyadA:M2) 32,7
pYVO8:M3 (dyadA:M3) 48,4
pYVO8:M4 (dyadA:M4) 45,6
pYVO8:MC1089 (AdyadA.MC1089) 37,7
pYVOS8:F1 (4dyadA:F1) 35,6
pYVOS8:F2 (4dyadA:F2) 32,7
pYVOS8:F3 (4dyadA:F3) 47,8
pYVOS8:F4 (AyadA:-F4) 44,9
pYVO8:Fam1089 (dyadA:Fam1089) 41,8
pYVO8-A-1 (4dyadA:yadA) 44,1
pYVOB8-A-H (yadA ss.564) 25,3
pACYC184:virF:yadA (pyadA) 44,1
pACYC 1 84:Vil"F.'yadAA(gg_564 (pyddA488_564) 25,3
pACYC184:virF:M1 (pM1) 35,6
pACYC184:virF:M2 (pM2) 32,7
pACYC184:virF:M3 (pM3) 484
pACYC184:virF:M4 (pM4) 45,6
pACYC184:virF:X-MC1089 (pnadA) 37,7

Tab. 21 Liste der berechneten Molekulargewichte der in Y. enterocolitica synthetisierten monomeren
NadA, YadA und NadA-YadA-Proteine. Das Molekulargewicht wurde anhand der
Aminosduresequenz mittels DNAMAN Software berechnet.

Des Weiteren wurde die Synthese der NadA und NadA-YadA-Hybridproteine des Stammes
MC58 und die Synthese des YadA und YadAnyo.iss in dem Invasin-negativen, plasmidlosen
Stamm WA-c¢ Ainv mittels Immunoblot untersucht. Da Ganzzelllysate der WA-c Ainv(p)
Stimme bei einer Inkubationstemperatur von 37 °C unldslich waren, wodurch kein sauberes
Auftragen der Proben auf SDS-Gele moglich war, wurden die Ganzzelllysate nur nach
Inkubation bei 100 °C fiir 10 min analysiert. Die Westernblotanalysen mit anti-NadA Serum
(Abb. 9) zeigte, dass sowohl die NadA-YadA-Hybridproteine pM1 (Spur 1), pM2 (Spur 2),
pM3 (Spur 3), und pM4 (Spur 4), und das vollstindige NadA Protein prnadA (Spur 5) bei

100 °C in ihrer oligomeren und monomeren Form vorlagen. Der immunologische Nachweis
der YadA Synthese des YadA-positiven Stamm pyadA4, der YadA-Kopfmutante pyadAss-se4,
und der YadA-Mutante (p) erfolgte mit dem anti-YadA Antikorper 8D1. Abbildung 9 zeigt,
dass die Konstrukte pyadA4ss-ss4 (Spur 7), und pyadA (Spur 8), bei 100 °C oligomeres sowie
monomeres YadA synthetisierten. Im Gegensatz dazu zeigte die Negativkontrolle
pACYC184:virF (p) keine YadA-Synthese (Abb. 9, Spur 6). Diese Ergebnisse demonstrieren,
dass alle NadA und NadA-YadA-Hybridproteine in Y. enterocolitica WA-314 AyadA und

WA-c Ainv als hitzestabile hochmolekulare Oligomere synthetisiert werden.
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Abb.9 Immunoblot zum Nachweis der Synthese von NadA, YadA und NadA-YadA-Proteinen in
Ganzzelllysaten von Y. enterocolitica WA-c Ainv. Ganzzelllysate (10 pl) wurden mittels SDS-
PAGE (11 %) aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. 1-5: Immunoblot nadA und
nadA-yadA-positiver WA-c Ainv(p) Stimme mit anti-NadA Serum (1:500) und Ziege anti-Kaninchen
IgG Peroxidase (1:2000). 1: pM1; 2: pM2; 3: pM3; 4: pM4; 5: pnadA. 6-8: Immunoblot yadA-
positiver und yadA-negativer WA-c Ainv(p) Stimme mit anti-YadA Antikorper 8D1 (1:1000) und
Ziege anti-Maus IgG Peroxidase (1:2000). 6: pACYCI184:wirF (p) (YadA-negativ) 7: pyadAass.sss
(kopfloses YadA); 8: pyadA (YadA-positiv). Die Ganzzelllysate wurden jeweils 10 min bei 100 °C
aufgekocht.

3.2 Oberflichenlokalisierung der NadA und NadA-YadA Hybridproteine in

Y. enterocolitica

Da Westernblotanalysen mit Ganzzelllysaten zwar Aussagen iiber die Synthese der NadA und
NadA-YadA-Proteine in Y. enterocolitica geben, jedoch nicht {iber ihre korrekte
Lokalisierung in der bakteriellen Membran, wurden zusétzlich Westernblotanalysen mit
AuBenmembranpréiparationen durchgefiihrt. Des Weiteren wurde die
Oberflachenlokalisierung der Proteine mittels Immunofluoreszenzfarbung mikroskopisch

untersucht.

3.2.1 Immunoblots mit Auflenmembranproteinen

Die Lokalisierung der NadA und NadA-YadA Hybridproteine in der dufleren Membran von
Y. enterocolitica erfolgte mittels Westernblotanalysen von AuBenmembranpriparationen.
Hierfiir wurden die dufleren Membranen der WA-314 AyadA und WA-c Ainv(p) Konstrukte
isoliert (2.14.3). Jeweils 10 pg der Aulenmembranpréparationen wurden bei 37 °C fiir 1,5 h,
100 °C fiir 10 min, oder 100 °C fiir 10 min mit 4 M Harnstoff inkubiert, bevor die Proteine
mittels SDS-PAGE aufgetrennt wurden (2.14.6). Die Konzentration der aufgetrennten
Proteine wurde mittels Coomassie-Farbung tberpriift (2.14.7). Der immunologische

Nachweis der NadA Proteine erfolgte mit anti-NadA Serum (1:500), wihrend NadA-YadA
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und YadA Proteine mit dem anti-YadA Antikorper 8D1 nachgewiesen wurden. Die
Westernblotanalysen nach Inkubation der AuBBenmembranproteine fiir 1,5 h bei 37 °C zeigten,
dass alle NadA-YadA-Hybride als hochmolekulare Proteinbanden synthetisiert wurden (Abb.
10.1B, Spur 1-8). Die Proteinmenge war dabei vergleichbar mit der YadA-Synthese des
Wildtypstamms WA-314 AyadA:yad4 (Abb. 10.1B, Spur 10). Die Inkubation der
AuBenmembranproteine bei 100 °C zeigte dagegen alle Proteine in ihrer oligomeren und
monomeren Form (Abb. 10.2B), wihrend die Auftrennung der AuBenmembranproteine
zusammen mit 4 M Harnstoff zur vollstdndigen Dissoziation der Oligomere in die Monomere
fiihrte (Abb. 10.3B). Die Proteinkonzentration der AuBenmembranpriparationen wurde
mittels Coomassie-Farbung {berpriift und zeigte vergleichbare Proteinmengen aller

aufgetragenen Proteine (Abb. 10. 1A, B, C).
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Abb. 10 Nachweis von YadA und NadA-YadA in OMP-Priparationen von Y. enterocolitica WA-314
AyadA. 10 pg AuBenmembranpriparation wurden mittels SDS-PAGE (11 %) aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembranen transferiert. A: Coomassie-gefarbte SDS-Gele B: Immunoblot mit
monoklonalem anti-YadA Antikoérper 8D1 (1:1000) und Ziege anti-Kaninchen IgG alkalische
Phosphatase Konjugat (1:2000). 1: Inkubation der Proteine fiir 1,5 h bei 37 °C; 2: Inkubation der
Proteine fiir 10 min bei 100 °C, 3: Inkubation der Proteine fiir 10 min bei 100 °C mit 4 M Harnstoff.
Spur 1: AyadA:M1; Spur 2: Ayad4A:M2; Spur 3: AyadA:M3; Spur 4: AyadA:M4; Spur 5: AyadA:F1;
Spur 6: AyadA:F2; Spur 7: AyadA:F3; Spur 8: AyadA:F4; Spur 9: AyadA:yadA.
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Immunoblotanalysen der Aulenmembranproteine der Stimme WA-314 AyadA:MC1089 und
WA-314 AyadA:Fam1089 zeigten sowohl nach Inkubation bei 37 °C (Abb. 11.1B, Spur 1 und
2), als auch bei 100 °C (Abb. 11.2B, Spur 1 und 2) eine deutliche Bande bei ungefiahr 160
kDa und 90 kDa. Daher kann angenommen werden, dass NadA oligomere und dimere
Strukturen im Probenpuffer ausbildet. Monomere NadA-Banden konnten weder bei 37 °C,

noch bei 100 °C detektiert werden.
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Abb. 11 Nachweis von NadA in OMP-Priparationen von Y. enterocolitica WA-314 AyadA.
Auflenmembranpriparation (10 pg) wurden mittels SDS-PAGE (11 %) aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembranen transferiert. A: Coomassie-gefarbte SDS-Gele. B: Immunoblot mit anti-
NadA Serum (1:500) und Ziege anti-Kaninchen IgG alkalische Phosphatase Konjugat (1:2000). 1:
Inkubation der Proteine fiir 1,5 h bei 37 °C; 2: Inkubation der Proteine fiir 10 min bei 100 °C, Spur 1:
AyadA:MC1089; Spur 2: AyadA:Fam1089; Spur 3: AyadA,; Spur 4: AyadA:yadA.

Der Nachweis der NadA und NadA-YadA Lokalisierung in Aulenmembranpréiparationen der
WA-c Ainv(p) Konstrukte erfolgte mit anti-NadA Serum und anti-Kaninchen Peroxidase
Konjugat (Abb. 12.1B. und 12.2B). Bereits nach Inkubation der Proteine bei 37 °C kam es bei
den NadA-YadA-Hybriden zur Ausbildung von Oligomeren und Monomeren (Abb. 12.1B,
Spur 1-4). Die Inkubation der AuBenmembranproteine bei 100 °C ermdglichte den Nachweis
oligomerer und monomerer Formen der Hybridproteine (Abb. 12.2B, Spur 1-4).

Das vollstindig prozessierte NadA konnte sowohl bei 37 °C als auch bei 100 °C in Form
einer oligomeren Bande bei 160 kDa nachgewiesen werden (Abb. 12.1B und 12.2B, Spur 5),
allerdings war die Synthese im Vergleich zu den NadA-YadA-Hybriden deutlich schwicher.
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Der Vergleich der Proteinkonzentration in den Coomassie-gefarbten SDS-Gelen zeigte
allerdings, dass die NadA-Proteinkonzentration des Konstrukts pnadA4 geringer war als die der

anderen Hybrid-Konstrukte (Abb. 12.2.A. und 12.1.A, Spur 5).
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Abb. 12 Nachweis von NadA und NadA-YadA in OMP-Priparationen von Y. enterocolitica WA-c
Ainv(p). Aulenmembranpraparation (10 pg) wurden mittels SDS-PAGE (11 %) aufgetrennt und auf
PVDF Membranen transferiert. A: Coomassie-gefirbte SDS-Gele. B: Immunoblot mit anti-NadA
Serum (1:500) und Ziege anti-Kaninchen IgG Peroxidase Konjugat (1:2000). 1: Inkubation der
Proteine fiir 1,5 h bei 37 °C; 2: Inkubation der Proteine fiir 10 min bei 100 °C, Spur 1: WA-c
Ainv(pM1); Spur 2: WA-c Ainv(pM2); Spur 3: WA-c Ainv(pM3); Spur 4: WA-c Ainv(pM4); Spur 5:
WA-c Ainv(pnadA).
Zusammenfassend zeigen die Immunoblotanalysen der AuBenmembranproteine, dass alle
NadA-YadA-Hybridproteine, sowie das NadA und YadA als Oligomere in der dufleren
Membran von Y. enterocolitica detektiert werden konnten. Die Syntheseeffizienz der NadA
Proteine in WA-314 AyadA Konstrukten war vergleichbar mit der Synthese von oligomeren
YadA in WA-314 AyadA:yadA. Des Weiteren konnte oligomeres NadA und die NadA-YadA
Hybridproteine auch in Y. enterocolitica WA-c Ainv(p) nachgewiesen werden, allerdings war

die Synthese der Proteine in WA-c Ainv schwicher als in WA-314 AyadA.

3.2.2 Immunofluoreszenznachweis von NadA, YadA und NadA-YadA Proteinen auf

der Zelloberfliche von Y. enterocolitica

Fiir den weiteren Nachweis der Oberflichenlokalisierung von NadA und NadA-YadA-

Hybridproteinen in Y. enterocolitica wurden Immunofluoreszenzfarbungen unfixierter WA-c

Ainv(p) und WA-314 AyadA Konstrukte durchgefiihrt (2.18.3). Abbildung 13. zeigt, dass alle
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NadA-YadA-Hybride (AyadA:M1, AyadA:M2, AyadA:M3, AyadA:M4, AyadA:F1, AyadA:F2,
AyadA:F3, AyadA:F4), sowie das NadA von MCS58 und Faml8 (AyadA:MC1089,
AyadA:Fam1089) an der Zelloberfliche von Y. enterocolitica WA-314 AyadA in Form von
griin fluoreszierenden Signalen lokalisiert werden konnten. Als Negativkontrolle wurden der
YadA-positive Stamm WA-314 AyadA:yadA und der YadA-negative Stamm WA-314 AyadA
mit anti-NadA Serum und Ziege anti-Kaninchen IgG FITC Konjugat inkubiert. Diese Stimme
zeigten keine positiven Fluoreszenzsignale, so dass die NadA-Spezifitit des anti-NadA Serum
gewdhrleistet war (Abb. 13).

Die Oberflachenlokalisierung des YadA-positiven Stamm WA-314 AyadA:yadA wurde mit
dem anti-YadA Antikorper 8D1 und Ziege anti-Maus IgG FITC Konjugat nachgewiesen. Der
YadA-positive Stamm WA-314 AyadA:yadA war in der Immunfluoreszenz positive, wiahrend
der YadA-negativen Stamm WA-314 AyadA wie erwartet negativ war (Abb. 13).

Die Oberfldchenexposition der NadA und NadA-YadA-Hybridproteine konnte auch in dem
Stamm WA-c Ainv nachgewiesen werden. Abbildung 14 zeigt griin fluoreszierende Yersinien
fiir pM1, pM2, pM3, pM4 und pradA mit anti-NadA Serum und Ziege anti-Kaninchen 1gG
FITC Konjugat. Die Oberflachenlokalisierung von YadA in pyad4 konnte mit anti-YadA
Antikdrper 8D1 und Ziege anti-Maus IgG FITC Konjugat gezeigt werden (Abb. 14). Auch

pyadAss.ses konnte auf der Zelloberfliche nachgewiesen werden.
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WA-314 AyadA:

a-NadA

a-YadA

Abb. 13 Immunfluoreszenzmikroskopie nadA-, nadA-yadA und yadA-exprimierender Y. enterocolitica
WA-314 AyadA. Unfixierte WA-314 AyadA Konstrukte wurden mit anti-NadA Serum (1:50) oder
anti-YadA Antikorper 8D1 (1:100) und anti-Kaninchen IgG, oder anti-Maus IgG FITC Konjugat
(1:128) inkubiert. NadA-YadA-Hybride: AyadA:M1, M2, M3, M4, F1, F2, F3, F4; NadA MC58:
AyadA:MC1089; NadA Faml8: Ayad4: Faml089; YadA-positiv: AyadA:yadA; YadA-negativ:
AyadA. Der GroBenbalken entspricht 20 pm.
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Abb. 14 Immunfluoreszenzmikroskopie nadA-, nadA-yadA und yadA-exprimierender Y. enterocolitica
WA-c Ainv(p). Unfixierte WA-c Ainv(p) Konstrukte wurden mit anti-NadA Serum (1:50) oder anti-
YadA Antikorper 8D1 (1:100) und anti-Kaninchen IgG, oder anti-Maus IgG FITC Konjugat (1:128)
inkubiert. NadA-YadA-Hybride: pM1, pM2, pM3, pM4; pnadA: NadA-positiv; pyadA: YadA-positiv:
p: YadA-negativ. pyadAss.ses: YadA kopflos. Der GroBenbalken entspricht 20 pm.

33 nadA-exprimierende N. meningitidis Stimme

Fiir die Untersuchung der NadA Synthese in N. meningitidis wurden verschiedene N.
meningitidis MC58 Stimme (Serogruppe B, Serotyp 74, klinisches Isolat des ST-32
Komplex) verwendet. Der NadA-positive bekapselte Wildtypstamm MC58 wurde von Prof.
Mathias Frosch (Universitdt Wiirzburg) zur Verfiigung gestellt. Die isogene NadA-Mutante
MC58 AnadA, die unbekapselte SiaD-Mutante MC58 AsiaD und die isogene unbekapselte
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NadA-Mutante MC58 AsiaD AnadA wurden von Prof. Oliver Kurzai (Universitdt Jena) zur
Verfiigung gestellt.

3.3.1 Synthesenachweis von NadA in N. meningitidis

Fiir den Expressionsnachweis von nadA4 in N. meningitidis wurden Ganzzelllysate hergestellt
(2.14.2), bei 37 °C fiir 1,5 h und 100 °C fiir 10 min inkubiert, und mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Die auf PVDF-Membranen transferierten Proteine wurden mit anti-NadA Serum

und Ziege anti-Kaninchen IgG Peroxidase Konjugat detektiert.
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Abb. 15 Nachweis von NadA in N. meningitidis Ganzzelllysaten. Ganzzelllysate (10 pl) nadA-positiver und
nadA-negativer N. meningitidis Staimme wurden mittels SDS-PAGE (11 %) aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran transferiert. A: Coomassie-gefarbte SDS-PAGE. B: Immunoblot mit anti-NadA
Serum (1:500) und Ziege anti-Kaninchen IgG Peroxidase Konjugat (1:2000). Die Inkubation der
Lysate erfolgte fiir 1,5 h bei 37 °C und 10 min bei 100 °C, Spur 1: MC58 (37 °C); Spur 2: MC58
AnadA (37 °C); Spur 3: MC58 AsiaD (37 °C), Spur 4: MC58 AsiaD AnadA (37 °C); Spur 5: MC58
(100 °C); Spur 6: MC58 AnadA (100 °C); Spur 7: MC58 AsiaD (100 °C),; Spur 8: MC58 AsiaD
AnadA (100 °C).

Die Westernblotanalysen der bei 37 °C vorbehandelten Neisserien Ganzzelllysate zeigten fiir
den NadA-positiven unbekapselten Stamm MC58 AsiaD eine Bande bei ungefahr 160 kDa,
die der oligomeren Form des NadA Proteins entspricht (Abb. 15.B, Spur 3). Im Gegensatz
dazu, zeigte der bekapselte Stamm MCS58 nur eine sehr schwache Bande bei 160 kDa (Abb.
15.B, Spur 1). Westernblotanalysen der bei 100 °C behandelten Ganzzelllysate, zeigten
sowohl bei dem Stamm MC58 (Abb. 15.B, Spur 5), als auch bei dem Stamm MC58 AsiaD
(Abb. 15.B, Spur 7) eine Bande bei 160 kDa. Die NadA Synthese in MC58 war jedoch
schwicher als in dem unbekapselten Stamm MCS58 AsiaD. Die NadA-negativen Stdmme
MC58 AnadA (Abb. 15.B, Spur 2 und 6) und MC58 AsiaD AnadA (Abb. 15.B, Spur 4 und 8)

zeigten weder bei 37 °C, noch bei 100 °C die Synthese von oligomerem NadA Protein.
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Auffallend war allerdings, dass vor allem die NadA-negativen Stimme starke unspezifische
Banden im Bereich von 37-82 kDa aufzeigten. Da jedoch die Coomassie-gefarbtes SDS-Gele
vergleichbare Proteinmengen und vergleichbare Proteinmuster der Ganzzelllysate bei allen
Stimmen aufwiesen (Abb. 15.A), konnen die starken Banden nicht durch Unterschiede in der
Proteinkonzentration erkldrt werden, sondern deuten eher darauf hin, dass in den NadA-
Mutanten andere Epitope iiberexprimiert werden, die stark mit dem anti-NadA Serum

reagieren.

34 rekombinantes NadA Protein

34.1 Herstellung von NadA24_210

Fiir die Herstellung von rekombinantem NadA Protein wurden die Aminosduren 24-210 des
NadA MC58 verwendet. Diese Aminosduren entsprechen der NadA-Kopfdomine und der
potentiellen Halsdomidne des NadA Proteins. Das nad4 wurde mittels PCR aus dem
Suizidplasmid pGPS:MC1089 amplifiziert und wie unter 2.13.13.4 beschrieben in das
Expressionsplasmid pET21b (+) kloniert. Die Korrektheit des daraus resultierenden Plasmids
pET21b:nad4A wurde mittels Sequenzierung iiberpriift (2.13.10). Die Transformation von
pET21b:nadA erfolgte in E. coli BL21 (DE3).

3.4.2 Synthese und Reinigung von NadA;4.51¢

Die Induktion der NadA Synthese in E. coli BL21 (DE3) erfolgte bei 37 °C mittels IPTG
(2.14.10.1). Die Reinigung von NadAs4.219 erfolgte iiber Affinititschromatographie (HisTrap
HP Saule) in 40 mM NaPOy, 0,3 M NaCl, und 5 mM Imidazol bei pH 7,9 (2.14.10.2). Die
endgiiltige Reinigung des Proteins erfolgte mittels Gelfiltration in 40 mM NaPQOy4, und 100
mM NaCl bei pH 8,0 (2.14.10.3). Die Synthese von NadAj4.210 wurde mittels SDS-PAGE und
Westernblot mit anti-NadA Serum iiberpriift (Abb. 16). Das rekombinante NadA Protein
konnte dabei nach Inkubation bei 37 °C fiir 1,5 h sowohl im Coomassie-gefarbten SDS-Gel
(Abb. 16.Al1), als auch im Immunoblot (Abb. 16.B1) bei ca. 20 kDa nachgewiesen werden,
was der monomeren Form des NadA Proteins entspricht. Zusitzlich konnte nach Inkubation
bei 37 °C eine weitere Bande bei ungefdhr 75 kDa detektiert werden (Abb. 16.B1), die auf
eine Oligomerisierung des rekombinanten NadA Proteins hindeutet. Das Coomassie-geférbte
SDS-Gel mit rekombinantem NadA Protein, welches bei 100 °C aufgekocht wurde (Abb.

16.A2), zeigte ein verschmiertes Proteinmuster, allerdings konnte auch hier eine monomere

94



Ergebnisse

Bande bei ungefdhr 20 kDa detektiert werden. Die entsprechende Immunoblotanalyse mit
anti-NadA Serum (Abb. 16.B2) zeigte wieder eine verschmierte Proteinspur, aber auch eine
schwache Bande bei ungefdhr 20 und 75 kDa. Dies zeigt, dass das NadA4.10 bei 37 °C
deutlich als Monomer synthetisiert wird, wobei eine Oligomerisierung des Proteins
wahrscheinlich ist. Das Molekulargewicht des im Immunoblot nachgewiesenen NadAj4,10
entspricht dem anhand der Aminosduresequenz berechneten Molekulargewicht von 19,7 kDa.
Die Inkubation von NadAj4.210 bei 100 °C, scheint dagegen zu einem Proteinabbau zu fiihren,
wodurch eventuelle Oligomere unterschiedlich stark degradiert werden und als verschmiertes

Proteinmuster auftreten.
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Abb. 16 SDS-PAGE und Immunoblot mit rekombinantem NadA,,.,;, Protein. NadA,4,;o wurde in E. coli
BL21 (DE3) iiberexprimiert und 10 pg des Proteins wurden mittels SDS-PAGE (11 %) aufgetrennt.
A: Coomassie-gefarbtes SDS-Gel. B: Immunoblot mit anti-NadA Serum (1:500) und Ziege anti-
Kaninchen IgG Peroxidase Konjugat (1:2000). 1: Die Inkubation des Proteins erfolgte fiir 1,5 h bei 37
°C. 2: Die Inkubation des Proteins erfolgte bei 100 °C fiir 10 min. Die Pfeile geben die monomere und
oligomere Form des NadA,4, an.

34.3 Native PAGE mit NadA,4.10

Um eine mogliche Oilgomerisierung des NadAj4.210 Proteins zu untersuchen wurden 5 pg und
10 pg des NadAjs,19 Proteins durch eine nicht-denaturierende native PAGE aufgetrennt
(2.14.6.2) und im Immunoblot mit anti-NadA Serum untersucht (2.14.8). Das Coomassie-
gefarbte native Gel (Abb. 17.A) zeigte sowohl bei 5 pug (Spur 1), als auch bei 10 pg (Spur 2)
NadA Protein zwei verschiedene Bandenmuster. Der Immunoblot mit anti-NadA Serum
zeigte deutlich, das dass NadAj410 Proteine monomere und oligomere Strukturen ausbildet,

da zwei verschiedene Banden detektiert werden konnten (Abb. 17.B).
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Abb. 17 Native PAGE und Immunoblot mit rekombinantem NadA,,,;y Protein. 5 pg und 10 pg des
NadAj;,19 Proteins wurden mittels nativer PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
tibertragen. A: Coomassie-gefarbtes natives Gel. B: Immunoblot mit anti-NadA Serum (1:500) und
Ziege anti-Kaninchen IgG Peroxidase Konjugat (1:2000). 1: 5 pg NadA,,;. 2: 10 pg NadA,4,0. Die
Pfeile geben die monomere und oligomere Form des Proteins an.

344 Herstellung und Synthese von anti-NadA Serum

Das gereinigte rekombinante NadAj4.,19 Protein (2.14.10) wurde fiir die Gewinnung von anti-
NadA Serum verwendet. Die Immunisierung von zwei Kaninchen erfolgte fiir 90 Tage nach
dem Standardimmunisierungsprotokoll (Pineda Antikorper-Service, Berlin) (2.18.7). Die
Reaktivitit des anti-NadA Serum wurde anschlieBend mittels Westernblot untersucht. Hierfiir
wurden 10 pl der Ganzzelllysate der Stimme WA-314 AyadA:yadA (Spezifititskontrolle),
WA-314 AyadA (Negativkontrolle), WA-314 AyadA:nadA (Positivkontrolle), sowie 10 ug
rekombinantes NadAj4;;9 Protein bei 100 °C fiir 10 min aufgekocht, mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der immunologische Nachweis
erfolgte mit anti-NadA Serum in einer Verdiinnung von 1:500 und Ziege anti-Kaninchen IgG
alkalische Phosphatase Konjugat zeigte, dass lediglich bei dem Konstrukt WA-314
AyadA:nadA eine Bande bei ungefiahr 160 kDa auftrat, die der oligomeren Form des NadA
entsprach (Abb. 18, Spur 3). Bei dem YadA-positiven Konstrukt WA-314 AyadA:yadA (Abb.
18, Spur 2) und dem YadA-negativen Konstrukt WA-314 AyadA (Abb. 18, Spur 1) wurden
nur einige sehr schwache unspezifische Banden im Bereich von 80-120 kDa nachgewiesen.
Auch das rekombinante NadAj4.210 Protein zeigte eine Reaktivitit mit dem anti-NadA Serum
in Form einer Bande bei ca. 20 kDa. Als weitere Kontrolle wurden 10 pg des aufgereinigten
NadAj4.210 Protein mit einer 1:500 Verdiinnung des Prdimmunserums als Priméirantikorper
inkubiert, welches keine Reaktivitit zeigte (Abb. 18, Spur 6). Basierend auf diesen
Ergebnissen wurde das anti-NadA Serum fiir alle Westernblotanalysen im Verhéltnis 1:500

eingesetzt.
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Abb. 18 Immunoblot zum Nachweis der Reaktivitit des anti-NadA Serum. Ganzzelllysate (10 pl) der
WA-314 AyadA Konstrukte und rekombinantes NadA,4.510 Protein (10 pg) wurden bei 100 °C fiir 10
min denaturiert und mittels SDS-PAGE (11 %) aufgetrennt. Die auf eine Nitrozellulosemembran
transferierten Proteine wurden mit anti-NadA Serum (1:500) oder NadA Praimmunserum (PS) (1:500)
und Ziege anti-Kaninchen IgG alkalische Phosphatase Konjugat (1:2000) inkubiert. 1: WA-314
AyadA, 2: WA-314 AyadAyadA, 3: WA-314 AyadAnadA, 4. NadA24_2|0; 5: NadA24_2|().

3.5 Bindung von nadA- und nadA-yadA-exprimierenden Yersinien an

extrazellulire Matrixproteine

Um die Bindung von NadA an extrazelluldre Matrixproteine zu untersuchen, wurden nadA-
exprimierende Y. enterocolitica Konstrukte mittels ELISA-Technik auf ihre
Bindungsfihigkeit an Kollagen Typ I, Fibronektin und Matrigel getestet (2.18.5.3). Bei
Matrigel handelt es sich um eine Mischung verschiedener extrazelluldrer Matrixproteine,
wobei die Hauptkomponenten Laminin (56 %), Kollagen Typ IV (31 %) und Entaktin (8 %)
sind. Abbildung 19 zeigt, dass die NadA-YadA-Hybride (WA-314 AyadA:M1-M4 und WA-
314 AyadA:F1-F4), sowie der NadA-positive Stamm (WA-314 Ayad4:MC1089 und
Fam1089) beider N. meningitidis Stimme MC58 und Fam18 und der YadA-negative Stamm
(WA-314 AyadA) weder mit Kollagen Typ I, noch mit Fibronektin und Matrigel
interagierten. Im Vergleich dazu zeigten YadA-positive Yersinien (WA-314 AyadA:yadA) die
bekannte Bindung an Kollagen Typ I, Matrigel und Fibronektin (Abb. 19).
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Abb. 19 Bindung nadA, yadA und nadA-yadA-exprimierender Y. enterocolitica an extrazellulire
Matrixproteine. Die Bindungsfihigkeit verschiedener WA-314 AyadA Konstrukte an Matrigel (10
pg/ml), Fibronektin (10 pg/ml) und Kollagen Typ I (20 pg/ml) wurde mittels ELISA-Technik bei
einer optischen Dichte von 491 nm bestimmt. yadA: Positivkontrolle (YadA-positiv); AyadA
Negativkontrolle (YadA-negativ). nadA-yadA-Hybride: M1-M4 und F1-F4; nad4 MC58: MC1089;
nadA Fam18: Fam1089. Die Ergebnisse sind als Mittelwert dreier unabhéngiger Experimente, welche
in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt wurden, dargestellt. * p < 0,02 versus WA-314 AyadA Werte.

3.6 Autoagglutination nadA- und nadA-yadA-exprimierender Yersinien

YadA-exprimierende Yersinien zeigen in der stationdren Wachstumsphase die Fahigkeit der
Autoagglutination/Autoaggregation, die durch die N-terminale YadA-Kopfdoméine vermittelt
wird (Skurnik et al, 1984;Tamm et al, 1993). Fir die Analyse des
Autoaggregationsverhaltens nadA- und nadA-yadA-exprimierender Y. enterocolitica wurden
die WA-314 AyadA Konstrukte wie unter 2.14.1 kultiviert. Die NadA-YadA-Hybride (WA-
314 AyadA:M1-M4 und FI1-F4) sowie die NadA-positiven Konstrukte (WA-314
AyadA:MC1089 und Fam1089) zeigten nach 7-stiindiger Inkubation in Zellkulturmedium
(RPMI-1640) weder eine Sedimentierung der Bakterien, noch eine patielle Autoagglutination.
Im Vergleich dazu zeigten YadA-positive Yersinien eine deutliche Sedimentierung am Boden

des Reagenzglases, und die Triibung der Kultur war stark reduziert.
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3.7 Interaktion von Yersinien mit Serumkomponenten

3.7.1 Serumresistenz

Um eine mogliche Beteiligung des NadA bei der Vermittlung der Serumresistenz zu
untersuchen, wurden nadA-, yadA- und nadA-yadA-exprimierende Y. enterocolitica
angezlichtet, mit humanem Serum inkubiert, und nach 90 min die Anzahl der
serumresistenten Bakterien bestimmt (2.18.6.1). Die Ergebnisse der Serumresistenzversuche
sind in Abbildung 20 dargestellt. Die Anzahl der in humanem Serum iiberlebenden YadA-
positiven Yersinien (WA-314 AyadA:yadA) wurde als Serumresistenzfaktor 1 (100 %)
festgelegt. Im Vergleich dazu zeigten YadA-negative Yersinien (WA-314 AyadA) einen
serumsensitiven Phidnotyp (Abb. 20). Auch NadA-positive Yersinien (WA-314
AyadA:MC1089 und Fam1089) zeigten nach Inkubation in humanem Serum lediglich eine
geringe Anzahl lebender Bakterien. Im Gegensatz dazu wiesen alle NadA-YadA-Hybride eine
deutliche Serumresistenz auf (Abb. 20). Die Uberlebensrate der Hybride WA-314 AyadA:M2,
M3, M4, F3, und F4 entsprach der des YadA-positiven Stamms WA-314 AyadA:yadA
(Serumresistenzfaktor 1). Besonders auffallend waren jedoch die Hybride WA-314
AyadA:M1, F1, und F2, welche eine signifikant hohere Uberlebensrate (~ 2,5 —fach) im
Vergeleich zum YadA-positiven Wildtypstamm aufwiesen (Abb. 20).
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Abb. 20 Uberleben nadA, yadA und nadA-yadA-exprimierender Y. enterocolitica in humanem Serum.

Die Serumresistenz der WA-314 AyadA Stdémme wurde durch Inkubation in 100 pl 50 % humanem
Serum fiir 90 min bei 37 °C bestimmt. Die Uberlebensrate entspricht dem Verhiltnis der nach 90 min
bestimmten Keimzahl und der Ausgangskeimzahl. Die Uberlebensrate des Wildtyp WA-314
AyadA:yad4 wurde als Serumresistenzfaktor 1 (100 %) festgelegt und in Relation zu den
Uberlebensraten der NadA und NadA-YadA-Hybride gesetzt. yadA: YadA-positiv; AyadA: YadA-
negativ; M1-M4 und F1-F4: NadA-YadA-Hybride; MC1089: NadA MC58; Fam1089: NadA Fam18.
Die Ergebnisse sind als Mittelwert dreier unabhéngiger Experimente dargestellt. * p < 0,0286 versus
WA-314 AyadA:yadA Werte.

Die bisherigen phéinotypischen Analysen wie der Synthesenachweis (3.1.2), die
Oberflachenlokalisierung (3.2) der NadA-YadA-Hybride und des NadA in Y. enterocolitica,
zeigten fiir das NadA beider Stimme (MC58 und Fam18) vergleichbare Ergebnisse. Auch das
Autoagglutinations- und Serumresistenzverhalten der NadA Proteine beider Meningokokken
Stimme war vergleichbar (3.6, 3.7). Da das NadA von MC58 und Fam18 keine funktionalen
Unterschiede aufwies, wurden die folgenden Untersuchungen lediglich fiir das NadA und die

NadA-YadA-Hybride des Stamms MC58 durchgefiihrt.

3.7.2 Bindung von komplementinhibitierenden Faktoren C4BP und Faktor H an
nadA-exprimierende Yersinien

Um eine Beteiligung von NadA an der Bindung von Komplementinhibitoren wie Faktor H,

oder C4BP zu untersuchen wurden Serumabsorptionsexperimente durchgefiihrt (2.18.6.2.).

Hierfir wurden NadA-, YadA- und NadA-YadA-positive Y. enterocolitica mit

hitzeinaktiviertem humanem Serum inkubiert und gebundene Komplemeninhibitoren aus dem
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Bakteriensediment eluiert. Die Bakteriensedimente sowie deren eluierte Fraktionen wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf PVDF-Membranen transferiert. Der Nachweis der
C4BP-Bindung erfolgte mit anti-human C4BP Antikorper, wihrend die Bindung von Faktor
H mit anti-human Faktor H Antikorper erfolgte. Der Nachweis von C4BP in verschiedenen
Fraktionen ist in Abb. 21 dargestellt. Als Kontrolle wurden unbehandelte Ganzzelllysate der
WA-314 AyadA Konstrukte verwendet. In unbehandelten Zelllysaten (Abb. 21.A) konnte kein
C4BP nachgewiesen werden (Spur 1-8). Lediglich die Positivkontrolle, hitzeinaktiviertes
Serum, zeigte eine Bande bei ca. 75 kDa die der GroB3e des C4BP Proteins entspricht (Abb.
21.A ,,+°). Im Gegensatz dazu zeigten die mit hitzeinaktiviertem Serum vorbehandelten
Zellsedimente (Abb.21.B) der Staimme WA-314 AyadA:yad4 (Spur 2), WA-314
AyadA:yadAss.ses (Spur 3), WA-314 AyadA:M1 (Spur 4), WA-314 AyadA:M2 (Spur 5), WA-
314 AyadA:M3 (Spur 6), WA-314 AyadA:M4 (Spur 7), und WA-314 AyadA:MC1089 (Spur
8) eine deutliche Bande bei ca. 75 kDa, die der Grof8e des C4BP Proteins entspricht. Bei dem
YadA-negativen Stamm WA-314 AyadA (Abb. 21.B, Spur 1) konnte nur eine sehr schwache
C4BP-Bindung detektiert werden. Analysen der eluierten Fraktionen zeigten lediglich sehr
schwache Banden im Bereich von 75 kDa (Abb. 21.C), was darauf hinweist, dass das C4BP
nicht vollstindig aus den Zellsedimenten eluiert werden konnte. Insgesamt erfolgte ein
Bindungsnachweis von C4BP fiir die NadA-YadA-Hybride, den NadA-, und YadA-positiven
Stamm sowie flir die kopflose YadA-Mutante.

A <+— 75kDa

B — — _— <«— 75kDa

c !;;’ e - i ﬂ<— 75 kDa
a-C4BP

Abb. 21 Bindung von C4BP aus humanem Serum an Y. enterocolitica. WA-314 AyadA Konstrukte wurden
mit 100 pl hitzeinaktiviertem humanem Serum fir 60 min bei 37 °C inkubiert. Die Elution
gebundener Serumproteine erfolgte mit 2 M NaCl. Die verschiedenen Fraktionen wurden mittels
SDS-PAGE (11 %) aufgetrennt und auf PVDF-Membranen transferiert. Der immunologische
Nachweis fiir die Bindung von C4BP erfolgte mit Schaf anti-human C4BP Antikérper (1:1000) und
Ziege anti-Schaf Peroxidase Konjugat (1:2000). A: unbehandelte Ganzzelllysate. B: mit Serum
behandelte Zellsedimente. C: eluierte Fraktionen der mit Serum behandelten Zellsedimente. 1: WA-
314 AyadA. 2: WA-314 AyadA:yadA, 3: WA-314 AyadA:yadAgs ses. 4: WA-314 AyadA:M1. 5: WA-
314 AyadA:M2. 6:WA-314 AyadA:M3. 7: WA-314 AyadA:M4. 8: WA-314 AyadA:MC1089. +:
hitzeinaktiviertes Serum.
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Fir den Nachweis der Faktor H-Bindung durch nadA und nadA-yadA-exprimierende Y.
enterocolitica wurden sowohl die unbehandelten Ganzzelllysate, als auch die mit Serum
behandelten Zellsedimente und daraus eluierten Fraktionen mittels Immunoblot analysiert. In
unbehandelten Ganzzelllysaten konnte kein Faktor H nachgewiesen werden (Abb.22.A). Im
Gegensatz dazu zeigte hitzeinaktivertes Serum allein eine deutliche Bande bei ca. 160 kDa,
die dem Molekulargewicht von Faktor H entspricht. Die mit Serum behandelten
Zellsedimente (Abb. 22.B) zeigten lediglich fiir die Stimme WA-314 AyadA:yadAss.sea (Spur
3) und WA-314 AyadA:M2 (Spur 5) eine deutliche Bande bei 160 kDa, die eine Bindung von
Faktor H nachwies. Bei den Konstrukten WA-314 AyadA:yadA (Spur 2), WA-314 AyadA:-M1
(Spurd), WA-314 AyadA:M3 (Spur 6), WA-314 AyadA:M4 (Spur 7) und WA-314
AyadA:MC1089 (Spur 8) hingegen konnte nur eine sehr schwache Bande bei 160 kDa
detektiert werden. Daher ist anzunehmen, dass diese Stimme Faktor H weniger gebunden
haben. Bei der Negativkontrolle WA-314 AyadA:yadA (Spur 1) konnte keine Bindung von
Faktor H nachgewiesen werden. Die eluierten Fraktionen der Zellsediment (Abb. 22.C)
zeigten keinen deutlichen Nachweis der Faktor H Bindung. Insgesamt zeigen diese
Ergebnisse, das eine Bindung von Faktor H nur an das NadA-YadA-Hybrid M2 und die
kopflosen YadA-Mutante eindeutig nachgewiesen werden konnte. Aufgrund der starken
Unspezifitdt des anti-human Faktor H Antikorpers konnte bei dem NadA-, dem YadA-
positiven Konstrukt sowie den anderen NadA-YadA-Hybriden keine eindeutige Bindung von
Faktor H nachgewiesen werden. Des Weiteren zeigt Abb. 22.C, dass die Elution der

gebundenen Serumproteine aus den Zellsedimenten nicht erfolgreich war.
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Abb. 22 Bindung von Faktor H aus humanem Serum an Y. enterocolitica. WA-314 AyadA Yersinien
wurden mit 100 pl hitzeinaktiviertem humanem Serum fiir 60 min bei 37 °C inkubiert. Die Elution
gebundener Serumproteine erfolgte mit 2 M NaCl. Die verschiedenen Fraktionen wurden mittels
SDS-PAGE (11 %) aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembranen transferiert. Der immunologische
Nachweis fiir die Bindung von Faktor H erfolgte mit Ziege anti-human Faktor H Antikdrper (1:1000)
und Kaninchen anti-Ziege 1gG (1:10000) Peroxidase Konjugat. A: unbehandelte Ganzzelllysate. B:
mit Serum behandelte Zellsedimente. C: eluierte Fraktionen der mit Serum behandelten
Zellsedimente. 1: WA-314 AyadA. 2: WA-314 AyadA:yadA, 3: WA-314 AyadA:yadAgs.ses. 4: WA-
314 AyadA:M1. 5: WA-314 AyadA:M2. 6:WA-314 AyadA:M3. 7: WA-314 AyadA:M4. 8: WA-314
AyadA:MC1089. +: hitzeinaktiviertes Serum.

3.8 Interaktion von NadA mit eukaryotischen Zellen

3.8.1 Interaktion nadA-exprimierender Yersinien mit Chang Zellen

Um die Zelladhdsion der in Y. enterocolitica synthetisierten NadA und NadA-YadA-
Hybridproteine zu {iberpriifen, wurden Infektionsversuche mit nadA- und nadA-yadA-
exprimierenden Yersinien und Chang Zellen durchgefiihrt. Fiir diese Versuche wurden die
pYV-Plasmid-negativen und Invasin-negativen WA-c Ainv(p) Konstrukte verwendet, um die
alleinige Rolle von NadA und YadA in Interaktion mit Chang Zellen untersuchen zu konnen.
Fiir Adhdrenzversuche wurden die Chang Zellen mit einer MOI 100 infiziert und fiir 3 h
inkubiert, bevor die Anzahl der zellassoziierten Bakterien bestimmt wurde (2.16.3). Fiir die
Bestimmung der intrazelluldren Bakterien wurde zusétzlich Gentamicin eingesetzt (2.16.3).
Die Quantifizierung der zellassoziierten Bakterienzahl zeigte eine signifikant héhere Anzahl
zellassoziierter Bakterien NadA-, YadA-, und NadA-YadA-positiver Yersinien im Vergleich
zum YadA-negativen Stamm (Abb. 23.A). Die Zahl adhédrenter YadA-positiver Yersinien
(pvadA) war im Vergleich zur YadA-Mutante (p) um das ~ 300-fache erhoht. Auch die
Hybride pM1 (~ 8,5-fach), pM2 (~ 3,4-fach), pM3 (~ 8,9-fach), pM4 (~ 0,6-fach), und pnad4
(~ 10,7-fach) zeigen eine signifikant hohere Anzahl zellassoziierter Bakterien im Vergleich
zur YadA-Mutante (p). Die Adhdrenz der YadA kopflosen Mutante pyadAsssesa ist
vergleichbar mit der des YadA-negativen Stamm (p) (Abb.23.A). Die Anzahl intrazellulérer
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Bakterien war fiir pyadA ~ 100-fach, pM1 ~ 6,6-fach, pM2~ 3,9-fach, pM3 ~ 22 4-fach, pM4
~ 23,0-fach und prnadA ~ 14,9-fach hoher als die Anzahl YadA-negativer Yersinien (p) (Abb.
23.B). Somit konnte gezeigt werden, dass die NadA Kopfdoméne (AS 24-90) fiir die Bindung

und Internalisierung in Chang Zellen verantwortlich ist.
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Abb. 23 Adhirenz und Invasion nadA-, yadA- und nadA-yadA-exprimierender Y. enterocolitica durch
Chang Zellen. 2x10° Chang Zellen wurden mit WA-c Ainv(p) (Negativkontrolle), WA-c Ainv(pyadA)
(YadA-positiv), WA-c Ainv(pyadApssses) (YadA-kopflos), WA-c Ainv(pnadA) (NadA-positiv), und
WA-c Ainv(pM1-M4) (NadA-YadA-Hybride) mit einer MOI 100 fiir 3h bei 37 °C inkubiert. A:
zellassoziierte Bakterien (intra- und extrazelluldr). B: intrazellulare Bakterien nach zusitzlicher
Gentamicinbehandlung (50pg/ml) fir 90 min. Die Zahl der zellassoziierten und intrazelluldren
Bakterien ist als logl0 ,,colony forming units* pro ml (CFU/ml) angegeben. Die Ergebnisse sind als
Mittelwert drei unabhéngiger Experimente, welche in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt wurden,
dargestellt. * p < 0,0406 versus WA-c Ainv(p) Werte.
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3.8.2 Interaktion nadA-exprimierender Yersinien mit dHL-60 Zellen

3.8.2.1 Bindung an dHL-60 Zellen

Eine mogliche Beteiligung von NadA an der Interaktion mit neutrophiléhnlichen dHL-60
Zellen wurde mittels Adhérenzversuchen bestimmt (2.16.4). Fiir die Infektionsversuche mit
WA-c Ainv(p) Konstrukten wurden sowohl unbehandelte dHL-60 Zellen, als auch dHL-60
Zellen, die zur Modifizierung ihrer Zelloberfliche mit Phospholipase oder Proteinase
vorbehandelt wurden, verwendet (2.16.2.2).

Infektionsversuche mit unbehandelten dHL-60 Zellen zeigten eine Yersinien-Bindung von
~15 % der eingesetzten NadA-YadA-positiven Staimme (pM1-pM4) sowie des NadA- und
YadA-positiven Stamm an dHL-60 Zellen (Abb. 24). Die Zahl der adhidrenten Bakterien war
im Vergleich zur YadA-Mutante (p) bei pM1 ~5,5-fach, pM2 ~6,4-fach, pM3 ~5,6-fach, pM4
~5,1-fach, pnadA~5,2-fach und bei pyad4 ~4,2-fach erhoht. Die Bindungseffizienz der
kopflosen YadA-Mutante (pyadAss-ses) lag dagegen bei ca. 3,3 % und war vergleichbar mit
der Adhdrenz der YadA-Mutante (Abb. 24).
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Abb. 24 Bindung nadA-, yadA- und nadA-yadA-exprimierender Y. enterocolitica an dHL-60 Zellen. 1x10°
dHL-60 Zellen wurden mit WA-c Ainv(p) (Negativkontrolle), WA-c Ainv(pyadA) (YadA-positiv),
WA-c Ainv(pyadApss.ses) (YadA-kopflos), WA-c Ainv(pnadA) (NadA-positiv), und WA-c Ainv(pM1-
M4) (NadA-YadA-Hybride) mit einer MOI 50 fiir 30 min bei 37 °C infiziert. Die Anzahl adhirenter
Bakterien wurde mikroskopisch bestimmt. Die Zahl adhérenter Bakterien in 50 Gesichtsfeldern wurde
in Bezug zur Ausgangskeimzahl (MOI 50 = 100 %) gesetzt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert drei
unabhingiger Experimente dargestellt.* p < 0,0419 versus WA-c A4inv(p).
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Infektionsversuche, die nach der Oberflichenmodifizierung von dHL-60 Zellen durchgefiihrt
wurden, zeigten dass lediglich die Behandlung der Zellen mit Proteinase K zu einer
signifikanten Reduktion der Bindung von pM1, pM2, pM3, pM4, pradA, und pyadA um ca.
12 % fiihrte (Abb. 25, gelbe Sdulen). Die Behandlung der Zellen mit Phospholipase A2
dagegen fiihrte bei den NadA-YadA-Hybriden und dem NadA Konstrukt zu keiner Reduktion
der Adhédrenz, wobei die Bindung des Konstrukt pyad4 um ca. 5 % reduziert war (Abb. 25,
graue Sdulen). Somit konnte gezeigt werden, dass die NadA Kopfdoméne (AS 24-90) an der
Interaktion mit neutrophildhnlichen dHL-60 Zellen beteiligt ist. Diese Interaktion scheint

durch oberflichenexponierte Rezeptoren vermittelt zu werden, die eine Proteinstruktur

aufweisen.
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Abb. 25 Einfluss der Oberflichenmodifizierung von dHL-60 Zellen auf die Bindung nadA-, yadA- und
nadA-yadA-exprimierender Y. enterocolitica. 1x10° unbehandelte, mit Phospholipase A2-behandelte
oder mit Proteinase K behandelte dHL-60 Zellen wurden mit WA-c Ainv(p) (Negativkontrolle), WA-
¢ Ainv(pyadA) (YadA-positiv), WA-c Ainv(pyadApss.ses) (YadA-kopflos), WA-c Ainv(pradA) (NadA-
positiv), und WA-c¢ Ainv(pM1-M4) (NadA-YadA-Hybride) mit einer MOI 50 fiir 30 min bei 37 °C
infiziert. Die Anzahl adhdrenter Bakterien wurde mikroskopisch bestimmt. Die Zahl adhiarenter
Bakterien in 50 Gesichtsfeldern wurde in Bezug zur Ausgangskeimzahl (MOI 50=100 %) gesetzt. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert drei unabhédngiger Experimente dargestellt.* p < 0,0408 versus Werte
der unbehandelten dHL60 Zellen.
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3.8.2.2

Internalisierung durch dHL-60 Zellen

Um eine Beteiligung der NadA-Kopfdomine an einer Internalisierung nadA-exprimierender

Yersinien durch dHL-60 Zellen zu untersuchen, wurden die mit WA-c Ainv(p) Konstrukten

infizierten dHL-60 Zellen (2.16.4) einer Doppelimmunfluoreszenzfarbung unterzogen

(2.18.4) (Abb. 26).

Abb. 26

FITC cy3 FITC + Cy3

pyadA

pM1

pM2

pM4

WA-c 4inv

Doppelimmunfluoreszenzfirbung WA-c Ainv(p) infizierter dHL-60 Zellen. 1x10° dHL-60 Zellen
wurden mit WA-c Ainv(p) (Negativkontrolle), WA-c Ainv(pyad4) (YadA-positiv), WA-c
Ainv(pyadApgs ses) (YadA-kopflos), und WA-c Ainv(pM1, pM2, pM4) (NadA-YadA-Hybride) mit
einer MOI 50 fiir 30 min bei 37 °C infiziert. Adhdrente Bakterien wurde mit anti-NadA Serum (1:50)
oder WA-Wital Serum (1:5000) und Ziege anti-Kaninchen IgG Cy3 (1:50) gefarbt. Nach der
Zellpermeabilisierung wurden intrazelluldre Bakterien mit anti-NadA Serum (1:50) oder WA-Vital
Serum (1:5000) und Ziege anti-Kaninchen IgG FITC (1:128) dargestellt. Die Pfeile weisen auf
intrazelluldre Bakterien hin. Der GroBenbalken entspricht 20 pm.
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Die Immunfluoreszenzdarstellung intra- und extrazelluldrer Bakterien zeigte eine deutliche
Anlagerung der NadA-YadA-Hybride pM1, pM2 und pM4 um die dHL-60 Zellen (Abb. 26).
Zusitzlich konnten die Hybride pM1, pM2 und pM4 als internalisierte Bakterien innerhalb
der dHL-60 Zellen lokalisiert werden. Diese waren in der Uberlagerung des FITC und Cy3
Kanal, als griin fluoreszierende Bakterien sichtbar. Im Vergleich dazu zeigte der YadA-
positive Stamm pyadA eine deutliche Bindung an dHL-60 Zellen, jedoch keine intrazelluldre
Lokalisierung. Bei der YadA-Mutante p und der kopflosen YadA-Mutante pyadAss.ses
konnten weder extra- noch intrazelluldr lokalisierte Bakterien nachgewiesen werden (Abb.
26). Diese Ergebnisse zeigen, dass die NadA Kopfdoméne nicht nur an der Bindung an dHL-
60 Zellen beteiligt ist, sondern auch eine Aufnahme in die Zellen induziert, wihrend YadA

lediglich eine Adhirenz an dHL-60 Zellen vermittelt.

3.9 Die Rolle von NadA im Mausinfektionsmodell

Da N. meningitidis nicht mauspathogen ist, wurde die Rolle von NadA mit Hilfe des Y.
enterocolitica Systems im Mausinfektionsmodell untersucht. Hierfiir wurden jeweils 5 Mause
peroral fiir 5 Tage und intraperitoneal fiir 2 und 4 Tage mit pVY-Plasmid-positiven WA-314
AyadA Stimmen infiziert (2.19.2). Fiir i.p.-Infektionen wurde die Anzahl der Bakterien in der
Milz und Leber bestimmt, wihrend nach peroraler Infektion die Bakterienzahl in Milz, Leber,
Peyer’schen Plaques und im Darminhalt bestimmt wurde (2.19.3). Zusitzlich erfolgte der
Nachweis von WA-314-lux Yersinien in peroral infizierten Méusen durch Messung der
Chemolumineszenz (2.19.4).

Die nach peroraler Infektion quantifizierten Bakterien zeigten fiir den YadA-positiven Stamm
WA-314 AyadA:yadA eine deutliche Kolonisierung des Diinndarms, der Peyer’schen Plaques,
der Milz und Leber (Abb. 27). Im Vergleich dazu konnten nur eine geringe Anzahl YadA-
negativer (WA-314 AyadA) und YadA-kopfloser (WA-314 AyadApss-ses) Yersinien im
Diinndarm nachgewiesen werden, und die Anzahl der Bakterien in der Milz, der Leber und
den Peyer’schen Plaques war stark reduziert (Abb. 27). Bei dem NadA-YadA-Hybrid WA-
314 AyadA:M1 konnte eine mit der kopflosen YadA-Mutante vergleichbare Anzahl an
Bakterien im Diinndarm, der Leber, Milz und in den Peyer’schen Plaques nachgewiesen
werden. NadA-positive Yersinien (WA-314 AyadA:nadA) wurden nur in sehr geringer Anzahl
im Diinndarm lokalisiert, und zeigten keine Kolonisierung von Milz, Leber und den

Peyer’schen Plaques.
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Abb. 27 Quantifizierung nadA-, nadA-yadA- und yadA-exprimierender Y. enterocolitica nach peroraler
Infektion in Mausorganen. 5 Balb-c Miuse wurden peroral mit 1x10° WA-314 AyadA (YadA-
negativ), WA-314 AyadAgs ses (YadA-kopflos), WA-314 AyadA:yad4 (YadA-positiv), WA-314
AyadA:M1 (NadA-YadA-Hybrid) und WA-314 AyadA:nadA (NadA-positiv) infiziert. 5 Tage nach
Infektion erfolgte die Bestimmung der Bakterienzahl (CFU) im Diinndarm, den Peyer’schen Plaques,
der Milz und in der Leber.

Die Quantifizierung der Lumineszenz von WA-314-lux Yersinien in peroral infizieren
Maiusen mit dem Lumina System zeigte lediglich bei Mausen, die mit dem Wildttypstamm
WA-314-lux AyadA:yadA infiziert wurden eine starke Lumineszenz, die auf die Besiedelung
des Darms hindeutet (Abb. 28). Mause die mit dem Stamm WA-314-lux AyadAss. ss4 infiziert
wurden, wiesen lediglich im Bereich des Darms geringe Fluoreszenzbereiche auf, die eine
sehr schwache Kolonisierung darstellen. Mit den Stimmen WA-314-lux AyadA:nadA oder
WA-314-lux AyadA infizierte Maéause zeigten keinerlei Kolonisierung, da keine

Chemolumineszenzintensitit detektiert werden konnten (Abb. 28).
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WA-314-lux AyadA:yadA WA-314 AyadA:nadA

Abb. 28 Chemolumineszenznachweis nadA- und yadA-exprimierender Y. enterocolitica in perorale
infizierten Miusen. 3 Balb-c Miuse wurden peroral mit 1x10° WA-314-lux AyadA (YadA-negativ),
WA-314-lux AyadAgsses (YadA-kopflos), WA-314-lux AyadA:yadA (YadA-positiv) und WA-314
AyadA:nadA (NadA-positiv) infiziert. 5 Tage nach der Infektion erfolgte die Induktion des luxCDABE
Operons mit 120 mg Arabinose in PBS und anschlieender Messung der Lumineszenz mit dem IVIS
Lumina System.

Die nach i.p.-Infektion nachgewiesenen Yersinien in der Milz und Leber sind in Abbildung
29 dargestellt. Der YadA-positive Stamm zeigte 2 Tage nach der Infektion eine starke
Kolonisierung der Milz und Leber (Abb. 29.A). Die Anzahl der YadA-negativen und YadA-
kopflosen Yersinien war im Vergleich dazu, sowohl in der Milz als auch in der Leber deutlich
reduziert. Auch die NadA-YadA Hybride (WA-314 AyadA:M1-M4) und der NadA-positive
Stamm WA-314 AyadA:nadA waren im Vergleich zum YadA-positiven Stamm in geringer
Anzahl in der Milz und der Leber lokalisiert, zeigten aber eine vergleichbare Kolonisierung
zum Stamm WA-314 AyadApss.ses (Abb. 29.A). 4 Tage nach der Infektion wurde eine hohere
Anzahl YadA-positiver Yersinien in der Milz und Leber nachgewiesen als 2 Tage nach der
Infektion (~1,5-fach) (Abb. 29.B). Die YadA-kopflose Mutante zeigte nach 4 Tagen keine
signifikant reduzierte oder erhohte Kolonisierung der Leber und Milz. Die NadA-YadA-
Hybride WA-314 AyadA:M1-M4 und der NadA-positive Stamm WA-314 AyadA:nadA
hingegen wiesen 4 Tage nach Infektion eine signifikante Reduktion der Bakterienanzahl in
der Milz und Leber im Vergleich zur Anzahl, die nach 2 Tagen bestimmt werden konnte, auf.

Diese Ergebnisse zeigen, dass lediglich der YadA-positive Stamm WA-314 AyadA:yadA

110



Ergebnisse

sowohl nach peroraler als auch nach i.p.-Infektion zur Mausvirulenz beitragt, und auch vier
Tage nach Infektion noch in erhéhter Anzahl in der Milz und Leber nachgewiesen werden
kann. Der YadA-kopflose Stamm, die NadA-YadA-Hybride und der NadA-positive Stamm
waren im peroralen und i.p.-Modell stark attenuiert. Somit kann eine YadA-entsprechende

Rolle fiir NadA im Yersinine-Mausinfektionsmodell ausgeschlossen werden.
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Abb. 29 Quantifizierung nadA-, nadA-yadA- und yadA-exprimierender Y. enterocolitica nach
intraperitonealer Infektion in Mausorganen. 5 Balb-c Miuse wurden intraperitoneal mit 5x10*
WA-314 AyadA (YadA-negativ), WA-314 AyadAgsses (YadA-kopflos), WA-314 AyadA:yadA
(YadA-positiv), WA-314 AyadA-M1, M2, M3, M4 (NadA-YadA-Hybride) und WA-314 AyadA:nadA
(NadA-positiv) infiziert. 2 (A) und 4 (B) Tage nach der Infektion erfolgte die Bestimmung der
Bakterienzahl (CFU) der Milz und in der Leber.
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3.10 Identifizierung NadA-spezifischer Wirtszellrezeptoren

Die Identifizierung NadA-spezifischer Wirtszellrezeptoren ist ausschlaggebend fiir ein
verbessertes Verstindnis der Rolle von NadA in der Pathogenese von N. meningitidis. Da
bisher keine NadA-spezifischen Rezeptoren identifiziert werden konnten, wurden im Laufe
dieser Arbeit verschiedene fiir bakterielle Adhdsine bekannte Rezeptoren in Interaktion mit

NadA untersucht.
3.10.1 CEACAMs als potentielle Wirtszellrezeptoren fiir NadA

3.10.1.1 Herstellung und Synthesenachweis CEACAM-transfizierter Hek-293 Zellen

Fiir den Bindungsnachweis von NadA an CEACAMSs wurden zunéchst stabile CEACAMI, 3,
4, 5, 6, und 8 transfizierte Hek-293 Zelllinien hergestellt (2.15.3), die mit
Westernblotanalysen auf die Synthese der verschiedenen CEACAM Proteine {iberpriift
wurden. Der immunologische Nachweis der CEACAM Synthese in Hek-293 Zellen erfolgte
mit dem monoklonalen Antikérpern D14HD11 (CEACAML, 3, 4, 5, 6), BAC2 (CEACAM7),
und GM2H6 (CEACAMS) (Tab. 7). Lediglich die mit CEACAM 1 (Abb. 30.A, Spur 1) und
CEACAMS (Abb. 30.A, Spur 4) transfizierten Hek-293 Zellen zeigten eine Bande bei ca. 75
kDa und 100 kDa, die dem Molekulargewicht von CEACAM 1 (65 kDa) und CEACAMS (90
kDa) entsprachen. Die mit CEACAMS3 (Abb. 30.A, Spur 2), CEACAM4 (Abb. 30.A. Spur 3),
und CEACAMG6 (Abb. 30.A, Spur 5) transfizierten Hek-293 Zellen produzierten die
entsprechenden CEACAM-Proteine nicht. Der Nachweis mit BAC2 zeigte keine Synthese
von CEACAMY fiir die mit CEACAM?7 transfizierte Zellline (Abb. 30.B, Spur 6). Auch die
mit CEACAMS transfizierten Hek-293 Zellen konnten nicht erfolgreich transfiziert werden,
da die Synthese von CEACAMS nicht nachgewiesen werden konnte (Abb. 30.C, Spur 7).
Somit konnten lediglich CEACAM 1 und 5 produzierende Hek-293 Zellen hergestellt werden.
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Abb. 30 Nachweis der CEACAM Produktion in transfizierten Hek-293 Zellen. Lysate (10 pl) der
CEACAMI, 3, 4, 5, 6, 7, und 8 transfizierter Hek-293 Zellen wurden mittels SDS-PAGE (11 %)
aufgetrennt und auf PVDF-Membranen transferiert. A: Immunologischer Nachweis mit Maus anti-
human CEACAMI, 3, 4, 5, 6 (D14HD11) (4 pg/ml) und Ziege anti-Maus IgG Peroxidase Konjugat
(1:2000). B: Immunologischer Nachweis mit Maus anti-human CEACAM7 (BAC2) (4 pg/ml) und
Ziege anti-Maus IgG Peroxidase Konjugat (1:2000). C: Immunologischer Nachweis mit Maus anti-
human CEACAMS8 (GM2H6) (4 pg/ml) und Ziege anti-Maus IgG Peroxidase Konjugat (1:2000).
Spur 1: CEACAMI1-Hek-293, Spur 2: CEACAM3-Hek-293, Spur 3: CEACAM4-Hek-293, Spur 4:
CEACAS-Hek-293, Spur 5: CEACAM6-Hek-293, Spur 6: CEACAM7-Hek-293, Spur 7: CEACAMS-
Hek-293, Spur 8: Hek-293.

Die Transfektionseffizienz der mit CEACAMI und 5 transfizierten Hek2-293 Zellen wurde
zusitzlich durch Fluoreszenzmarkierung der Proteine (2.18.2) durchflusszytometrisch
bestimmt. Die durchflusszytometrische Darstellung der Fluoreszenzitensitit der gemessenen
Ereignisse zeigte eine deutliche Fluoreszenzverschiebung der mit CEACAMI1 und 5
transfizierten Hek-293 Zellen im Vergleich zu untransfizierten Zellen Hek-293 Zellen (Abb.
31). Die Transfektionsefffizienz der mit CEACAMI transfizierten Zellen lag bei 84,2 %, und
die der mit CEACAMS transfizierten Zellen bei 88,5 %.
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Abb. 31 Bestimmung der Transfektionseffizienz CEACAMI1- und CEACAMS-transfizierter Hek-293
Zellen. 3x10° CEACAM1 Hek-293, CEACAMS5 Hek-293 und Hek-293 Zellen wurden mit Maus anti-
human CEACAMI1 oder Maus anti-human CEACAMS (1,2 ug/10° Zellen) und Ziege anti-Maus Ig(G,
A, M) FITC Konjugat (1:1000) markiert. Die Fluoreszenzintensitit wurde durchflusszytometrisch
bestimmt.

3.10.1.2 Bindung von NadAj4210 an CEACAM-transfizierte Hek-293 Zellen

Der Bindungsnachweis von 2, 4, 8§ und 20 pg/ml rekombinantem NadAjs;;9 Protein an
CEACAMI1- und CEACAMS5-positive Hek-293 Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie.
Dabei konnte gezeigt werden, dass NadAj4.19 in Konzentrationen von 2, 4, 8 und 20 pg/ml
weder mit CEACAMI1- noch mit CEACAMS-positiven Hek-293 Zellen interagierte, da keine
Verschiebung der Fluoreszenzintensitdt von unbehandelten Zellen zu NadA-behandelten

Zellen gemessen werden konnte (Abb. 32).
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Abb. 32 Durchflusszytometrische Bestimmung der Bindung von NadA,;;;p an CEACAMI1- und
CEACAM5-transfizierte Hek-293 Zellen. 3x10° CEACAM1 Hek-293, CEACAMS5 Hek-293 und
Hek-293 Zellen wurden mit 2, 4, 8 und 20 pg/ml NadA,4,¢ Protein fiir 1h bei 4 °C inkubiert und mit
anti-NadA Serum (1:500) und Ziege anti-Kaninchen IgG FITC Konjugat (1:1000) markiert. Die
Fluoreszenzintensitit wurde durchflusszytometrisch bestimmt.

3.10.1.3 Bindung nadA-exprimierender Yersinien an rekombinante CEACAM-EGFP-

Fusionsproteine

Da in dieser Arbeit lediglich CEACAMI- und 5-positive Hek-293 Zellen hergestellt werden
konnten, wurde die Interaktion nadA4- und yadA-exprimierender Yersinien (WA-c Ainv) mit
16slichen, rekombinanten EGFP-CEACAMI, 3, 4, 5, 6, und 8 Fusionsproteinen untersucht
(Kuespert und Hauck, 2009) (2.18.5.4). Abbildung 33 zeigt, dass lediglich der Opacga-
positive N. gonorrhoeae Stamm N309 mit CEACAMI, 3, 5 und 6 interagierte. Der opa-
negative N. gonorrhoeae Stamm N302 und die nadA- und yadA-exprimierenden WA-c
Ainv(p) Stamme wiesen dagegen keine Interaktion mit CEACAMI, 3, 5, 6, und 8
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Uberstinden auf. Somit spielen CEACAMI, 3, 5, 6, und 8 als potentielle Rezeptoren fiir
NadA, und YadA wahrscheinlich keine Rolle.

100+ = N.gonorrhoeae N302
Il N.gonorrhoeae N309
0 WAc Aimp)
80- 1 WA Adinv{pyadA)
WA Ain(pnadA)
i 60
=
[
2
5
2 40
m_
o_

CEACAMI1 CEACAM3 CEACAM5 CEACAM6 CEACAVS

Abb. 33 Durchflusszytometrische Bestimmung der Interaktion nadA- und yadA-exprimierender Y.
enterocolitica mit rekombinanten EGPF-CEACAM Fusionsproteinen (Kulturiiberstand). 4 x 10°
Y. enterocolitica oder N. gonorrhoeae Stamme wurden mit 250 pl GFP-markiertem CEACAM-
Zellkulturiiberstand fiir 30 min bei 20 °C inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Die
durchschnittliche Fluoreszenzintensitdt (MFI) wurde in Bezug zu unbehandelten Zellen gesetzt. N.
gonorrhoeae N302: Opa-negativ (Negativkontrolle). N. gonorrhoeae N309: Opacga-positiv
(Positivkontrolle), WA-c Ainv(p): YadA, NadA-negativ, WA-c Ainv(pyadA): YadA-positiv, WA-c
Ainv(pnadA): NadA-positiv.

3.10.2  p1 Integrine als Wirtszellrezeptoren fiir NadA

Integrine sind Heterodimere (Typ I Membranglykoproteine), die aus einer a- und einer [-
Untereinheit bestehen, welche nicht-kovalent miteinander verbunden sind (Berman et al.,
2003; Humphries, 2000; Takada et al., 2007). Mit ihrer extrazelluliren Doméine interagieren
Integrine mit ihren Liganden, den extrazelluldren Matrixproteinen, wodurch wichtige zelluldre
Prozesse wie die Zellreparatur, Immunabwehr und Verankerung vermittelt werden. Diese
Prozesse basieren auf der Verkniipfung des zytoplasmatischen Teils der Integrine mit dem
intrazelluldren Zytoskelett (,,inside-out signalling®). Neben der Beteiligung bei der
Zellverankerung, leiten Integrine chemische Signale in die Zelle (,,outside-in signalling®),
wodurch Prozesse wie die Beweglichkeit, und Zelldifferenzierung induziert werden
(Harburger und Calderwood, 2009; Kinashi, 2005; Pribila et al., 2004). Zusitzlich werden

Integrine von Bakterien und Viren als Rezeptoren verwendet. Das Yersinia Invasin interagiert
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beispielweise direkt mit der Bl Integrin-Untereinheit, wéhrend die Opays-Proteine von
Neisserien iiber Vitronektin an avB3 Integrine binden (Briickenmechanismus) (de Vries ef al.,

1998;Isberg und Leong, 1990).

3.10.2.1 Bindungsnachweis von NadA;4.,10 an HL-60 und dHL-60 Zellen

Im Laufe dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass nadA-exprimierende Y. enterocolitica
iber einen oberflachen-exponierten Proteinrezeptor mit neutrophildhnlichen dHL-60 Zellen
interagieren (3.8.2.1). Um potentielle Zellrezeptoren fiir NadA identifizieren zu konnen,
wurde das Bindungsverhalten von rekombinantem Alexa488-markiertem NadAj4.210 Protein
an dHL-60 mit dem Bindungsverhalten an undifferenzierte HL-60 Zellen verglichen. Der
Bindungsnachweis von Alexa488-markiertem NadAjs2;90 an HL-60 und dHL-60 Zellen
erfolgte durchflusszytometrisch (2.18.5.1). Dabei konnte gezeigt werden, dass das Alexa488-
markierte NadAj4.510 Protein mit 2-fach hoherer Effizienz an undifferenzierte HL-60 Zellen

band, als an differenzierte dHL-60 Zellen (Abb. 34).

*
! @ HL-60

—|— @ dHL-60

8_

relative MFI
n
1

unbehandelt NadA,,.,10Alexad88

Abb. 34 Bindung von NadA,,,;y an HL-60 und dHL-60 Zellen. 5x10° HL-60 bzw. dHL-60 Zellen wurden
mit Alexa488-markiertem NadA,s,o Protein (5 pg/ml) fiir 1 h bei 4 °C inkubiert und
durchflusszytometrisch analysiert. Die gemittelte Fluoreszenzintensitit (MFI) wurde in Bezug zu
unbehandelten Zellen gesetzt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert drei unabhéngiger Experimente
dargestellt.* p < 0,0049 versus Werte der unbehandelten Zellen.

Es ist bekannt, dass dHL-60 Zellen B2 Integrine (CD18) synthetisieren, wihrend HL-60
Zellen B2 Integrin-negativ sind (Collins et al., 1979; Itoh et al., 1998). Die Expression anderer
Integrine wie Bl Integrine (CD29) wurde bisher nicht untersucht. Daher wurde zunichst die
Synthese von B1 und B2 Integrinen durch HL-60 und dHL-60 Zellen analysiert. Die
durchflusszytometrische Auswertung (Abb. 35) zeigte, dass HL-60 Zellen mehr B1 Integrine
synthetisierten (~ 1,2-fach) als dHL-60 Zellen. Im Gegensatz dazu konnten bei dHL-60 Zellen
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mehr B2 Integrine nachgewiesen werden (~ 5,6-fach). Dennoch zeigten auch HL-60 Zellen

eine geringe Synthese von 2 Integrinen.

m_
N HL-60
60+ [ dHL-60
[
=
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p1 p2

Abb. 35 Expression von p1 und p2 Integrinen auf dHL-60 und HL-60 Zellen. 5x10° HL-60 und dHL-60
Zellen wurden mit Hamster anti-Ratte CD29 FITC Konjugat (1:200) und Maus anti-human CD18 PE
Konjugat (1:40) fiir 1h bei 4 °C inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Die durchschnittliche
Fluoreszenzintensitit (MFI) wurde in Bezug zu unbehandelten Zellen gesetzt.

3.10.2.2 Bindungsnachweis von NadA;4:10 an 1 Integrin-exprimierende Zellen

Um eine Beteiligung von Bl Integrinen als Wirtszellreptoren fiir NadA zu untersuchen,
wurden Bindungsstudien mit murinen B1 Integrin-positiven und —negativen Zellen und
rekombinantem NadAj4;10 Protein durchgefiihrt. Zundchst wurde die Expression von 1
Integrinen auf GE-11, GE-11-B1, 2-4 und 2-4-8 Zellen iiberpriift (2.18.1). Die
durchflusszytometrische Auswertung ist in Tabelle 22 dargstellt. GE-11-B1 Zelle waren im
Vergleich zu GE-11 Zellen deutlich Bl Integrin-positiv. Auch 2-4-8 Zellen zeigten im
Vergleich zu 2-4 Zellen eine deutlich hohere durchschnittliche Fluoreszenzintensitdt. Somit
waren die GE-11-1 und 2-4-8 Zellen B1 Integrin-positiv. Bei den 1 Integrin-negativen GE-
11 und 2-4 Zellen konnte ebenfalls eine schwache Expression von f1 Integrinen
nachgewiesen werden. Dies ldsst vermuten, dass der anti-B1 Integrin Antikdrper unspezifisch

mit anderen Zellkomponenten interagiert, und nicht nur ausschlieBlich B1 Integrine detektiert.

Zellen Durchschnittliche Fluoreszenzintensitit (MFI)
GE-11 4,04 +1,29
GE-11-p1 50,03 + 16,16
2-4 3,77+1,93
2-4-8 110,83 + 8,27

Tab. 22 Durchflusszytometrischer Nachweis der Oberflichenexpression von 1 Integrinen auf GE-11,
GE-11-p1, 2-4 und 2-4-8 Zellen.
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Die Bindung von Alexa-488 markiertem NadAs4.219 an Epithelzell-dhnliche GE-11 (human 1
Integrin-negativ) und GE-11-f1 (human B1 Integrin-positiv) Zellen, sowie Fibroblasten-
dhnliche 2-4 (Maus B1 Integrin-negativ) und 2-4-8 (Maus B1 Integrin-positiv) Zellen wurde
durchflusszytometrisch analysiert (2.18.5.1). Die Bindung von NadAss,;> an GE-11-B1
Zellen war im Vergleich zu GE-11 Zellen um das 3,5-fache erhoht (Abb. 36). Auch die
Bindung von NadAj4.210 an 2-4-8 Zellen war um das 3,5-fache hoher als and 2-4 Zellen (Abb.
36). Somit wird deutlich, dass NadAjszp mit humanen und murinen B1 Integrin-
exprimierenden Zellen interagiert. Da allerdings auch eine geringe Bindung von NadA»4.219 an
die Bl Integrin-negativen GE-11 und 2-4 Zellen nachweisbar war (~ 4-fach im Vergleich zu
unbehandelten Zellen) (Abb. 36), kann eine Beteiligung anderer Rezeptoren nicht

ausgeschlossen werden.

20' * *
1 —
15
e
=
2 10
K
e
5_ l
GE-11-41 GE-11 2-4-8 2-4

+ 1ug NadAy,.010Alexa488

Abb. 36 Bindung von NadA;,,;o an B1 Integrin-exprimierende Zellen. 3x10° GE-11 (human B1 Integrin-
negativ), GE-11- B1 (human B1 Integrin-positiv), 2-4 (murin 1 Integrin-negativ) und 2-4-8 (murin 1
Integrin-positiv) wurden mit Alexa488-markiertem NadA,4.,;o Protein (1 pg/3x10° =5 pg/ml) fiir 1 h
bei 4 °C inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Die gemittelte Fluoreszenzintensitit (MFI)
wurde in Bezug zu unbehandelten Zellen gesetzt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert drei
unabhéngiger Experimente dargestellt.* p < 0,0054.

3.10.2.3 Einfluss des Aktivierungszustandes von 1 Integrinen auf die Bindung von
NadA

Integrine konnen in verschiedenen Aktivierungszustinden auf der Zelloberflache vorliegen.
Dabei werden drei Konformationszustinde unterschieden. Der inaktive Zustand, in dem
Integrine eine geringe Bindeaffinitit aufweisen, wird als die ,,bent conformation* bezeichnet.

In dieser Konformation ist der ,,-Propeller der a-Untereinheit, die B-I-Domine der [-
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Untereinheit und die a-I-Doméne (distale Bereiche nur bei alfB1, a2p1, alp1, alLp2, aMP2,
aXP2 vorhanden) an den proximalen Breich der a- und B-Untereinheit geknickt, so dass eine
v-dhnliche Struktur entsteht. Erst durch die Aktivierung der Integrine iiber intra- und
extrazelluldre Signale kommt es zu einer Konformationsverdnderung, bei der sich die
proximalen Bereiche der a- und B-Untereinheit zunichst leicht aus der gebogenen Form 16sen
(= ,,closed extended*) und dann die gestreckte Konformation einnehmen. Der Zustand in dem
die Integrine vollstidndig gestreckt sind wird als ,,open extended conformation* bezeichnet. In
dieser Konformation haben Integrine die hochste Affinitdt zu ihrem Liganden (Luo ef al.,
2007). Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die Zugabe von Mn”>" und das Entfernen
von Ca’" die Ligandenbindeaffinitit und Adhésivitit aller Integrine erhdht. Dieser Effekt wird
durch die Bindung von Metallionen an die ADMIDAS (,,adjacent to metal ion dependant
adhesion site), welche Mg*" bindet, und die LIMBS (ligand-induced metal ion binding site)
Seite, welche Ca”" bindet, vermittelt (Askari et al., 2009; Leitinger et al., 2000; Luo et al.,
2007). Um den Einfluss von Mn>" Tonen auf die Bindung von NadAj4;12 zu untersuchen
wurde die Bindung von NadAj450 an GE-11 und GE-B1 Zellen in Anwesenheit von 2 mM
MnCl; untersucht.

40+

J GE-11-B1
EE GE-11
30

20

relative MFI

10+

ohne MnCl, mit MnCl,

+ 1ug NadAy,.,19 Alexad88

Abb. 37 Einfluss von MnCl, auf die Bindung von NadA,,,;o an p1 Integrin-exprimierende Zellen. 3x10°
GE-11 (human B1 Integrin-negativ) und GE-11- B1 (human B1 Integrin-positiv) wurden mit
Alexa488-markiertem NadA,4,19 Protein (1 pg/3x105 Zellen) (5 pg/ml) in An- und Abwesenheit von
2 mM MnCl, fir 1 h bei 4 °C inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Die gemittelte
Fluoreszenzintensitit (MFI) wurde in Bezug zu unbehandelten Zellen gesetzt. Die Ergebnisse sind als
Mittelwert drei unabhingiger Experimente dargestellt.* p < 0,0001.

Die Aktivierung der Integrine durch 2 mM MnCl, hatte einen deutlichen Einfluss auf die
Bindung von NadAj4210 an GE-11 Zellen (Abb. 37). Die Bindung von NadAj4,19 an GE-11
Zellen erhohte sich durch Zugabe von 2 mM MnCl, um das 7,4 fache im Vergleich zu
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unbehandelten GE-11 Zellen. Im Gegensatz dazu hatte die Zugabe von 2 mM MnCl, zu GE-
11-B1 Zellen keinen Einfluss auf die Bindung von NadAj4.210 (Abb. 37).

Um Aussagen iiber den Aktivierungszustand der B1 Integrine auf den GE-11-B1 Zellen treffen
zu konnen, wurde die Zellen mit dem 1 Integrin-spezifischen Antikdrper 9EG7 inkubiert, der
den Nachweis der Liganden-gebundene Form von B1 Integrinen ermoglicht (Lenter et al.,
1993). Die Bindung von 9EG7 an die B1 Integrine der GE-11-B1 Zellen erfolgte ohne und mit
Zugabe von 2 mM MnCl, und wurde durchflusszytometrisch bestimmt (2.18.1). Dabei
zeigten sowohl ungeférbte, als auch MnCl,-bahandelte GE-11-f1 Zellen, vergleichbare
Fluoreszenzintensititen (Abb. 38). Wiirden die B1 Integrine erst durch MnCl, aktiviert,
miusste die Fluoreszenzintensitit in Anwesenheit von MnCl, erhoht sein. Somit ist
anzunehmen, dass die Bl Integrine auf GE-11-B1 Zellen bereits in aktiviertem Zustand

vorliegen.

‘“ “, ungeférbt

| | + anti-p1 9EG7

TR 0, W0, 0%

+ anti-p1 9EG7
i +2 mM MnCl,

O, .

Ereignisse
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Abb. 38 Aktivierungszustand der p1 Integrine auf GE-11-p1 Zellen. 3x10° GE-11-B1 Zellen (human Bl
Integrin-positiv) wurden mit Ratte anti-Maus CD29 (9EG7) (4ul/10° Zellen) und Ziege anti-Ratte IgG
PE Konjugat (1:200) in An- und Abwesenheit von 2 mM MnCl, fiir je 1 h bei 4 °C inkubiert und
durchflusszytometrisch analysiert.

3.10.2.4 Bindungsspezifitit von NadA4.,190 an 1 Integrin-exprimierende Zellen

Um die Sperzifitit der Interaktion von NadAjzs;0 und GE-11-f1 Zellen zu untersuchen
wurden Blockierungsexperimente mit 1 Integrin-spezifischen Antikdrpern durchgefiihrt, und
unmarkiertes NadAjs,19 in Kompetition mit Alexa488-markiertem NadAj4.,10 verwendet

(2.18.5.2).
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Abb. 39 Blockierung der Bindung von NadA,;,;p an Bl Integrin-exprimierende Zellen. 3x10° GE-11
(human B1 Integrin-negativ) und GE-11- Bl (human B1 Integrin-positiv) wurden mit den Bl
blockierenden Antikdrpern AIIB2 (1:40) oder LM534 (1:200) und unmarkiertem NadAj4.1¢
5 ug/3x105 Zellen) vorbehandelt. Nach Inkubation mit Alexa488-markiertem NadA,4, Protein
(1 pg/3x10° Zellen) fiir 1 h bei 4 °C erfolgte die durchflusszytometrische Auswertung. Die gemittelte
Fluoreszenzintensitdt (MFI) wurde in Bezug zu unbehandelten Zellen gesetzt. Die Ergebnisse sind als
Mittelwert drei unabhingiger Experimente dargestellt.* p < 0,0462 versus GE-11-1 unblockiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Vorbehandlung von GE-11- B1 Zellen mit den 1 Integrin
blockierenden Antikorpern AIIB2 und LMS534 die Bindung von Alexa488-markiertem
NadAj4210 signifikant um ca. 50 % reduziert (Abb. 39). Um auszuschlieBen, dass die
Antikorper AIIB2 und LM534 mit NadAs4210 interagieren und so zur reduzierten Bindung
von NadA an die GE-11- B1 Zellen fithren, wurden auch die GE-11 Zellen mit AIIB2 und
LM534 vorbehandelt. Die Behandlung der GE-11 Zellen zeigte jedoch keinen Effekt fiir die
NadA-Bindung (Abb. 39), wodurch eine Interaktion von NadAjs;19 mit den Antikérpern
AIIB2 und LM534 ausgeschlossen werden kann. Die Spezifitdt der NadAs4.210 —GE-11-B1
Interaktion wurde zusidtzlich durch Kompetitionsexperimente mit unmarkiertem NadAzs10
analysiert. Die Bindung von Alexa488-markiertem NadAjs10 an die mit unmarkiertem
NadAys219 vorbehandelten GE-11-B1 Zellen war signifikant reduziert (Abb. 39). Diese

Ergebnisse zeigen, dass NadA spezifisch an B1 Integrin-exprimierende Zellen bindet.
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3.10.2.5 Nachweis der direkten Bindung von NadA;4.210 an die 1 und B3 Integrin-

Untereinheit

Fiir den direkten Bindungsnachweis von rekombinantem NadAj4,;9 Protein an humane 1
und B3 Integrine wurden Far Westernblotanalysen durchgefiihrt (2.14.9). Hierfiir wurde
humanes a5B1 und avB3 mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf PVDF-Membranen {ibertragen,
und mit NadAj410 inkubiert. Der Nachweis der Bindung von NadAj4.210 an a5p1 und avp3
erfolgte mit anti-NadA Serum im Immunoblot und zeigte eine Bande bei ca. 120 kDa fiir
aSBl und bei ca. 90 kDa fiir avB3 Integrin (Abb. 40.C). Der Vergleich mit einem Far
Westernblot ohne Zugabe von NadAjsi10, welcher mit dem anti-B1 Integrin spezifischen
Antikorper MAB1981 detektiert wurde, zeigte eine einzelne Bande bei ca. 120 kDa (Abb.
40.A). Diese stellt die B1 Integrin Untereinheit des aS5p1 Heterodimers dar. Ein Nachweis der
B3 Integrin Untereinheit war nicht moglich, da zu diesem Zeitpunkt kein anti-B3 Integrin
Antikorper zur Verfligung stand. Zusitzlich wurden ein Far Westernblot ohne Zugabe von
NadAj4210 mit anti-NadA Serum inkubiert um eine unspezifische Reaktion des Serums mit
Integrinen ausschlieBen zu konnen (Abb. 40.B). Dabei konnte keine Reaktivitdt des NadA
Serum mit Integrinen nachgewiesen werden.

Die nach Inkubation von aufgetrennten a5B1 Integrinen mit NadAn4259 detektierte Bande bei
120 kDa entspricht somit der GroBe der B1 Integrin Untereinheit des a51 Heterodimers. Dies
zeigte, dass NadAj4.10 direkt mit der B1 Untereinheit von humanem aS5p1 interagiert. Auch
der Far Westernblot mit avp3 und NadAj4210 zeigte eine Bande bei 90 kDa, die der B3
Integrin-Untereinheit entspricht. Somit interagiert NadAj4.210 nicht nur direkt mit der B1

Integrin-Untereinheit, sondern auch mit der B3 Integrin-Untereinheit.
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Abb. 40 Far Westernblot zum Nachweis der direkten Interaktion von NadA,,,;o mit f1/3 Integrinen.
Humanes a5B1 und avp3 wurde mittels SDS-PAGE (11 %) aufgetrennt und auf PVDF-Membranen
transferiert. Die libertragenen Proteine wurden renaturiert bevor sie mit NadA,4.,;9 inkubiert wurden,
oder direkt detektiert wurden. A: Immunoblot ohne NadA,4,;0 und anti-B1 Integrin Antikdrper
MABI1981 (1:1000) und Ziege anti-Maus IgG Peroxidase Konjugat (1:2000). B: Immunoblot ohne
NadAs4,10 und anti-NadA Serum (1:500) und Ziege anti-Kaninchen IgG Peroxidase (1:2000). C:
Immunoblot mit NadAys,19 (5 png) und anti-NadA Serum (1:500) und Ziege anti-Kaninchen IgG
Peroxidase (1:2000). Die Pfeile geben die GroBe der f1 und B3 Untereinheit an.

3.10.2.6 Die Rolle von B1 Integrinen in der Interaktion von NadA,4.;;9 mit Chang
Zellen

3.10.2.6.1 Bindung von NadA4.;190 an Chang Zellen

Frithere Studien konnten zeigen, das rekombinantes NadAna3s;.40s Protein iiber einen bisher
unbekannten Proteinrezeptor spezifisch an Chang Zellen bindet (Capecchi et al., 2005).
Basierend auf der Tatsache, dass NadAj4.210 mit humanen a1 Integrinen interagiert, wurde
die Bedeutung von B1 Integrinen in der Interaktion von NadA mit Chang Zellen untersucht.
Hierflir wurde zunichst die Bindung von Alexa488-markiertem NadAj4210 Protein an Chang
Zellen in An- und Abwesenheit von 2 mM MnCl, untersucht (2.18.5.1). Die
durchflusszytometrische Auswertung zeigte, dass NadAj4,190 ohne Zugabe von MnCl, mit ~
8,7-fach hoherer Effizienz mit Chang Zellen interagiert, im Vergleich zu Zellen ohne Zugabe
von NadAj4.,10 (unbehandelt) (Abb. 41). Durch Zugabe von 2 mM MnCl,; stieg die Bindung
von NadAj4.210 auf das ~ 71,0-fache im Vergleich zu Zellen ohne NadA,4,10 (Abb. 41). Somit
fiihrte die Zugabe von 2 mM MnCl, zu einer Erhohung der Interaktion (~ 8,0-fach) von
NadAj4.10 mit Chang Zellen.
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Abb. 41 Einfluss von MnCl, auf die Bindung von NadA,,.,;o an Chang Zellen. 3x10° Chang Zellen wurden
mit Alexa488-markiertem NadA,,.,,o Protein (1 pg/3x10° Zellen) in An- und Abwesenheit von 2mM
MnCl, fir 1 h bei 4 °C inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Die gemittelte
Fluoreszenzintensitdt (MFI) wurde in Bezug zu unbehandelten Zellen gesetzt. Die Ergebnisse sind als
Mittelwert fiinf unabhéngiger Experimente dargestellt.* p < 0,0069.

3.10.2.6.2 Nachweis von p Integrinen auf Chang Zellen

Um den moglichen Einfluss von B Integrinen an der Interaktion von NadAj4.,10 mit Chang
Zellen zu untersuchen wurde die Expression von B Integrinen auf der Zelloberfliche von
Chang Zellen in Abhéngigkeit von MnCl, analysiert (2.18.1). Der Nachweis von Integrinen
erfolgte mit anti-B1, B2, B3, P4 und PS5 Integrin-spezifischen Antikdrpern und FITC-
konjugierten Sekundirantikorpern (Tab. 7). Chang Zellen zeigten ohne Zugabe von MnCl,
eine schwache Expression von B1, B3 und 4 Integrinen, wihrend eine starke Expression von
B2 und B5 Integrine nachgewiesen werde konnte (Abb. 42). Die Zugabe von 2 mM MnCl,
filhrte zu einer deutlichen Aktivierung aller B Integrine auf den Chang Zellen, so dass eine
erhohte Oberflachendichte bzw. Antikorperreaktivitidt von B1, B2, B3, p4 und B5 Integrinen
nachgewiesen werden konnte (Abb. 42). Diese Ergebnisse zeigen, dass Chang Zellen B1, B2,
B3, P4 und BS Integrin-positiv sind. Zusdtzlich kann angenommen werden, dass die
Integrine auf den Chang Zellen in einem Zustand geringer Bindeaffinitit (,,bent

conformation‘) vorliegen.
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Abb. 42 Nachweis der Synthese von j Integrinen auf Chang Zellen. 3x10° Chang Zellen wurden mit den
Antikdrpern P4G11 (anti-pf1), PAH9 (anti-p2), 25E11 (anti-p3), ASC-9 (anti-p4), AB1926 (anti-p5) (je
1 w/10° Zellen) und anti-Kaninchen oder anti-Maus FITC Konjugat (1:1000) fiir 1 h bei 4 °C inkubiert
und durchflusszytometrisch analysiert. Die durchschnittliche Fluoreszenzintensitdt (MFI) wurde in
Bezug zu unbehandelten Zellen gesetzt.

3.10.2.6.3 Aktivierungszustand von 1 Integrinen auf Chang Zellen

Um Aussagen tiber den Aktivierungszustand von B1 Integrinen auf der Zelloberfliche von
Chang Zellen treffen zu konnen, wurde die Bindung des anti-B1 Integrin Antikorpers 9EG7 an
Chang Zellen unter Einfluss von 2 mM MnCl, durchflusszytometrisch analysiert (2.18.1).
Dabei konnte eine deutliche Fluoreszenzverschiebung in Gegenwart von 2 mM MnCl, im
Vergleich zur Bindung von 9EG7 ohne MnCl, nachgewiesen werden (Abb. 43). Basierend
auf der Tatsache, dass der Antikdrper 9EG7 mit hohere Affinitdt an aktivierte Bl Integrine
bindet, und die Bindung von 9EG7 durch 2 mM MnCl, deutlich erhdht wurde, erfolgte eine

Aktivierung der B1 Integrine von der inaktiven in die aktive Form.
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Abb. 43  Aktivierungszustand der p1 Integrine auf Chang Zellen. 3x10° Chang Zellen wurden mit Ratte
anti-Maus CD29 (9EG7) (4ul/10° Zellen) und Ziege anti-Ratte IgG PE Konjugat (1:200) in An- und
Abwesenheit von 2 mM MnCl, fiir je 1h bei 4 °C inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert.

3.10.2.6.4 Blockierung der Interaktion von NadA;4.,190 mit Chang Zellen

Um eine Beteiligung von B Integrinen in der Interaktion von NadAj4,19 mit Chang Zellen
untersuchen zu koénnen, wurden die Chang Zellen vor der Inkubation mit Alexa488-
markiertem NadAjsz19 Protein mit [ Integrin-blockierenden Antikérpern in An- und
Abwesenheit von 2 mM MnCl, vorbehandelt. Die Vorbehandlung der Chang Zellen mit den
anti-B1, B2, B3, p4 und BS Antikorpern fiihrte zu keiner Reduktion der Bindung von NadAjs.
210 im Vergleich zu unbehandelten Zellen, sondern erhdht sogar die NadAz4.210 Bindung (Abb.
44). Auch die Vorbehandlung der Zellen mit einer Kombination aller B Integrin blockierenden
Antikorpern und der Kombination aus anti-B1 und anti-B3 Antikoérpern hatte keinen Einfluss
auf die Bindung von NadAj4.,10. Die Blockierung der B Integrine in Gegenwart von 2 mM
MnCl, hatte hingegen einen Einfluss auf die Bindung von NadAj4.,;9. Die Blockierung mit
anti-B1, anti-B3, anti-p4 und anti-BS5 Antikorpern fiihrte zu keiner signifikanten Reduktion in
der Bindung von NadAjs210 (Abb. 44). Im Gegensatz dazu flihrte die Vorbehandlung der
Chang Zellen mit dem B2 Integrin-blockierenden Antikorper und einer Kombination aus anti-
B1 und anti-B3, sowie einer Kombination anti-B1, B2, B3, P4 und B5 zur signifikanten

Reduktion der NadA Interaktion in Gegenwart von MnCl, (Abb. 44).
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Abb. 44 Blockierung der Bindung von NadA,,,;9p an Chang Zellen. 3x10° Chang Zellen wurden mit den -
blockierenden Antikérpern AIIB2 (1:40), PAHO (anti-2), 25E11 (anti-B3), ASC-9 (anti-p4), AB1926
(anti-B5), AIIB2 und 25E11, oder einer Mischung aller Antikérper (je 1 p/10° Zellen) mit und ohne 2
mM MnCl, vorbehandelt. Nach Inkubation mit Alexa488-markiertem NadA,4.,;o Protein (1 pg/3x105
Zellen) fir 1 h bei 4 °C erfolgte die durchflusszytometrische Auswertung. Die gemittelte
Fluoreszenzintensitdt (MFI) wurde in Bezug zu unbehandelten Zellen gesetzt. Die Ergebnisse der
Bindung unter Zugabe von 2 mM MnCl, sind als Mittelwert zwei unabhingiger Experimente
dargestellt.* p <0,0429; ** p < 0,0045.

3.10.2.7 Die Rolle nadA-exprimierender Yersinien in Interaktion mit 1 Integrin-

exprimierenden Zellen

3.10.2.7.1 Adhéirenz und Internalisierung in Abhingigkeit von 1 Integrinen

Um eine Beteilung von B1 Integrinen an der Bindung und Aufnahme nadA- und yadA-
exprimierender Yersinien durch GE-11 und GE-11-B1 Zellen zu untersuchen, wurde die
Anzahl der zellassoziierten und intrazelluldren Bakterien nach Infektion unbehandelter GE-11
und GE-11-f1 und mit AIIB2-vorbehandelter GE-11-B1 Zellen quantifiziert (2.16.3). Die
Quantifizierung der zellassoziierten Bakterien (Abb. 45.A) zeigte fiir den NadA-positiven
Stamm WA-c Ainv(pnadA) eine signifikant héhere Anzahl (~2,6-fach) an zellassoziierten
Bakterien in Gegenwart von 1 Integrinen (GE-11-B1 Zellen) im Vergleich zu 1 Integrin-
negativen GE-11 Zellen. Auch die Inaktivierung der 1 Integrine der GE-11-1 Zellen durch
die Behandlung mit dem blockierenden Antikérper AIIB2 fiihrte zu einer signifikanten
Reduktion (~2,6-fach) zellassoziierter NadA-positiver Yersinien im Vergleich zu

unbehandelten GE-11-B1 Zellen (Abb. 45.A). Der als Positivkontrolle verwendete Invasin-
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positive Stamm WA-c zeigte eine vergleichbare Anzahl zellassoziierter Bakterien in
Anwesenheit von B1 Integrinen (GE-11-f1 Zellen), die bei GE-11 Zellen und mit AIIB2-
behandelten GE-11-B1 Zellen jeweils um das 3,4-fache reduziert war (Abb. 45.A). Der YadA-
positive Stamm WA-c Ainv:(pyadA) zeigte hingegen keine Reduktion der Adhérenz in
Abhingigkeit von B1 Integrinen, da die Anzahl der zellassoziierten Bakterien bei GE-11-1
und mit AIIB2-behandelten GE-11-B1 Zellen gleich blieb, und bei GE-11 Zellen sogar
schwach signifikant erhoht war. Der Kontrollstamm WA-c Ainv(p) zeigte eine geringe
Interaktion mit GE-11 und GE-11-f1 Zellen im Vergleich zu WA-c Ainv(pyadA), WA-c
Ainv(pnadA) und WA-c (Abb. 45.A). Dabei ist allerdings auffallend, dass der Stamm WA-c
mit GE-11 Zellen eine 5,3-fach hohere Anzahl zellassoziierter Bakterien im Vergleich zu dem
Kontrollstamm WA-c Ainv(p) aufweist.

Die Quantifizierung der intrazelluliren Bakterien (Abb. 45.B) zeigte fiir WA-c Ainv(pnadA)
eine signifikant hohere Anzahl (17,7-fach zu GE-11 und 6,8-fach zu GE-11-f1 + AIIB2)
intrazelluldr lokalisierter Bakterien in Gegenwart von Bl Integrinen, im Vergleich zu 1
Integrin-negativen, und mit AIIB-blockierten GE-11-f1 Zellen. Auch der Invasin-positive
Stamm WA-c zeigt eine signifikant hohere Anzahl internalisierter Bakterien in Anwesenheit
von Bl Integrinen im Vergleich zu GE-11 Zellen (28,3-fach), allerdings fiihrte die
Blockierung der B1 Integrine durch AIIB2 zu keiner Reduktion der Internalisierung, sondern
zu einer schwach signifikanten Erh6hung der Anzahl intrazelluldrer Bakterien (Abb. 45.B).
Die Anzahl der internalisierten YadA-positiven Yersinien war in Anwesenheit von 1
Integrinen im Vergleich zu GE-11 Zellen um das 5,9-fache, und im Vergleich zu mit AIIB2-
vorbehandelten GE-11-Bf1 Zellen um das 21,9-fache erhoht. Die Internalisierung des
Kontrollstamms WA-c Ainv(p) zeigte keine signifikanten Unterschiede fiir GE-11-f1 und
GE-11 Zellen, wahrend die Behandlung der GE-11-B1 Zellen mit AIIB2 zu einer schwach
signifikanten Reduktion der Anzahl internalisierter Bakterien fiihrt. Diese Ergebnisse zeigen,
dass Pl Integrine als Rezeptoren fiir NadA fungieren und eine Pl Integrin-abhidngige
Aufnahme und Zellassoziation nadA-exprimierender Yersinien durch GE-11-f1 Zellen

vermitteln.
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Abb. 45 Adhirenz und Invasion nadA-, yadA- und inv-exprimierender Y. enterocolitica und GE-11 und
GE-11-p1 Zellen. 2x10° unbehandelte GE-11 und GE-11-B1, sowie mit AIIB vorbehandelte GE-11-
B1 Zellen wurden mit WA-c Ainv(p) (Negativkontrolle), WA-c Ainv(pyadA) (YadA-positiv), WA-c
Ainv(pnadA) (NadA-positiv), und WA-c (Inv-positiv) mit einer MOI 50 fiir 1 h bei 37 °C inkubiert.
A: zellassoziierte Bakterien (intra- und extrazelluldre). B: intrazellulare Bakterien nach zusétzlicher
Gentamicinbehandlung (50pg/ml) fir 90 min. Die Zahl der zellassoziierten und intrazelluldren
Bakterien ist als logl0 ,,colony forming units* pro ml (CFU/ml) angegeben. Die Ergebnisse sind als
Mittelwert drei unabhéngiger Experimente, welche in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt wurden,
dargestellt.
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3.10.2.7.2 Kolokalisierung nadA-exprimierender Yersinien mit 1 Integrinen

Die Lokalisierung nadA-, yadA- und inv-positiver Yersinien mit 1 Integrinen auf GE-11-f1
Zellen wurde mittels Immunofluoreszenzfarbung untersucht. Hierfiir wurden GE-11 und GE-
11-B1 Zellen mit den Konstrukten WA-c Ainv(pnadA), WA-c Ainv(pyadA), WA-c Ainv(p),
und WA-c infiziert. Der Nachweis von B1 Integrinen erfolgte mit dem Primédrantikdrper
AIIB2 und anti-Ratte PE Konjugat, und die Bakterien wurden mittels DAPI-Farbung
visualisiert (2.16.3.2). Die mikroskopische Auswertung der Praparate zeigte lediglich fiir GE-
11-1 Zellen den Nachweis von Bl Integrinstrukturen, wihrend GE-11 Zellen keine 1
Integrine aufweisen (Abb. 46.1 und 2, PE-Kanal). YadA- und NadA-positive Yersininen
zeigten eine deutliche Bindung an GE-11-1 Zellen, und die Bakterien konnten innerhalb der
B1 Integrinstrukturen lokalisiert werden (Abb. 46.1.B und 1.C). Bei GE-11 Zellen hingegen,
konnten nur wenige YadA- und NadA-positive Yersinien am Zellrand lokalisiert werden
(Abb. 46.2.B und 2.C). Der Invasin-positiven Stamm WA-c zeigte nur eine geringe Anzahl
adhirenter Bakterien mit den GE-11-f1 Zellen (Abb. 46.1.D), allerdings waren diese auch
innerhalb der B1 Interginstrukturen lokalisiert. Die Negativkontrolle WA-c Ainv(p) zeigte
sowohl mit GE-11, als auch mit GE-11-B1 Zellen eine geringe Zelladhdrenz im Vergleich zu
WA-c Ainv(pnadA), WA-c Ainv(pyad4) und WA-c (Abb. 46.1.A und 2.A).

Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl NadA, YadA und Invasin produzierende Y.
enterocolitica mit GE-11-B1 Zellen interagieren und innerhalb der Bl Integrinstrukturen

lokalisiert werden konnen.
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Abb. 46 Kolokalisierung nadA-, yadA- und inv-exprimierender Y. enterocolitica mit 1 Integrinen. 2,5 x
10° GE-11-B1 (1) und GE-11 (2) Zellen wurden mit WA-c Ainv(p) (Negativkontrolle) (A), WA-c
Ainv(pyadA) (YadA-positiv) (B), WA-c Ainv(pnadA) (NadA-positiv) (C), und WA-c (Inv-positiv) (D)
infiziert und fixiert. Die Pridparate wurden mit Ratte anti-p1 Integrin Antikérper AIIB2 (1:4) und
Ziege anti-Ratte IgG PE Konjugat (1:100) geférbt. Bakterien wurden mittels DAPI-Einbettmedium
visualisiert. Zur Vereinfachung wurden der DAPI- und PE-Kanal weill dargestellt, wahrend die
Uberlagerung von DAPI (griin) und PE (rot) farbig dargstellt wurde. Der GroBenbalken entspricht
10 pm.
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3.10.2.8 Die Rolle nadA-exprimierender Neisserien in Interaktion mit 1 Integrin-

exprimierenden Zellen

Um die Beteiligung von NadA und Bl Integrinen in der Adhdrenz und Invasion von M.
meningitidis zu untersuchen, wurden der bekapselte N. meningitidis Wildtypstamm MCS58
und die isogene NadA Mutante MC58 AnadA fiir Infektionsversuche mit GE-11 und GE-11-
B1 Zellen verwendet (2.17.2). Dabei konnte gezeigt werden, dass der Wildtypstamm MCS58
und die isogene NadA-Mutante MC58 AnadA eine signifikant hohere Anzahl an
zellassoziierten Bakterien in Gegenwart von 1 Integrin-exprimierenden GE-11-B1 Zellen im
Vergleich zu GE-11 Zellen aufwiesen (~ 6,5-fach fiir MC58 und ~ 16,6-fach fiir MC58
AnadA) (Abb. 47). Auffallend war jedoch, dass sowohl der Wildtypstamm MC58 und die
NadA Mutante MC58 AnadA eine vergleichbare Interaktion mit 1 Integrin-positiven GE-11-
B1 Zellen aufwiesen, so dass dieser Effekt unabhéngig von NadA zu sein scheint. Dies zeigt,
dass beide Stdmme eine hohere Bindeaffinitit mit f1 Integrin-positiven Zellen haben, und
dass der NadA-Bl Integrin Effekt wahrscheinlich durch andere Integrinbindefaktoren

maskiert wird.
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Abb. 47 Bindung bekapselter N. meningitidis an GE-11 und GE-11-$1 Zellen. 2x10° GE-11 und GE-11-p1
Zellen wurden mit dem bekapselten N. meningitidis Stamm MC58 (NadA-positiv) und MC58 AnadA
(NadA-negativ) mit einer MOI 100 fiir 3 h bei 37 °C inkubiert. Die Zahl der zellassoziierten Bakterien
ist als logl0 ,,colony forming units* pro ml (CFU/ml) angegeben. Die Ergebnisse sind als Mittelwert
drei unabhingiger Experimente, welche in dreifacher Ausfithrung durchgefiihrt wurden, dargestellt.
*p <0,0001.
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Es ist bekannt, dass bekapselte Neisserien im Vergleich zu unbekapselten Varianten eine
geringer Invasion in eukaryotische Zellen induzieren (Unkmeir ef al., 2002a). Daher wurden
der unbekapselte N. meningitidis Stamm MC58 AsiaD und die isogene NadA Mutante MC58
AsiaD AnadA fir die Infektion von GE-11 und GE-11-f1 Zellen verwendet und die Anzahl
zellassoziierter und interzelluldrer Bakterien nach der Infektion bestimmt (2.17.2). Die
Quantifizierung der zellassoziierten Bakterien zeigte fiir den NadA-positiven Stamm MCS58
AsiaD eine signifikant hohere Anzahl zellassoziierter Bakterien fiir GE-11 (4,7-fach) und GE-
11-B1 Zellen (6,4-fach), wihrend die Interaktion der NadA Mutante MC58 AsiaD AnadA mit
beiden Zelllinien reduziert war (Abb. 48.A). Nichts desto trotz adhérierte der Stamm MC58
AsiaD und die Mutante MC58 AsiaD AnadA jeweils mit vergleichbarer Effizienz sowohl an
GE-11 als auch an GE-11-f1 Zellen (Abb. 48.A). Diese Ergebnisse zeigen, dass NadA
essentiell flir die Bindung an GE-11 und GE-11-1 Zellen ist, allerdings konnte dabei keine
Beteiligung von B1 Integrinen nachgewiesen werden.

Zusitzlich wurde die Rolle von NadA in der Invasion von GE-11 und GE-11-B1 Zellen
untersucht. Die Quantifizierung der Anzahl interzelluldrer Bakterien zeigte fiir beide Stimme
MC58 AsiaD und MC58 AsiaD AnadA eine signifikant erhohte Anzahl intrazelluldrer
Bakterien fiir B1 Integrin-negative GE-11 Zellen (je ~7,5-fach) (Abb. 48.B). Dies ldsst
vermuten, dass nicht nur B1 Integrine von Neisserien als Rezeptoren verwendet werden,
sondern zusidtzlich Rezeptoren, die in hoheren Mengen auf GE-11 Zellen vorkommen. Des
Weiteren konnte keine Beteiligung von NadA bei der Invasion von GE-11 und GE-11-$1
Zellen nachgewiesen werden, da beide Stimme mit vergleichbarer Effizienz in GE-11 und
GE-11-B1 Zellen lokalisiert werden konnten (Abb. 48.B). Diese Ergebnisse zeigen, dass
weder mit bekapselten Neisserien, noch mit unbekapselten Neisserien die Rolle von NadA in
der B1 Integrin-abhéngigen Bindung und Internalisierung von N. meningitidis geklart werden

konnte.
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Abb. 48 Bindung und Internalisierung unbekapselter N. meningitidis an GE-11 und GE-11-1 Zellen.
2x10° GE-11 und GE-11-B1 Zellen wurden mit dem unbekapselten N. meningitidis Stamm MC58
AsiaD (NadA-positiv) und MC58 AsiaD AnadA (NadA-negativ) mit einer MOI 100 fiir 3 h bei 37 °C
inkubiert. A: zellassoziierte Bakterien (intra- und extrazelluldre). B: intrazellulare Bakterien nach
zusétzlicher Gentamicinbehandlung (100 pg/ml) fiir 90 min. Die Zahl der zellassoziierten und
intrazelluldren Bakterien ist als logl0 ,,colony forming units“ pro ml (CFU/ml) angegeben. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert drei unabhéngiger Experimente, welche in dreifacher Ausfiihrung
durchgefiihrt wurden, dargestellt. * p <0,0001.
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4 Diskussion

N. meningitidis ist ein fakultativ humanpathogenes Bakterium, das die Schleimhéute der
oberen Atemwege von 3-30 % aller Menschen asymptomatisch kolonisiert, und vor allem bei
Immunsupprimierten zur Ausbildung von invasiven Meningokokkenerkrankungen fiihren
kann, die sich in Form einer schweren Meningitis oder Sepsis duB3ern. Die Kolonisierung und
Invasion der Schleimhdute wird dabei durch eine Vielzahl verschiedener Virulenzfaktoren,
wie den Typ IV-Pili, den Nicht-Pilus-Proteinen Opa und Opc, sowie verschiedenen
Autotransporterproteinen wie App, Nhh und NadA vermittelt (Virji, 2009). Die Typ IV-Pili
sind fir die Adhirenz bekapselter Meningokokken essentiell, wahrend die Nicht-Pilus-
Adhisine vor allem eine Kolonisierung der Schleimhéute durch unbekapselte Menigokokken
ermOglichen (de Vries et al., 1996; Deghmane et al., 2002; Unkmeir et al., 2002a). Neben den
bereits gut untersuchten Typ IV-Pili, den Opa- und Opc-Proteinen ist die Rolle des in
lediglich 50 % aller Meningokokken vorkommenden Neisseria meningitidis Adhdsins NadA
(Comanducci et al., 2002; Comanducci et al., 2004) bei der Pathogenese und Virulenz von
Meningokokken noch weitgehend ungekliart. Weiterhin besitzen Meningokokken eine
Polysaccharidkapsel und Lipooligosaccharide, die eine Resistenz gegen die
komplementvermittelte Lyse induzieren, und so ein Uberleben der Bakterien in der Blutbahn
und im Liquor ermoglichen (Geoffroy et al., 2003; Vogel und Frosch, 1999). Die Produktion
der Polysaccharidkapsel und der Adhésine wird durch komplexe Transkriptions- und
Rekombinationsereignisse reguliert (Schielke et al, 2009;Swartley et al, 1996;Von
Loewenich et al., 2001). Diese genetischen Variationsmechanismen ermoglichen eine
Anpassung der Bakterien an verschiedene Umweltbedingungen, sowie die Besiedelung
unterschiedlicher Nischen, erschweren jedoch auch die Untersuchung -einzelner
Virulenzfaktoren.

Zur Vakzinierung werden fiir A-, C-, Y- und W135-Meningokokken erfolgreich auf der
Polysaccharidkapsel basierende Impfstoffe eingesetzt (Miller et al., 2001; Trotter et al.,
2004). Da die Kapsel von B-Meningokokken jedoch eine dhnliche Struktur zu humanen
Glykoproteinen hat, wurde fiir B-Meningokokken in den letzten Jahren das Prinzip der
reversen Vakzinierung zur Identifizierung neuer oberflichenexponierter Antigene eingesetzt
(Finne et al., 1983; Magagnoli et al., 2009; Rappuoli, 2000; Rappuoli und Covacci, 2003;
Tettelin et al., 2000). Daher ist die Identifizierung und Charakterisierung von Adhésinen und

konservierten Strukturen bei Meningokokken fiir die Impfstoffentwicklung von groBem
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Interesse. Zusétzlich ermdglicht die Charakterisierung von Adhdsinen wie dem NadA neue
Erkenntnisse in die Rolle des NadA bei der Interaktion mit Wirtszellen und Blockierung der
komplementvermittelten Lyse zu erhalten. Des Weiteren ist die Identifizierung von
potentiellen NadA-spezifischen Wirtszellrezeptoren essentiell fiir das Verstdndnis der Rolle

von NadA bei der Pathogenitét und Virulenz von Meningokokken.

4.1 Y. enterocolitica als Modellsystem fiir die Synthese von NadA und NadA-
YadA-Hybridproteinen

Da N. meningitidis eine Vielzahl verschiedener oberflachenexponierter Adhdsine und eine
Polysaccharidkapsel besitzt, die Nicht-Pilus-Adhdsine maskiert, ist eine funktionelle
Untersuchung des NadA Proteins im Meningokokkenmodell erschwert. Yersinia
enterocolitica hingegen ermdoglicht die Untersuchung verschiedener Virulenzaspekte wie die
bakterielle Interaktion mit Wirtszellen und Virulenz im Mausmodell, da
Hauptvirulenzfaktoren wie das Yersinia pYV-Plasmid mit den Yop-Effektoren und dem
YadA, das Invasin und die ,,high-pathogenicity island*“ (HPI), sowie deren Rolle bei der
Pathogenitit gut untersucht sind (Cornelis, 2006; Heesemann et al., 2006). Weiterhin stellt
das Yersinia Adhdsin YadA den Prototyp der Oca-Proteinfamilie dar, und ermdglicht einen
funktionellen Vergleich mit dem NadA Protein. Daher wurde im Verlauf dieser Arbeit Y.
enterocolitica O:8 als Modellsystem fiir die Untersuchung des Neisseria meningitidis
Adhisins NadA verwendet. Hierfiir wurde das auf dem pYV-Plasmid kodierte yad4 Gen
durch das nad4 Gen des Stamms Faml8 und MC58 zusammen mit der N-terminalen
Signalsequenz von yadA ausgetauscht, und die Translokation von NadA auf die bakterielle
Oberfldache untersucht. Die Translokation von trimeren Autotransporterproteinen durch die
innere Membran erfolgt zunidchst durch Interaktion mit dem Sec-Apparat. Anschliefend
bilden die C-terminalen Membrananker von drei Monomeren ein ,,3-barrel” in der dufleren
Membran, das die Translokation der Passengerdoméne ermoglicht (Cotter et al., 2005).
Westernblotanalysen mit AuBenmembranpriparationen zeigten, dass das vollstindig
prozessierte NadA Protein des Stamms MC58 und Fam18 in Y. enterocolitica WA-314AyadA,
sowie das NadA von MCS58 in dem Invasin- und pYV-Plasmid-negativen Stamm WA-c
Ainv(p) als hochmolekulare hitzestabile Oligomere produziert werden. Bereits frithere Studien
demonstrierten, dass NadA als hitzestabile Oligomere in SDS-Gelen produziert wird

(Comanducci et al., 2002). Die Bildung trimerer Oligomere ist eine charakteristische
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Eigenschaft von Oca-Proteinen und wird durch den hochkonservierten C-terminalen
Membrananker der trimeren Autotransporter vermittelt (Henderson et al., 2004). Der
Vergleich der Syntheseffizienz von NadA in dem unbekapselten N. meningitidis Stamm
MC58 AsiaD mit der NadA-Produktion in Y. enterocolitica zeigte vergleichbare Mengen an
synthetisiertem NadA Protein. Daher kann angenommen werden, dass nad4 unter der
Kontrolle eines Yersinia-spezifischen Promotors effizient exprimiert wird, und dass die in
vivo Expression von nadA fiir Y. enterocolitica nicht letal ist. Im bekapselten Stamm MCS58
zeigte sich hingegen eine schwiéchere Synthese des Proteins. Dies weist drauf hin, dass die
Polysaccharidkapsel NadA auf der Zelloberfliche teilweise maskiert, was bereits 2002 von
Comanducci et al. beschriecben wurde (Comanducci et al, 2002). Die
Oberfldachenlokalisierung des NadA in Y. enferocolitica konnte zusétzlich mittels
Immunofluoreszenzfarbung unfixierter Bakterien nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse
zeigten, dass das vollstindig prozessierte NadA in Y. enterocolitica produziert, durch die
duBlere Membran transloziert, und in oligomerer Form auf der bakteriellen Oberflache von Y.
enterocolitica exponiert sind. Dies ist bemerkenswert, da die Gattung Neisseria zur Familie
der B-Proteobakterien gehort, wihrend Yersinia zur Familie der y-Proteobakterien gehort, und
Oca-Proteine somit autonom hinsichtlich ihrer Autotransporterfunktion sind. Fiir das
Meningokokken-AuBBenmembranprotein PorA wurde in einer fritheren Studie gezeigt, dass es
in E. coli unvollstindig in der d&uBeren Membran lokalisiert ist, da der richtige Einbau von ,,3-
barrel* Proteinen das Omp85 Helferprotein mit N-terminaler POTRA-Doméne zu bendtigen
scheint, das sein AuBBenmembransubstrat durch ein Spezies-spezifisches C-terminales Motiv
erkennt (Clantin ef al., 2007; Robert et al., 2006). Dennoch zeigen unsere Ergebnisse, dass die
Translokation des NadA {iiber die duBere Membran von Y. enterocolitica wahrscheinlich keine
Spezies-spezifische C-terminale Erkennungssequenz fiir die Interaktion mit der POTRA-
Domiine benétigt. Ahnliche Ergebnisse konnten fiir chimere YadA-Proteine erhalten werden,
die die C-Termini der Oca-Familien Mitglieder UspAl, EibA oder Hia besallen, und
erfolgreich an die bakterielle Oberfliche von Y. enterocolitica transloziert wurden
(Ackermann et al., 2008). Diese Ergebnisse verstirken die Annahme, dass die C-terminale
Spezifitét fiir die Translokation von Oca-Proteinen nicht notwendig ist, oder aber dass der
korrekte Einbau von Oca-Proteinen in der duleren Membran auch ohne Omp85 moglich ist.

Die Aminosduresequenz des NadA Proteins zeigt eine hohe Sequenzhomologie zum Yersinia

Adhésin YadA, das eine trimere Struktur aus einer N-terminalen Kopfdoméne, einer
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Stieldoméne aus ,,coiled-coils* und einem C-terminalen Membrananker besteht, der fir die
Translokation der Kopf/Halsdomidne und Trimerisierung des Adhésins verantwortlich ist
(Hoiczyk et al., 2000; Koretke et al., 2006; Nummelin et al., 2004). Basierend auf
Aminosduresequenzvergleichen wurde NadA in die Familie der Oca-Proteine eingeordnet, in
der YadA das am besten untersuchte Mitglied darstellt (Hoiczyk et al., 2000). Im Verlauf
dieser Arbeit wurde untersucht, ob der YadA-Stiel- und Membrananker als Translokator fiir
den Transport der NadA-Kopfdoméne auf die bakterielle Membran verwendet werden kann,
und somit eine Prdsentation funktioneller Oca-Proteinepitope auf der Zelloberfldche
ermOglicht. Hierfiir wurden verschiedene NadA-YadA-Hybride hergestellt, die den C-
terminalen YadA-Membrananker und die YadA-Stieldoméne, oder zusétzlich noch die YadA-
Halsdoméne besaBen, da frithere Studien zeigten, dass die YadA-Halsdoméne fiir die
Kollagenbindung der YadA-Kopfdoméne essentiell ist, und somit die Funktionalitidt der
Kopfdomine gewihrleistet (Roggenkamp et al, 2003). Westernblotanalysen von
AuBlenmembranpréiparation der NadA-YadA-Hybride zeigten, dass die NadA-YadA-Hybride
in dem Yersinia-Stamm WA-314AyadA als hitzestabile Oligomere synthetisiert wurden. Die
Behandlung der AuBenmembranproteine bei 37 °C zeigte die NadA-YadA-Hybride in ihrer
oligomeren Form. Die Inkubation bei 100 °C fiihrte zu einer Dissoziation der Oligomere in
thre monomere Form, wéhrend die Behandlung mit Harnstoff nur noch zu Monomeren der
Hybridproteine fithrte. Die Syntheseeffizienz aller NadA-YadA-Hybride war dabei
vergleichbar mit der Synthese des Wildtyp YadA. Daher kann ein Einfluss der YadA-
Halsdoméne und der potentiellen NadA-Halsdomine auf die korrekte Présentation der NadA-
Kopfdoméne ausgeschlossen werden. Des Weiteren zeigten die YadA-NadA-Hybride eine
vergleichbare Hitzestabilitdt zu YadA. Auch die Translokation der NadA-YadA-Hybride auf
die Zelloberflache des Invasin- und pYV-Plasmid-negativen Stamms WA-c 4inv(p) konnte
erfolgreich nachgewiesen werden. Die Syntheseeffizienz der Hybride in WA-c 4inv(p) schien
im Vergleich zum pYV-Plasmid-positiven Stamm WA-314AyadA jedoch leicht reduziert zu
sein. Da die NadA-YadA-Hybride in dem Stamm WA-c Ainv(p) nur unter Kontrolle des
Transkriptionsaktivators VirF stehen, wihrend bei den Hybriden im Stamm WA-314AyadA
noch das vollstindige pYV-Plasmid vorhanden ist, kann angenommen werden, dass nicht
VirF alleine, sondern auch andere plasmidkodierte Faktoren an der Regulation der yadA-
Expression und somit auch an der nadA-yadA-Expression beteiligt sind. Die

Oberflachenlokalisierung der Hybride in den Stamm WA-c A4inv(p) wurde zusétzlich mittels
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Immunofluoreszenzmikroskopie nachgewiesen. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass alle
NadA-YadA-Hybride sowohl in WA-314AyadA als auch in WA-c Ainv(p) als hitzestabile
Oligomere synthetisiert, durch die Membran transloziert, und auf der Zelloberfliche von Y.
enterocolitica prasentiert wurden. Somit lieB sich das Yersinia Adhdsin YadA als
Translokator flir die NadA-Kopfdomine verwenden, was eine funktionelle Untersuchung

YadA-homologer Oca-Proteine ermoglichte.

4.2 Funktionelle Charakterisierung des NadA

Das Yersinia Adhdsin YadA ist ein multifunktionales Protein, dessen Funktionen durch
verschiedene Bereiche des Proteins vermittelt werden. Typische YadA-vermittelte Funktionen
sind die bakterielle Autoaggregation, Bindung an extrazellulire Matrix (EZM)-Proteine, die
Inhibition der komplementvermittelten Lyse und die Vermittlung von Zelladhdrenz an
verschiedene Zelltypen (Biedzka-Sarek et al., 2005; Biedzka-Sarek et al., 2008; Bukholm et
al., 1990; Roggenkamp et al., 1995; Roggenkamp et al., 2003; Skurnik et al., 1984). Fiir das
Neisseria meningitidis Adhdsins NadA konnten bisher gezeigt werden, dass es eine Bindung
an eine begrenzte Zahl verschiedener Zelltypen wie Chang, Hep-2 oder humane
Monozyten/Makrohagen vermittelt, allerdings keine Interaktion mit diversen EZM-Proteinen,
HUVEC, Hec-1B Zellen und HeLa Zellen induziert (Capecchi et al., 2005; Franzoso et al.,
2008; Mazzon et al., 2007). Eine weitergehende funktionelle Charakterisierung des NadA
Proteins ist vor allem fiir das Verstindnis seiner Rolle in der Pathogenese von
Meningokokken von groBem Interesse. Durch den Vergleich vom YadA mit NadA sollten
unter anderem neue Einblicke in die Beteiligung des NadA bzw. der NadA-Kopfdoméne bei
der Blockierung der komplementvermittelten Lyse und der Interaktion mit humanen
Wirtszellen gewonnen werden.

Trimere Autotransporterproteine wie HadA (Haemophilus influenzae Adhdsin A), BadA
(Bartonella henselae Adhdsin A), YadA und UspAl/USpA2 (Moraxella catarrhalis
,ubiquitous surface protein® lund 2) konnen mit EZM-Proteinen interagieren und so eine
initiale Kolonisierung von Wirtszellen induzieren (Ackermann et al., 2008;McMichael et al.,
1998; Riess et al., 2004; Schulze-Koops et al., 1992;Serruto et al., 2009). Diese Interaktion
wird beim YadA durch die YadA-Kopf/Halsdoméne vermittelt (Heise und Dersch, 2006;
Roggenkamp et al., 1995; Roggenkamp et al., 2003). Im Gegensatz dazu vermittelt

rekombinantes NadAnassi4os Protein weder eine Interaktion mit Fibronektin, Laminin,
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Kollagen Typ IV, noch mit Heperansulfaten (Capecchi et al, 2005). Um einen ersten
Vergleich des NadA mit dem YadA Protein zu erzielen, wurde im Verlauf dieser Arbeit die
Bindung der NadA-YadA-Hybride und des NadA-positiven Stamms an die EZM-Proteine
Fibronektin, Kollagen Typ I und Matrigel getestet. Dabei zeigte sich, dass weder die NadA-
YadA-Hybride, noch der NadA-positive Stamm mit den EZM-Proteinen interagierte, wiahrend
der YadA-positive Stamm eine deutliche Bindung an alle getesteten EZM-Proteine aufwies.
Eine weitere YadA-vermittelte Funktion, die bakterielle Autoaggregation, wird durch die
YadA-Kopfdomine vermittelt (Skurnik et al., 1984; Tamm et al., 1993) und scheint fiir die
Mausvirulenz von Bedeutung zu sein. Im Gegensatz zum YadA-positiven Stamm zeigten
weder der NadA-positive Stamm noch die NadA-YadA-Hybride die Féhigkeit eine bakterielle
Autoaggregation zu induzieren. Die Unterschiede zwischen YadA und NadA bei der
Autoaggregation und Bindung von EZM-Proteinen sind erste Hinweise darauf, dass die
beiden Oca-Proteine vermutlich unterschiedliche Rollen im Infektionsprozess haben.

Eine wichtige Virulenzeigenschaft pathogener Mikroorganismen fiir das Uberleben innerhalb
thres Wirtes ist das Umgehen des Immunsystems. Das Komplementsystem stellt die erste
Angriffslinie gegen Pathogene dar, und wird durch verschiedene Enzyme, Proteinkomplexe
und Rezeptoren reguliert, die eine schnelle Beseitigung pathogener Strukturen ermoglichen.
Dennoch bietet das Komplementsystem viele Angriffspunkte fiir Pathogene, die verschiedene
Mechanismen entwickelt haben, um sich an das Komplementsystem anzupassen, oder aber
dieses zu umgehen (Lambris et al, 2008). Der effizienteste komplementvermittelte
Mechanismus zur Eliminierung von Erregern ist die bakterizide Aktivitdit des humanen
Serums, die bei N. meningitidis vor allem durch die Synthese einer Polysaccharidkaspel
reduziert wird (Geoffroy et al., 2003; Vogel und Frosch, 1999). Zusitzlich rekrutiert N.
meningitidis mit den Pilusproteinen, Porinen und einem Faktor-H-Bindeproteine
Komplentsystemfaktoren, wodurch die komplementvermittelte Phagozytose blockiert wird
(Ram et al., 1999; Ram et al., 2003; Schneider et al., 2006). Eine Beteiligung des NadA
Proteins bei der Vermittlung eines serumresistenten Phéntotyps oder bei der Bindung von
Komplementfaktoren wurde bisher nicht untersucht. Fiir das YadA Protein ist bekannt, dass
es durch seinen C-terminalen Membrananker ein Uberleben der Yersinien in humanem Serum
ermoglicht (Ackermann et al., 2008; Roggenkamp et al., 2003). Daher wurde das
Serumresistenzverhalten der NadA-YadA-Hybride und des NadA-positiven Stamms mit dem
YadA-positiven Stamm WA-314 AyadA:yadA verglichen. Dabei zeigte sich, dass alle NadA-
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YadA-Hybride serumresistent waren. Die Hybride WA-314 AyadA:M1, :F1, und :F2, die
lediglich die NadA-Kopfdomédne und nicht die NadA-Halsdomine besitzen zeigten im
Vergleich zum YadA-positiven Stamm erstaunlicherweise eine verstirkte Serumresistenz.
Dies konnte bedeuten, dass die NadA-Kopfdoméne die Zelloberfliche von Y. enterocolitica
besser maskiert als YadA alleine. Eine weitere Erkldrung konnte sein, dass bei diesen
Hybriden die NadA-Kopfdoméne anders présentiert wird als bei den Hybriden mit der
zusitzlichen Hasldomine, und so beispielsweise Komplementkomponenten besser binden
konnten. Im Gegensatz dazu zeigte der NadA-positive Stamm einen vollstindigen
serumsensitiven Phianotyp. Dies deutet darauf hin, dass NadA in Yersinien keine Rolle bei der
Serumresistenz hat, oder aber dass die Dichte exponierter NadA-Epitope auf der
Zelloberfliche von Y. enterocolitica nicht ausreichend fiir die Vermittlung einer
Serumresistenz in 50 % humanem Serum sind. Zusitzlich wurde die Bindung der NadA-
YadA-Hybride und NadA an die Komplementregulatoren C4BP und Faktor H aus
hitzeinaktiviertem Serum untersucht. Dabei wiesen alle NadA-YadA-Hybride und das
vollstindige NadA eine Bindung von C4BP auf. Die Bindung der NadA-YadA-Hybride an
C4BP wurde vermutlich durch die YadA-Stiel- und/oder Membranankerdoméine vermittelt, da
auch der YadA-kopflose Stamm C4BP bindet. Fiir YadA konnte gezeigt werden, dass es
zusammen mit dem chromosomal kodierten Ail eine Bindung an C4BP vermittelt (Biedzka-
Sarek et al., 2005). Da allerdings der YadA-negative Stamm lediglich eine sehr schwache
C4BP-Bindung zeigte, kann eine ausschlaggebende Beteiligung von Ail an der C4BP-
Bindung ausgeschlossen werden. Fiir den NadA-positiven Stamm konnte ebenfalls eine
deutliche Bindung an C4BP nachgewiesen werden, dennoch konnte die NadA-Bindestelle mit
den vorhanden NadA-YadA-Hybriden nicht weiter eingegrenzt werden. Beziiglich der
Bindung von Faktor H erfolgte lediglich eine Bindungsnachweis fiir das NadA-YadA-Hybrid
WA-314 AyadA:M2 und der kopflosen YadA-Mutante. Die Bindung von Faktor H durch die
anderen NadA-YadA-Hybride und den NadA-positiven Stamm konnte nicht eindeutig geklart
werden, da der verwendete Faktor H-spezifische Antikorper eine starke Unspezifitit aufwies
und eine eindeutige Zuordnung der Banden im Immunoblot daher nicht mdglich war.
Ingesamt konnte allerdings eine Beteiligung von NadA bei der Bindung von C4BP
nachgewiesen werden, wodurch anzunehmen wire, dass NadA auch einen serumsresistenten
Phénotyp vermittelt. Dennoch konnte keine Korrelation zwischen der Bindung von C4BP und

der Vermittlung eines serumresistenten Phénotyps gezeigt werden. Um genauere Aussagen
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iiber die Rolle von NadA in der Interaktion mit dem Komplementsystem treffen zu kénnen,
sind daher weitere Untersuchungen von erforderlich.

Um die Funktionalitdt der in Y. enterocolitica synthetisierten NadA-YadA-Hybride und NadA
gewihrleisten zu konnen, wurden Adhdrenz- und Invasionsversuche mit Invasin- und pY V-
Plasmid-negativen nadA- und nadA-yadA-exprimierenden Yersinien und Chang-Zellen
durchgefiihrt, da Cappecci et al. zeigten, dass NadAassi-a0s auf der Zelloberflache von E. coli
eine Bindung und Internalisierung in Chang Zellen induziert (Capecchi et al., 2005). Die
Verwendung von pYV-Plasmid- und Invasin-negativen Stidmmen ermoglichte die
Untersuchung von YadA und NadA ohne zusitzliche Virulenzfaktoren. Weiterhin ist die
Verwendung von plamidlosen Stimmen entscheidend, da andernfalls die Injektion der auf
dem pYV-Plasmid kodierten Yops zur Schidigung der Wirtszellen fithren, und das Ergebnis
von Adhérenzstudien verfdlschen kann. Die Quantifizierung der Anzahl zellassoziierter und
internalisierter Bakterien zeigte, dass die NadA-YadA-Hybride des Serotyps MC58 sowie der
NadA-positive Stamm eine verstirkte Bindung und Internalisierung in Chang Zellen
induzieren. Somit ist die NadA-Kopfdoméne fiir die Bindung und Aufnahme von Y.
enterocolitica durch Chang Zellen verantwortlich. Auch fiir den YadA-positiven Stamm
konnte eine Bindung und Aufnahme durch Chang Zellen nachgewiesen werden, die sogar
hoher war als die NadA-vermittelte. Dies ldsst vermuten, dass YadA im Vergleich zum NadA
an andere, oder zusétzliche Rezeptoren auf der Zelloberfliche von Chang-Zellen bindet. Eher
anzunehmen ist allerdings, dass die erhohte Bindung durch die YadA-vermittelte Interaktion
mit EZM-Proteinen induziert wird, die bei NadA ja nicht stattfindet. Das YadA Protein bindet
neben einer Vielzahl von humanen Epithelzellen mit seiner N-terminalen Kopfdoméne auch
an humane Neutrophile (Roggenkamp et al, 1996). Der daraus resultierende Kontakt
zwischen Bakterien und Phagozyten scheint essentiell fiir die Injektion der Effektorproteine
zu sein (Cornelis, 2002a) und unterdriickt somit die Phagozytose und die durch Neutrophile
vermittelte Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen (Grosdent et al., 2002; Ruckdeschel
et al, 1996). Auch Meningokokken konnen Phagozyten rekrutieren und so die
Epithelschranke iiberwinden (Virji, 2009). Daher wurde die Interaktion nadA- und nadA-
yvadA-exprimierender Yersinien mit den neutrophildhnlichen dHL-60 Zellen untersucht.
Adhirenzversuche zeigten eine deutliche NadA-abhingige Bindung der Yersinien an dHL-60
Zellen, die vergleichbar mit der durch YadA induzierten Bindung war und durch die NadA-

Kopfdomine vermittelt wurde. Die Modifizierung oberflichenexponierter Proteinstrukturen
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auf dHL-60 Zellen mit Proteinase K fiihrte zu einer Reduktion der Bindung der NadA-YadA-
Hybride und des NadA- sowie des YadA-positiven Stamms. Im Gegensatz dazu fiihrte die
Behandlung der Zellen mit Phospholipase nur bei dem YadA-positiven Stamm zu einer
Reduktion der Interaktion. Dies ldsst annehmen, dass die Interaktion zwischen der NadA-
Kopfdomine und den dHL-60 Zellen durch einen oberflachenexponierten Rezeptor vermittelt
wird, der eine Proteinstruktur aufweist. Da die Phospholipase-Behandlung der Zellen keine
Reduktion der Bindung des NadA-positiven Stamms und NadA-YadA-Hybride zur Folge
hatte, kann davon ausgegangen werden, dass die Interaktion der nadA-exprimierenden
Yersinien mit den dHL60-Zellen Protein-spezifisch ist, und nicht wie bei YadA durch
verschiedene Faktoren vermittelt wird. Fiir NadA wurde bereits frither gezeigt, dass es
spezifisch mit Monzoyten und Monozyten/Makrohagen interagiert, wihrend eine
unspezifische Bindung an PMNs, NK-Zellen und Lymphozyten beschrieben wurde (Franzoso
et al., 2008). Obwohl die Bindung von NadA an PMNs als unspezifische Interaktion
beschrieben wurde, muss dies nicht zwingend fiir die Interaktion von NadA und dHL-60
Zellen gelten, da diese Zellen zwar neutrophildhnlich sind aber dennoch auch andere
Oberfldachenrezeptoren besitzen als PMNs. Um die Spezifitit der Interaktion von NadA mit
dHL-60 eindeutig kldren zu konnen, bedarf es dennoch weiterer Untersuchungen wie
beispielsweise Kompetitionsexperimente. Eine Beteiligung der NadA-Kopfdomédne bei der
Internalisierung nadA-yadA-exprimierender Yersinien durch dHL-60 Zellen konnte mittels
Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden. Die NadA-Kopfdoméne scheint
dabei die Aufnahme der Yersinien in dHL-60 Zellen zu induzieren, wihrend YadA nur an der
Bindung an dHL-60 Zellen beteiligt zu sein scheint. Dies weist darauf hin, dass das NadA
Protein eher als Invasin fungiert und iiber den Rezeptor ein Internalisierungssignal induziert,
wiahrend YadA nicht an signaltransduzierende Strukturen bindet. Da Meningokokken
fakultativ intrazelluldre Erreger sind, konnte eine NadA-abhéngige Internalisierung fiir das
intrazelluliren Uberleben der Bakterien in Immunzellen von Bedeutung sein, oder aber eine
Besiedelung anderer Nischen des Wirtes iiber Neutrophile ermdglichen. Dennoch bleibt die
Bedeutung der NadA-abhéngigen Internalisierung durch dHL-60 Zellen fiir die Pathogenese

von Meningokokken unklar.
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4.3 Die Rolle von NadA im in vivo Mausmodell

Das Verstiandnis der Pathogenese von Meningokokkenerkrankrangungen ist durch das Fehlen
eines ausreichend effizienten Tiermodells limitiert. Die Verwendung des Mausmodells fiir die
Untersuchung von N. meningitdis ist dabei vor allem durch die Eisenbindeproteine von
Meningokokken limitiert, die spezifisch humanes Transferrin binden (Gorringe et al., 2005;
Zarantonelli et al., 2007). Da Yersinien iiber eine eigene Eisenversorgung iiber das
Yersinibactin verfiigen, wurde das Yersinia Modellsystem fiir die Untersuchung einer
potentiellen Beteiligung des NadA bei der Virulenz im Mausinfektionsmodell verwendet.

Die nach peroraler Infektion quantifizierte Bakterienzahl zeigte lediglich fiir den YadA-
positiven Stamm eine Kolonisierung des Diinndarms, der Peyer’schen Plaques, der Milz und
Leber, wihrend das NadA-YadA-Hybrid WA-314 AyadA:M1 und der NadA-positive Stamm
stark attenuiert waren. Dieser Effekt konnte durch den Chemoluminenszenznachweis nadA-
und yadA-exprimierender lux-positiver Yersinien bestétigt werden. Auch die intraperitoneale
Applikation nadA- und nadA-yadA-exprimierender Yersinien fiihrte lediglich zu einer
geringen Kolonisierung der Milz und Leber im Vergleich zum YadA-positiven Stamm. Diese
Ergebnisse demonstrieren, dass das NadA die YadA-vermittelten Virulenzeigenschaften im
Mausmodell nicht iibernehmen kann. Dies kénnte zum einen dadurch erkldrt werden, dass
NadA die Fahigkeit zur Autoaggregation fehlt, und somit keine Mikrokolonien ausgebildet
werden konnen, die einen gréBeren Schutz vor der Eliminierung durch das Immunsystem
bieten wiirden. Des Weiteren konnte die fehlende Bindung von NadA an EZM-Proteinen zu
einer reduzierten Kolonisierung des intestinalen Gewebes fiithren, wohingegen YadA durch
Interaktion mit EZM-Proteinen mit verschiedenen Wirtszellrezeptoren interagieren kann. Die
fehlende Serumresistenz nadA-exprimierender Yersinien konnte die Ausbildung einer
Infektion im Mausmodell ebenfalls beeintrdchtigen, da Studien mit YadA-Chiméren bereits
zeigten, dass die YadA-vermittelte Serumresistenz mit der Mausvirulenz korreliert
(Ackermann et al., 2008). Daher kann vermutet werden, dass nadA-exprimierende Yersinien
leichter durch das Immunsystem beseitigt werden, als serumresistente yadA-exprimierende
Yersinien. Zusitzlich konnte die Expression von nadA auf der Zelloberfliche von Yersinien
mit der T3SS-abhidngigen Injektion der Effektorproteine interferieren, wodurch die
Modulierung intrazelluldrer Prozesse, wie die Blockierung der Phagozytose nicht mehr
unterdriickt werden kann. Des Weiteren ist die Analyse des NadA im Mausinfektionsmodell

mittels peroraler und intraperitonealer Infektionsroute begrenzt, da Meningokokken in der
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Regel iiber Tropfcheninfektion auf die Schleimhiute des Nasopharynx gelangen, und NadA
vermutlich bei der initialen Kolonisierung der Mukosa beteiligt ist. Daher konnte sich die
intranasale Applikation NadA-positiver Yersinien fiir die Untersuchung der Rolle von NadA
im Mausmodell von Vorteil erweisen. Allerdings kann auch eine Beteiligung anderer N.
meningitidis Virulenzfaktoren an einer mdglichen NadA-abhidngigen Kolonisierung im

Mausinfektionsmodell nicht ausgeschlossen werden.

4.4 Identifizierung NadA-spezifischer Wirtszellrezeptoren

N. meningitidis zeichnet sich durch eine Vielzahl verschiedener Adhésine und
Virulenzfaktoren aus, die durch Interaktion mit diversen Wirtszellrezeptoren die
Kolonisierung des Wirtes ermdglichen. Daher ist die Identifizierung NadA-spezifischer
Wirtszellrezeptoren fiir die Analyse der Beteiligung von NadA an der Pathogenese von

Meningokokken von groflem Interesse.

4.4.1 Die Rolle von CEACAMs als potentielle NadA-Wirtszellrezeptoren

Die von N. meningitidis und N. gonorrhoeae produzierten Proteine der Opa-Familie,
induzieren die Interaktion mit verschiedenen Zelltypen. Opaps-Proteine vermitteln die
Bindung und Invasion in verschiedene Epithelzellen mittels Heparansulfat (Hauck und
Meyer, 2003), wahrend Opacga-Proteine mit Wirtszellrezeptoren der CEACAM-Familie
interagieren (Virji et al., 1996a). Neisseria spp. binden dabei mit den Opacga-Proteinen an
CEACAM 1, 3, 5, und 6 und induzieren die Transzytose ins Epithelium (Bos ef al., 1997;
Chen und Gotschlich, 1996; Gray-Owen et al., 1997; Virji et al., 1996b). Da auch Oca-
Proteine wie das M. catarrhalis UspA1 Protein mit CEACAMI interagieren konnen (Conners
et al., 2008; Hill und Virji, 2003), wurden CEACAMs als potentielle Rezeptoren fiir NadA
untersucht. Interaktionsstudien mit CEACAMI1- und CEACAMS5-transfizierten Hek-293
Zellen und rekombinantem NadAjsjj9 Protein zeigten keine Interaktion von NadA mit
CEACAMI1 und CEACAMS. Auch Bindungsstudien mit GFP-markierten CEACAM-
Uberstéinden und nadA-, sowie yadA-exprimierenden Yersinien fithrten zu keiner Interaktion
mit CEACAMI, 3, 5, 6, oder 8. Dies weist darauf hin, dass weder YadA, noch NadA
CEACAMs wihrend der Infektionsprozesses als Rezeptoren verwenden, und somit

funktionale Unterschiede zum UspA1 Protein von Moraxellen bestehen.
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4.4.2 B1 Integrine als Wirtszellrezeptoren fiir NadA

Da wiéhrend dieser Arbeit eine Interaktion nadA-exprimierender Yersinien mit
neutrophildhnlichen dHL-60 Zellen nachgewiesen werden konnte, wurde auch die Interaktion
von NadA mit undifferenzierten HL-60 Zellen getestet, wodurch erste Hinweise auf mogliche
Rezeptoren erhalten werden sollten. Bindungsstudien mit rekombinantem NadAj4.2;9 Protein
und HL-60 sowie dHL-60 Zellen zeigten, dass NadAjzs,jo mit hoherer Effizienz an
undifferenzierte HL-60 Zellen band. Daher ist anzunehmen, dass HL-60 Zellen Rezeptoren
auf ihrer Zelloberfliche besitzen, die bei dHL-60 Zellen entweder nicht vorkommen, oder
aber in geringerer Menge synthetisiert werden. Studien zur Charakterisierung der
Genexpression in HL-60 und dHL-60 Zellen zeigten, dass die neutrophildhnlichen dHL-60
Zellen B2 Integrine (CD18) exprimieren, wihrend undifferenzierte HL-60 Zellen B2 Integrin-
negativ sind (Collins et al., 1979; Itoh et al, 1998). Generell exprimieren Immunzellen
Integrine der B1, B2 und B7 Familie, wobei B2 und P7 Integrine ausschlieBlich durch
Leukozyten produziert werden. Im Vergleich dazu sind Bl Integrine auf verschiedenen
Zelltypen weit verbreitet (Luo et al., 2007). Da dHL-60 Zellen neutrophildhnliche Zellen sind,
produzieren diese Zellen vermutlich mehr B2 als B1 Integrine, wahrend undifferenzierte HL-
60 Zellen vermutlich mehr B1 Integrine synthetisieren. Der Oberfldchennachweis von 1 und
B2 Integrinen zeigte, dass HL-60 Zellen mehr B1 Integrin produzierten, wihrend dHL60-
Zellen verstiarkt B2 Integrin positiv waren. Dennoch konnte eine geringe Synthese von 32
Integrinen durch HL-60 Zellen nachgewiesen werden. Dies ldsst vermuten, dass die HL-60
Zellen bereist in einem gering voraktivierten Zustand vorlagen, und nicht mehr vollstindig
undifferenziert waren.

NadA induziert die Produktion des Chemokins IL-8 durch verschiedene Zelltypen, und dhnelt
damit dem Yersinia Invasin, das B1 Integrine als Wirtszellrezeptoren verwendet (Franzoso et
al., 2008; Grassl et al., 2003; Isberg und Leong, 1990; Kolb-Maurer et al., 2001; Schulte et
al., 2000). Basierend auf diesem Hintergrund, sowie der verstirkten Bindung von NadA an 1
Integrin-exprimierende HL-60 Zellen wurde eine mogliche Beteiligung von B1 Integrinen als
potentielle Wirtszellrezeptoren fiir NadA untersucht.

Fiir Bindungsstudien wurde rekombinantes NadAjs,19 Protein verwendet, das sowohl die
NadA-Kopfdomine als auch einen Teil der NadA-Stieldoméne besitzt. Durch die
Untersuchung des NadAj4.,10 in nativen SDS-Gelen und anschlieBenden Westernblotanalysen

konnte gezeigt werden, dass das NadAs4.519 Protein als oligomeres Protein vorliegt, und somit
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fiir Bindungsstudien besonders geeignet ist. Bindungsstudien mit NadAj4210 und GE-11-p1
(Epithelzell-dhnlich, humanes B1 Integrin-positiv) und 2-4-8 Zellen (Fibroblasten-dhnlich,
murines B1-Integrin-positiv) Zellen wiesen erstmals auf eine Beteiligung von B1 Integrinen in
Interaktion mit NadA hin. Im Vergleich dazu war die Bindung von NadAj4,190 an GE-11
(Epithelzell-dhnlich, humanes B1 Integrin-negativ) und 2-4 Zellen (Fibroblasten-dhnlich,
murines B1-Integrin-negativ) signifikant reduziert. Insgesamt konnte eine deutliche Bindung
von NadAj4.210 sowohl an murine, als auch an humane 1 Integrine nachgewiesen werden. Da
allerdings auch eine schwache Bindung von NadAs;10 an die Bl Integrin-negative Zellen
GE-11 und 2-4 stattfand, kann eine Beteiligung zusétzlicher Rezeptoren nicht ausgeschlossen
werden. Mogliche weitere potentielle NadA Rezeptoren auf der Zelloberfliche von GE-11
und 2-4 Zellen konnten B3 Integrine sein, da diese von beiden Zellen produziert werden
(personliche Absprache, R. Fissler, MPI Martinsried). Fiir eine Bindung von NadA an 1
Integrine kann auch der Aktivierungszustand der Integrine von Bedeutung sein. Integrine
konnen auf der Zelloberfliche in drei Aktivierungszustdnden vorliegen. In ithrem inaktiven
Zustand, der ,)bent conformation“ sind der ,.-Propeller der a-Untereinheit und die B-I-
Domine der B-Untereinheit an die membrannahen Doméne der a- und B-Untereinheit
geklappt. Dieser Status stellt den Zustand der geringsten Bindeaffinitdt dar. Eine Aktivierung
der Integrine durch intra- und extrazellulire Signale induziert die ,.closed extended
conformation®, in der die membrannahen Doménen der a- und B-Untereinheit leicht
aufklappen, und dann in die ,,open extended conformation iibergehen. In der ,,open extended
conformation sind die Integrine vollstindig gestreckt und haben ihre hdochste
Ligandenbindeaffinitit (Askari et al., 2009; Leitinger et al., 2000; Luo et al., 2007). Des
Weiteren kann durch die Zugabe von Mn®" die Lingandenbindungsaffinitit von Integrinen
erhoht werden, da Mn*" eine hohe Affinitit hat und andere lonen wie Ca’" von der
Metallionen-Bindeseite des Integrins verdriangt. Die Zugabe von 2 mM MnCl, zu GE-11-f1
Zellen zeigte keinen Einfluss auf die Bindung von NadAj4.510, wihrend die Zugabe von 2 mM
MnCl, die Interaktion von NadAj4.210 mit den B1 Integrin-negativen GE-11-Zellen signifikant
erhohte. Dies ldsst vermuten, dass die B1 Integrine auf den GE-11-1 Zellen bereits in ithrem
aktivierten Zustand vorliegen, wihrend die Zugabe von MnCl, zu den GE-11 Zellen zur
Aktivierung anderer Oberflichenrezeptoren fiihrt. Da GE-11 Zellen auch B3 Integrine
produzieren, konnte deren Aktivierung durch Mn®" eine potentielle NadA-Bindung

ermoglichen. Um festzustellen, ob die B1 Integrine auf den GE-11-1 Zellen bereits in ithrem
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aktivierten Zustand vorliegen, wurde die Bindeeffizienz des Antikorpers 9EG7 an GE-11-B1
Zellen in An- und Abwesenheit von 2 mM MnCl, untersucht. Fiir a4B1 Integrine konnte
gezeigt werden, dass diese nur in ihrer aktivierten Form und nicht als inaktive Heterodimere
mit dem Antikorper 9EG7 nachgewiesen werden konnen (Lenter et al., 1993). Das Epitop fiir
9EG7 befindet sich in der 1 Integrin-Untereinheit (AS 495-602) innerhalb der cysteinreichen
Region und unterscheidet sich von allen bisher entdeckten humanen B1 Integrin-Epitopen
(Bazzoni et al., 1995). Da unbehandelte und mit MnCl,-behandelte GE-11-f1 Zellen eine
vergleichbare Bindung von 9EG7 aufwiesen, liegen die f1 Integrine auf den GE-11-B1 Zellen
vermutlich in ihrer aktivierten Form vor. Somit bindet NadA,4.,19 wohl verstiarkt an aktivierte
humane 1 Integrine. Dennoch kann eine Interaktion mit inaktivierten Integrinen nicht
ausgeschlossen werden.

Die Spezifitit der Bindung von NadA4.210 an B1 Integrin-exprimierende Zellen wurde durch
Blockierungsexperimente mit den anti-fl Integrin-blockierenden Antikérpern AIIB2 und
LM534, und durch Kompetitionsexperimente mit unmarkiertem NadAj4.219 nachgewiesen.
Der humane P1 Integrine-blockierende Antikoérper AIIB2 blockiert die Bindung von
Chorionkarzinom JAR-Zellen an Fibronektin, Laminin und Kollagen und erkennt die B-I-
dhnliche Domine (AS 189-304) der B1 Integrinkette (Hall et al., 1990; Werb et al., 1989).
Der Antikorper LM534 erkennt hingegen die carboxyterminale Region (AS 587-708) der
extrazelluldiren Doméne der Bl Integrin-Untereinheit (Takada und Puzon, 1993). Da die
Vorbehandlung der GE-11-B1 Zellen mit AIIB2 und LM534 die Bindung von NadAj1o
signifikant reduzierte, kann angenommen werden, dass die NadA-Bindung iiber die B-
Untereinheit und nicht {iber die a-Untereinheit stattfindet. Die natiirlichen Liganden von 1
Integrinen, Fibronektin und Kollagen besitzen ein RGD (Arg-Gly-Asp)-Motiv das essentiell
fiir die Rezeptorerkennung ist (Pytela et al., 1987). Im Gegensatz dazu besitzt NadA kein
RGD-Motiv. Dennoch scheint das Vorhandensein eines RGD-Motivs fiir die Bindung an
Integrine nicht essentiell zu sein, da auch andere Proteine ohne RGD-Motiv wie das Invasin
von Y. pseudotuberculosis eine Interaktion mit a1p1, a3p1, a4B1, aSP1 und avpl vermittelten
(Isberg und Leong, 1990; Leong et al., 1990). Eine direkte Interaktion von NadAj4.51, mit der
B-Untereinheit von humanem a5B1 Integrin sowie mit der -Untereinheit von humanem ovf33
Integrin konnte zusidtzlich mittels Far Westernblotanalysen nachgewiesen werden. Somit
vermittelt NadA nicht nur eine direkte Interaktion mit B1 Integrinen, sondern auch mit 3

Integrinen. Diese Ergebnisse bekriftigen die Vermutung, dass die oben beschriebene
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schwache Bindung von NadAjs;;2 an GE-11 Zellen moglicherweise durch B3 Integrine
bewirkt wird. Der natiirliche Ligand des a5B1 Integrin Heterodimers ist Fibronektin, wéhrend
Vitronektin an ovp3 bindet (Berman et al., 2003). Eine Bindung von EZM-Proteinen
beispielsweise durch die Opc-Proteine von N. meningitidis, ermoglicht eine Interaktion der
Pathogene mit Integrinstrukturen (Unkmeir et al., 2002b; Virji et al., 1994). Dennoch zeigen
die Far Westernblotanalysen und ELISA-Studien mit Fibronektin, dass die Interaktion
zwischen NadA und PB1 Integrinen direkt vermittelt wird, und nicht iiber EZM-Proteine
stattfindet. Das NadA ist somit das erste Adhdsin der Oca-Proteinfamilie, das direkt von 1
und B3 Integrin-Untereinheiten erkannt wird.

Rekombinantes NadAnassi.40s Protein induziert iiber einen bisher unbekannten Proteinrezeptor
die Bindung an Chang Zellen (Capecchi ef al., 2005). Da in dieser Arbeit gezeigt werden
konnte, dass das NadAjs.210 eine Bindung an B1 Integrine vermittelt, wurde eine mdgliche
Beteiligung von Pl Integrinen in der Interaktion mit Chang Zellen untersucht. Der
Oberflachennachweis von B Integrinen auf Chang Zellen zeigte, dass Chang Zellen Integrine
exprimieren. Jedoch erst die Zugabe von MnCl, fiihrte zu einem starken Nachweis von B1,
B2, B3, P4 und B5 Integrinen auf ihrer Zelloberfldche. Dies ldsst vermuten, dass diese
Integrine in einem Zustand geringer Bindeaffinitdt (,,bent conformation®) vorliegen, und erst
durch die Zugabe von MnCl, aktiviert werden. Auffallend ist auch die Synthese von (2
Integrinen auf der Zelloberfliche der Chang Zellen, da diese eigentlich exklusiv von
Leukozyten produziert werden. Daher kann angenommen werden, dass der verwendete 32
Integrin Antikorper entweder unspezifisch mit anderen Integrinen interagiert oder aber dass,
die Tumorzelllinine tatsdchlich B2 Integrine synthetisiert. Da jedoch keine ausschlieflich 2
Integrin-produzierende Zelllinie zur Verfligung stand, konnte diese Vermutung nicht bestéatigt
werden. Der Aktivierungszustand der Bl Integrine auf den Chang Zellen wurde zusétzlich
durch Inkubation mit dem Antikérper 9EG7 untersucht. Die Zugabe von 9EG7 zu
unbehandelten Chang Zellen fiihrte zwar zum Nachweis von 1 Integrinen, allerdings war die
Bindung von 9EG7 in Anwesenheit von MnCl, erhoht. Somit befinden sich die B1 Integrine
auf Chang Zellen tatséchlich in einem Bindezustand geringer Affinitdt und werden durch die
Zugabe von MnCl, erst aktiviert. Bindungsstudien mit rekombinantem NadA4.,10 und Chang
Zellen demonstrierten ein verstdrkte Bindung von NadA an Chang Zellen in Gegenwart von

Ml’lClz.
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Um eine Beteiligung von B Integrinen bei dieser Interaktion zu untersuchen, wurden die
Chang Zellen mit 3 Integrin-blockierenden Antikorpern in An- und Abwesenheit von MnCl,
vorbehandelt. In Abwesenheit von MnCl, fiihrte die Blockierung der Integrine zu einer
Erhohung der NadA-Bindung was eine Beteiligung anderer Rezeptoren als Integrine
vermuten lisst. Die Zugabe von MnCl, ermoglichte jedoch eine Blockierung der NadAj4210-
Bindung an Chang Zellen. Interessanterweise hatte die Blockierung der B1, B3, B4 und B5
Integrine alleine keinen Effekt auf die NadA-Bindung. Die Blockierung mit dem anti-2
spezifischen Antikdrper hingegen reduzierte die Bindung signifikant, und bestétigte die
Vermutung, dass der B2 Integrin Antikorper unspezifisch an andere B Integrine bindet. Erst
durch die Kombination verschiedener [ Integrin-blockierender Antikérper konnte eine
signifikante Reduktion der NadA-Bindung erzielt werden. Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass erst nach Aktivierung der Integrine auf den Chang Zellen auch eine Blockierung durch
die Integrinantikorper ermoglicht wird. Zusétzlich wird deutlich, dass nur die gleichzeitige
Blockierung aller B Integrine eine Reduktion der NadA-Bindung induziert. Daher kann
angenommen werden, dass NadA entweder mit verschiedenen B Integrinen interagiert oder
aber dass einzelne Integrine die Funktion anderer Integrine ersetzen, so dass die Blockierung
einzelner Integrine keinen Effekt auf die NadA-Bindung hat. Insgesamt weisen diese
Ergebnisse zwar auf eine Beteiligung von B Integrinen bei der Interaktion mit Chang Zellen
hin, allerdings kann eine Beteiligung anderer Rezeptoren nicht ausgeschlossen werden. Die
Bindung von NadA an verschiedene Integrine wiére dabei nicht verwunderlich, da der

extrazelluldre Teil aller Integrine eine hohe Sequenzhomologie aufweist.

4.4.3 Die Bedeutung von 1 Integrinen fiir die nadA-abhéngige Kolonisierung von

Wirtszellen

Da die Interaktion von NadA mit B1 Integrinen zwar mit rekombinanten NadAj4.219 Protein
gezeigt werden konnte, aber keine Aussage liber die Bedeutung dieser Interaktion bei der
Kolonisierung von Zellen lieferte, wurde das Yersinia Modellsystem fiir die Quantifizierung
intrazelluldrer und zellassoziierter NadA-positiver Invasin-negativer Yersinien verwendet.
Dabei konnte eine verstirkte Bindung NadA-positiver Yersinien an GE-11-B1 Zellen
nachgewiesen werden, die durch die Vorbehandlung der Zellen mit dem blockierenden
Antikorper AIIB2 blockiert werden konnte. Die Bindeeffizienz NadA-positiver Yersinien an
GE-11-B1 Zellen war vergleichbar mit der Bindung des Invasin-positiven Stamms, der eine

direkte Bindung an die Integrine a3B1, a4B1, a5B1, a6pfl und avPBl induziert (Isberg und
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Leong, 1990; Leong et al., 1990). yadA-exprimierende Yersinien zeigten eine Bindung
sowohl an GE-11-B1 als auch an GE-11 Zellen. Dies zeigt, dass NadA an einer dem Invasin
dhnlichen B1 Integrin-abhéngigen Bindung der Bakterien an die Zellen beteiligt ist, wihrend
die YadA-abhingige Interaktion mit beiden Zelllinien vermutlich durch andere Faktoren
vermittelt wird. YadA bindet an verschiedene extrazelluldren Matrixproteine (Tamm et al.,
2003), die wiederum eine Bindung an B3 Integrine auf der Zelloberflache von GE-11 und GE-
11-f1 Zellen vermitteln konnten. Dennoch konnte die Bindung yadA-exprimierender
Yersinien an GE-11 und GE-11-f1 Zellen iiber weitere bisher unbekannte Rezeptoren
stattfinden.

Zusétzlich wurde die Invasion yadA-, nadA oder inv-exprimierender Yersinien in GE-11 und
GE-11-B1 Zellen untersucht. Dabei zeigte sich, dass NadA nicht nur eine Adhédrenz sondern
auch die Invasion in GE-11-f1 Zellen vermittelt, die vergleichbar mit der durch Invasin
vermittelten Internalisierung ist. Auch der YadA-positive Stamm zeigte eine leicht erhohte 1
Integrine-abhdngige Internalisierung. Die durch YadA-vermittelte Invasion konnte, durch die
Bindung von YadA an EZM-Proteine erklirt werden wodurch eine indirekte Aufnahme der
Bakterien iiber B1 Integrine in die GE-11-B1 Zellen erfolgen konnte.

Das NadA fungiert somit als Adhésin und Invasin, und vermittelt eine B1 Integrin-abhéngige
Bindung und Aufnahme von Y. enterocolitica in GE-11-B1 Zellen. Somit zeigt NadA
vergleichbare Eigenschaften zum Yersinia Invasin, wihrend YadA verstirkt als Adhédsin
fungiert. Die Interaktion bakterieller Adhisine mit B1 Integrinen wurde bereits fiir
verschiedene Erreger wie Yersinia spp. oder E. coli beschrieben, die eine Besiedelung
und/oder Invasion des gastrointestinalen Epitheliums, oder der Atemwege ermoglicht
(Frankel et al., 1996; Isberg und Leong, 1990; Scibelli ef al., 2007). M-Zellen befinden sich
nicht nur auf der Darmmukosa, sondern kommen auch auf der Mukosa des nasalen
lymphoiden Gewebes vor. Die B1 Integrine auf der Oberfliche von M-Zellen und Peyer’schen
Plaques werden durch bakterielle Adhésine erkannt, induzieren eine bakterielle Translokation
durch die Schleimhiute und stimulieren die Freisetzung verschiedener Chemokine (Corr et
al., 2008; Hamzaoui et al., 2004; Heritage et al., 1997; Kiyono und Fukuyama, 2004; Park et
al., 2003). Neben dem Ilymphoiden Gewebe exprimieren auch antigenprisentierende
dendritische Zellen, Makrophagen und Neutrophile vermehrt a4p1 und/oder a5p1 Integrine.
Daher ist denkbar, dass N. meningitidis durch das NadA mit af1 Integrinen des nasalen

lymphoiden Gewebes, Makrophagen, Neutrophilen und dendritischen Zellen interagieren
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kann, und so eine Kolonisierung von Wirtszellen, oder ein Uberleben innerhalb des Wirtes
ermdglicht. Diese Vermutung wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass N. meningitidis mit
verschiedenen Zelltypen des Immunsystems interagiert (McNeil ef al., 1994). Unbekapselte
Meningokokken interagieren mit dendritischen Zellen und induzieren die Freisetzung von
Zytokinen (Kolb-Maurer et al., 2001). Die Behandlung von Makrophagen und dendritischen
Zellen mit nadA-exprimierenden E. coli induziert vor allem die Freisetzung von IL-8 and
TNF-o (Franzoso et al., 2008). Die durch NadA induzierte hohe IL-8 Antwort dhnelt der
durch Inv-positive Yersinien induzierten IL-8 Produktion in HeLa-Zellen durch Interaktion
mit B1 Integrinen (Eitel et al., 2005; Grassl et al., 2003). Dies ldsst vermuten, dass das NadA
eine Bl Integrin-abhéngige Signalkaskade induziert, die zur Freisetzung von IL-8 fiihrt,
wodurch Phagozyten rekrutiert werden und zur Schidigung der Integritit der Schleimhéute
beitragen und so eine Invasion der Bakterien ermoglicht.

Im Gegensatz zum Yersinia Modellsystem, das eine Rolle von NadA und B1 Integrinen bei
der Kolonisierung von GE-11-f1 Zellen demonstrierte, konnten diese Effekte im
Meningokokkenmodell nicht bestétigt werden. Bekapselte Wildtyp-Meningokokken sowie die
isogene NadA-Mutante zeigten zwar eine verstirkte Bindung an B1 Integrin-positive Zellen,
allerdings konnte dabei keine Beteiligung des NadA nachgewiesen werden. Dies erweist sich
als nicht sehr iiberraschend, da N. meningitidis verschiedenste Adhésine, wie Typ IV-Pilj,
Opa und Opc-Proteine produziert die eine Bindung und Transzytose in Wirtszellen vermitteln.
Das Opc-Protein ermdglicht durch die Bindung an Vitronektin eine Interaktion mit ovf3
Integrinen und indirekt {iber Fibronektin an a5B1 Integrine binden (Dehio et al., 1998b;
Unkmeir et al, 2002b). Auch die Neisseria Opays Proteine, welche
Heparansulfatproteoglykan binden, induzieren so eine Bindung an Integrine, wodurch eine
Aufnahme der Bakterien in die Wirtszelle erfolgt (Dehio et al., 1998a; Hauck und Meyer,
2003). Neben den Nicht-pilus-Adhésinen limitieren die Typ IV-Pili die Untersuchung
einzelner Adhisine, da sie zusammen mit unsialysierten Lipooligosacchariden an der Bindung
und Aufnahme der Meningokokken in nicht-phagozytierende Zellen beteiligt sind (Lambotin
et al, 2005). Ein weiteres Problem fiir die Untersuchung von NadA im
Meningokokkenmodell stellt die Polysaccharidkapsel dar, da diese Nicht-Pilus-Adhisine wie
das NadA maskieren kann. Da bekapselte Meningokokken mit einer verringerten Invasion der
Bakterien in eukaryotische Zellen assoziiert werden (Unkmeir et al., 2002a), wurde die Rolle

von NadA in Interaktion mit B1 Integrin-exprimierenden Zellen mit unbekapselten
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Meningokokken untersucht. Der unbekapselte Wildtypstamm MCS58 AsiaD zeigte im
Vergleich zur isogenen NadA-Mutante eine stirkere Bindung sowohl an GE-11, als auch an
GE-11-B1 Zellen. Dies zeigte, dass NadA iiber andere Rezeptoren als f1 Integrine an GE-11
und GE-11-B1 Zellen bindet. Da im Laufe dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass NadA
neben B1 Integrinen auch B3 Integrine bindet, konnte die beobachtete Interaktion auf die
Bindung von B3 Integrinen zuriickzufiihren sein. Da jedoch keine isogenen B3 Integrin-
positiven und -negativen Zellen zur Verfligung standen, konnte eine Beteiligung von B3
Integrinen bei der NadA-vermittelten Bindung nicht weiter untersucht werden. Der Vergleich
der Invasion unbekapselter NadA-positiver und NadA-negativer Meningokokken in GE-11
und GE-11-B1 Zellen zeigte fiir beide Stamme eine erhdhte Invasion in B1-Integrin-negative
GE-11 Zellen. Eine Beteiligung von NadA bei der Vermittlung der Invasion konnte dabei
nicht nachgewiesen werden. Eher anzunehmen ist, dass die N. meningitidis Adhédsine Opa und
Opc tiber extrazelluldre Matrixproteine eine Interaktion mit B1 Integrinen auf GE-11-f1 und
B3 Integrinen auf GE-11 und GE-11-B1 Zellen induzieren, und so die Aufnahme der
Meningokokken in die Zellen ermdglichen. Insgesamt bestdtigen diese Ergebnisse den Vorteil
des Yersinia Modellsystems fiir die Untersuchung des Neisseria meningitidis Adhisins NadA
und seiner Beteiligung bei der Interaktion von Neisseria in Wirtszellinteraktionen. Dabei
konnten zum ersten Mal funktionelle Ahnlichkeiten zwischen NadA und Invasin aufgedeckt
werden, da beide Proteine eine B1 Integrin-vermittelt Zellinvasion induzieren, wodurch die
hohe Affinitit von N. meningitidis und Y. enterocolitica fiir lymphoides Gewebe des
Nasopharynx erklart werden kann (Cover und Aber, 1989; Exley et al., 2009;Sim et al., 2000;
Thibodeau et al., 1999).
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S Zusammenfassung

N. meningitidis ist ein Gram-negatives fakultativ humanpathogenes Bakterium das mittels
diverser Adhisine eine Kolonisierung der menschlichen Atemwege ermdglicht. Das Neisseria
meningitidis Adhédsin NadA zeigt eine hohe Sequenzdhnlichkeit zum Yersinia Adhisin YadA,
das den Prototyp der Oca (,,0oligomeric ,,coiled-coil” adhesin“)-Proteinfamilie darstellt. Das
YadA-homologe NadA Protein kommt in 50 % aller N. meningitidis Isolaten vor, ist an der
Zelladhdrenz und -invasion beteiligt, und induziert die Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine. Aufgrund der grofen Diversitit von Meningokokkenadhésinen ist die
Untersuchung der Rolle von NadA bei der Interaktion von Meningokokken mit Wirtszellen
limitiert. Des Weiteren kann eine Beteiligung des NadA an der Pathogenese im
Mausinfektionsmodell nicht ausreichend untersucht werden. Daher wurde in dieser Arbeit Y.
enterocolitica O:8 als Modellsystem fiir die Untersuchung von NadA und NadA-YadA-
Fusionshybriden verwendet, um neue Einblicke in die Interaktion von NadA mit Wirtszellen,
in die NadA-vermittelte Mausvirulenz und Blockierung der komplementvermittelten Zelllyse
zu erhalten, sowie eine Identifizierung potentieller NadA-spezifischer Wirtszellrezeptoren zu
ermoglichen. Y. enterocolitica produzierte das NadA Protein in seiner trimeren Form auf der
bakteriellen Zelloberfliche, und auch die Verwendung der YadA-Stieldomine und des YadA-
Membranankers ermoglichte die Translokation der NadA-Kopfdoméne auf die Zelloberfldche
von Y. enterocolitica. Im Vergleich zu YadA induzierte NadA keine bakterielle
Autoaggregation und zeigte keine Interaktion mit extrazelluliren Matrixproteinen. In
Serumresistenzversuchen wiesen nadA-exprimierende Yersinien einen serumsensitiven
Phinotyp auf, wihrend die NadA-YadA-Hybride die YadA-vermittelte Serumresistenz
erhohten. Dariiber hinaus konnte eine NadA-abhingige Bindung des Komplementregulators
C4BP nachgewiesen werden was eine Komplementinhibition von NadA vermuten lésst. Die
Funktionalitdt der in Y. enterocolitica synthetisierten NadA-YadA-Hybride und des
vollstindigen NadA konnte durch Bindungsversuche mit Chang Zellen bestitigt werden und
zeigte sowohl eine NadA-abhéngige, als auch eine YadA-abhédngige Bindung und Aufnahme
von Yersinien in Chang-Zellen. Neben der Interaktion von NadA mit humanen Epithelzellen
konnte eine NadA-abhdngige Bindung an neutrophildhnliche dHL-60 nachgewiesen werden,
die der durch YadA-vermittelten Bindung dhnelt, jedoch zusitzlich eine Internalisierung der
Bakterien in dHL-60 Zellen induzierte. Die Untersuchung des in Y. enterocolitica

synthetisierten NadA und der NadA-YadA-Hybride im Mausinfektionsmodell zeigte eine
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Attenuierung der Bakterien nach intraperitonealer und oraler Infektion, so dass eine
Beteiligung des NadA bei der Kolonisierung ausgeschlossen werden kann. Insgesamt
ermoglichte das Yersinia Modellsystem die funktionelle Charakterisierung des Neisseria
meningitidis Adhdsins NadA und eignet sich somit fiir die funktionale Présentation
bakterieller Oca-Proteinepitope und deren Untersuchung in Y. enterocolitica O:8. In einem
zweiten Teil der Arbeit erfolgte die Identifizierung potentieller NadA-spezifischer
Wirtszellrezeptoren. Durch die Verwendung von rekombinantem NadAjsjjo Protein und
murinen B1 Intergrin-exprimierenden Zellen konnte eine Beteiligung von humanen und
murinen B1 Integrinen als mogliche Rezeptoren fiir NadA nachgewiesen werden, wihrend
eine Beteiligung von CEACAMs als potentielle Rezeptoren ausgeschlossen werden konnten.
Far Westernblotanalysen und Inhibitionsstudien demonstrierten die direkte Bindung von
NadA an die B-Untereinheit von B1 und B3 Integrinen. Mit Hilfe des Yersinia Modellsystems
konnte eine durch NadA-vermittelte B1 Integrin-abhidngige Bindung und Internalisierung von
Yersinien in Bl Integrin-positive Zellen nachgewiesen werden, die Ahnlichkeiten zum
Yersinia Invasin aufweist. Das Yersinia Modellsystem lieferte somit neue Einblicke in die
Interaktion von NadA mit Epithel- und Immunzellen, in die Interaktion mit Faktoren des
Komplementsystems, sowie in die Rolle von NadA bei der Mausvirulenz. Zusétzlich konnte
eine spezifische Interaktion von NadA mit 1 und B3 Integrinen nachgewiesen werden. Somit
ist NadA das erste Oca-Proteinmitglied das mit Bl und B3 Integrinen interagiert, die

vermutlich als Wirtszellrezeptoren fiir nad4-exprimierende Meningokokken fungieren.
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6 Summary

Neisseria meningitidis 1s a facultative-pathogenic Gram-negative bacterium which is endowed
with a set of adhesins allowing colonization of the human upper respiratory tract. The
Neisseria meningitidis adhesin NadA is closely related to the Yersinia adhesin YadA, the
prototype of the oligomeric coiled-coil adhesin (Oca) family. The YadA-homologous NadA is
present in about 50 % of meningococci isolates and was shown to be involved in cell
adhesion, invasion and induction of proinflammatory cytokines. Due to the enormous
diversity of neisserial cell adhesins the analysis of the specific contribution of NadA in
meningococcal host interactions is extremely complicated.

Therefore we used Y. enterocolitica as toolbox carrier to study the role of NadA in host cell
interaction, prevention of complement lysis, pathogenesis in the mouse infection model as
well as identification of potential NadA-specific host cell receptors. Y. enterocolitica
produced NadA in its trimeric form on the bacterial surface and the YadA stalk and
membrane anchor domain could successfully be used as translocator for the NadA head
domain to the outer membrane of Y. enterocolitica. In contrast to YadA, NadA did not confer
bacterial autoaggregation and serum resistance, as well as binding to extracellular matrix
proteins, whereas the NadA-YadA-hybrids increased the YadA-mediated serum resistance
significantly. Although full-length NadA showed a serum sensitive phenotype in human
serum, it was shown to bind the complement regulatory protein C4BP and revealed therefore
a potential involvement of NadA in the complement system. Proper presentation of functional
NadA and NadA-YadA-hybrids in Y. enterocolitica could additionally be verified by
adherence assays with human Chang cells, revealing a NadA- and YadA-mediated binding
and internalization of bacteria into Chang cells. In addition to interaction of NadA with
human epithelial cells, we could demonstrate a NadA-dependent binding of Yersinia and
subsequent internalization of bacteria into dHL-60 cells, which is similar to the YadA-
mediated binding to dHL-60 cells. Intraperitoneally and perorally infected mice were
analyzed for bacterial colonization and demonstrated attenuated nadA- and nadA-yadA-
expressing Yersinia, leading to the assumption that NadA is unlikely involved in mouse
pathogenicity. Altogether the Yersinia toolbox system could successfully be applied for
functional characterization of the Neisseria meningitidis adhesin NadA and is therefore useful
for presentation of functional Oca-protein epitopes on the bacterial surface of Y. enterocolitica

0O:8. The second part of this work dealt with the identification of putative NadA-specific host
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cell receptors. Using recombinant NadAj4.,10 protein and human and murine B1 integrin
expressing cells we could demonstrate the role of the B1 integrin subunit as putative receptor
for NadA and exclude interaction with CEACAMs. Far Westernblots and inhibition assays
demonstrated direct and specific interaction of NadAj4.219 with the beta subunit of human 1
and B3 integrins. By using the Yersinia toolbox system a NadA-mediated Bl integrin
dependent adherence with subsequent internalization of yersiniae by B1 integrin-positive cells
could be demonstrated which resembles the invasin-mediated interaction with B1 integrins.
Hence the Yersinia toolbox provided novel insights in interaction of NadA with epithelial and
immune cells, with complement proteins, its role in mouse virulence and revealed for the first
time that NadA interacts with B1 and B3 integrins. Thus, NadA is the first adhesin of the Oca-
family which is recognized directly by the f1 and B3 integrin subunit. Therefore 1 and B3

integrins might function as host cell receptor for N. meningitidis expressing nadA.
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