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1  Zusammenfassung

Streptococcus pneumoniae (Pneumokokken) besiedeln meist asymptomatisch als kommensale
Bakterien humanspezifisch die Schleimhdute der oberen Atemwege. Unter bestimmten
Bedingungen, wie einer geschwichten Immunabwehr, konnen sich die Pneumokokken im
Wirtsgewebe ausbreiten und lokale Entziindungen verursachen oder schwerwiegende,
invasive Erkrankungen auslosen. Pneumokokken haben verschiedene Virulenzfaktoren, die
nicht nur den Kolonisierungsprozess unterstiitzen, sondern auch das Vordringen des
Pathogens in tiefere Gewebsschichten ermoglichen oder einen Schutz vor den Komponenten
des Immunsystems vermitteln. Diese Virulenzfaktoren stehen im Mittelpunkt der
Untersuchungen fiir die aktuelle Impfstoffentwicklung. Die genomische Analyse
verschiedener Streptococcus pneumoniae Stimme identifizierte den Pneumococcal adherence
and virulence factor B (PavB) als LPXTG-verankertes Oberflichenprotein. PavB enthélt
repetitive SSURE-Sequenzen (Streptococcal Surface Repeats), die mit humanem Fibronektin
interagieren. Das Molekulargewicht des hochkonservierten Proteins wird von der Anzahl der
SSURE-Dominen  bestimmt  und  variiert  zwischen  den  unterschiedlichen
Pneumokokkenstimmen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PavB ein Adhésin auf
der Oberfliche von Pneumokokken darstellt und am Kolonisierungsprozess der
Pneumokokken unter in vivo Bedingungen beteiligt ist. Miuse, die intranasal mit ApavB-
Mutanten infiziert wurden, iiberlebten signifikant langer als die mit den Wildtypbakterien
infizierten Tiere. Der PavB-defiziente Stamm zeigte im Vergleich zum parentalen Wildtyp
eine verringerte Kolonisierung des Nasopharynx sowie eine verzogerte Ausbreitung in die
Lunge. Dies konnte in Echtzeit unter Verwendung von biolumineszierenden Pneumokokken
gezeigt werden. In Koinfektionsexperimenten mit gleichen Infektionsdosen von Wildtyp-
Pneumokokken und isogenen pavB-Mutanten war die Mutante in ihrer Fahigkeit, sich in den
Organen der oberen und unteren Atemwege auszubreiten, eingeschriankt. Im Gegensatz dazu
war die Pathogenese einer Meningitis nach intrazerebraler Injektion der Pneumokokken,
sowie die Erkennung und Phagozytose durch phagozytierende Zellen des angeborenen
Immunsystems, unabhéngig von der Produktion des PavB Proteins. Die Immunogenitit des
Oberflachenproteins unter relevanten Bedingungen wurde durch den Nachweis von PavB-
spezifischen Antikdrpern in Patientenseren gezeigt. Auf eine Rolle des Oberfldchenproteins
PavB wihrend der bakteriellen Adhédsion an eukaryotische Zellen deuteten die

Infektionsexperimente mit humanen Epithelzelllinien. Es wurden verschiede Hisg-getaggte
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PavB-Derivate (SSURE,, SSURE,;;, SSURE;s) fiir die weitere funktionelle
Charakterisierung von PavB gereinigt und in Bindungsstudien eingesetzt. Die Funktion von
PavB als Adhédsin konnte in Kompetitionsexperimenten unter Verwendung eines PavB-
Derivats als Inhibitor bestétigt werden. Ebenso konnte die direkte Bindung des Proteins an
eukaryotische Zellen nachgewiesen werden, wobei der eukaryotische Rezeptor noch nicht
identifiziert wurde. In Protein-Protein-Interaktionsstudien wurden zusitzlich zu Fibronektin
weitere humane Proteine des Plasmas und der extrazelluldren Matrix (EZM), die im Laufe
einer Infektion mit Pneumokokken einen Vorteil fiir das bakterielle Uberleben im Wirt
vermitteln konnten, als Bindungspartner fiir die drei gereinigten SSURE-Proteine identifiziert.
Die Bindungsstirke der PavB-Derivate an Fibronektin und Plasminogen nahm in
Oberfliachenplasmonresonanz-Studien (SPR-Analyse) mit der Anzahl an SSURE-Doménen in
den rekombinanten Proteinen zu. Auch die Bindungskapazitit flir Vitronektin und den
Komplement-Faktor H wurde von der Anzahl von SSURE-Repeats bestimmt. Als neues
Fibronektin-Bindungsprotein (FnBP) von S. pneumoniae diente PavB desweiteren fiir die
Bestimmung der Bindungsregion von FnBPs von Pneumokokken im Fibronektinmolekiil. Die
Verwendung rekombinanter Fibronektinfragmente (Hise-Fnlll-Fragmente) ermoglichte den
Nachweis der Beteiligung der Typ III-Domidnen des C-terminalen Bereichs von
Plasmafibronektin an der Interaktion zwischen PavB-Derivaten und Fibronektin.

Die Bedeutung von Plasmafibronektin (pFn) fiir die Pathogenese einer Pneumonie wurde in
einem induzierbaren knockout-Mausmodell flir Plasmafibronektin untersucht. Nach
intranasaler Infektion der Miuse mit S. pneumoniae hatte der Verlust des Plasmaproteins
unter den verwendeten Bedingungen keine signifikante Auswirkung auf die Entstehung einer
Lungenentziindung oder die Uberlebensaussicht der pFn-knockout-Miuse. Unter in vitro
Bedingungen bewirkte die Bindung von pFn an phagozytierende Zellen eine erh6hte Bindung
der Pneumokokken an die Phagozyten. Dagegen beeinflusste die Rekrutierung von pFn an die
Pneumokokkenoberfliche nicht die Phagozytose. Bisher konnte nicht eindeutig geklart
werden, welche Funktion Fibronektin wéihrend der Infektion mit Pneumokokken ausiibt. Die
Fibronektin-Bindungsproteine der Pneumokokken, wie das PavB Protein, konnen in kiinftigen
Studien dazu beitragen die Interaktion von Pneumokokken mit diesem Plasma- und
extrazellulire Matrix- Protein besser zu verstehen. Neben seinen multifunktionellen
Bindungseigenschaften stellt das hochkonservierte Protein PavB einen interessanten

Bestandeteil fiir ein neues, Protein-basiertes Pneumokokkenvakzin dar.
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2 Summary

Streptococcus pneumoniae (pneumococci) are human specific commensals of the upper
respiratory tract. During their lifetime, most human are asymptomaticaly and probably
frequently colonized by these bacteria. Under certain conditions, e.g. a host immune
deficiency, pneumococci can spread in the host tissue and cause local infections such as otitis
media, sinusitis or pneumonia. In some cases these infections lead to the development of
severe invasive diseases like sepsis and meningitis. Several virulence determinants facilitate
the colonization process but also contribute to the invasion of deeper tissue and the bacterial
escape of the human immune system. These virulence factors are of high interest for the
development of novel vaccines. The genomic analysis of Streptococcus pneumoniae strains
identified the Pneumococcal adherence and virulence factor B (PavB) with an LPXTG
membrane anchorage motif. The core of PavB consists of several repetitive sequences,
referred to as SSURE (Streptococcal Surface Repeats), which interact with human fibronectin.
The molecular weight of the highly conserved protein depends on the number of SSURE-
domains and is variable between strains. This study demonstrates that PavB is a novel adhesin
on the surface of pneumococci and contributes to nasopharyngeal colonization under in vivo
conditions. Mice infected intranasaly with ApavB-pneumococci showed significantly longer
survival times compared to mice infected with the isogenic parental strain. In addition, loss of
function of PavB reduced the ability to colonize the nasopharynx and affected the
dissemination of pneumococci in the lungs as visualized in real-time with bioluminescent
bacteria. In co-infection experiments the wild-type out-competed the pavB-mutant in infected
organs of the upper and lower resperatory tract. On the other hand, the development of
meningitis, as well as the uptake of pneumococci by phagocytotic cells was not impaired by
PavB. Sera of patients suffering of pneumococcal diseases contained PavB-specific antibodies
whereby the immunogenicity of PavB was demonstrated under relevant conditions. Infections
of epithelial cells suggested a function of PavB as adhesin. For the characterisation of PavB,
three different hise-tagged derivates of PavB were produced to conduct binding experiments
with host proteins and cells. The use of one of these derivates as inhibitor in competition
assays confirmed the function of PavB as adhesin. In addition the direct binding of the protein
to eukaryotic cells certified the existence of an eucaryotic receptor, which could not be

identified up to now.
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Apart from fibronectin, further human plasma and extracellular matrix (ECM) proteins that
could contribute to the bacterial survival in the host were shown to interact with SSURE
proteins as indicated in protein-protein-interaction studies. Surface plasmon resonance studies
(SPR) demonstrated the interaction of the PavB derivates with fibronectin and plasminogen.
Remarkably, the binding capacity of PavB derivates for human vitronectin and complement
factor H was dedicated by the number of repeats. Due to its role as a fibronectin binding
protein (FnBP), PavB was chosen for the determination of the binding region of
pneumococcal FnBPs within the fibronectin molecule. Using some recombinant fragments of
fibronectin (Hise-FnlIll fragments), the involvement of all type III domains of the
carboxyterminal part of fibronectin in the interaction with the pneumococcal protein derivate

was proven.

The impact of plasma fibronectin (pFn) in the pathogenesis of pneumonia was analyzed using
an inducible mouse knockout model. After intranasal infection with S. pneumoniae,
deficiency in pFn did not significantlly affect the development of pneumonia or survival times
of pFn knockout mice. Under in vitro conditions an enhanced binding of pneumococci to
human phagocytes coated with pFn was observed, while pFn, recruited to the pneumococcal
surface, did not influence phagocytosis. So far, the role of plasma fibronectin for the
pathogenicity of pneumococci could not be elucidated. However, fibronectin binding proteins
like PavB could assist with understanding the interaction of pneumococci with this human
protein in prospective studies. Beside its multifunctional binding capacities to human proteins
of the plasma and the ECM, PavB is a highly conserved, surface-exposed pneumococcal

protein that might represent a component for a protein-based vaccine.
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3  Einleitung
3.1 Die Art Streptococcus pneumoniae

Im 19. und 20. Jahrhundert hat das Gram-positive Bakterium Streptococcus pneumoniae der
Wissenschaft zu grundlegenden Erkenntnissen verholfen. Der Hauptverursacher der
Lungenentziindung wurde Ende des 19. Jahrhunderts von Edwin Klebs in infiziertem Gewebe
entdeckt und kurz darauf von George M. Sternberg und Louis Pasteur unabhingig
voneinander als eines der ersten Mikroorganismen isoliert und charakterisiert. Friith dienten
die Diplokokken unter der Bezeichnung Diplococcus pneumoniae als Modellorganismus fiir
die Ubertragung von virulenten Merkmalen innerhalb einer Bakterienart [110]. Dieses
Merkmal war Voraussetzung fiir die Entdeckung der DNA als Trager der Erbinformation
durch Avery, Mac Leod und McCarthy im Jahre 1944. Heute weill man, dass die Fahigkeit
zur Aufnahme von DNA von S. prneumoniae (natiirliche Kompetenz), von verschiedenen
Faktoren wie z.B. der Wachstumsphase und dem WNaihrstoffangebot abhéngt. Unter
bestimmten Bedingungen wird die Ausschiittung eines pheromonartigen Peptides
(,,Competence stimulating peptide*‘, CSP) veranlasst und somit die Transformierbarkeit erhoht
[124]. Die Komplexitdt des Zusammenspiels verschiedener Komponenten beim sogenannten
Quorum sensing und die Auswirkungen unter in vivo Bedingungen werden erst allméhlich
aufgedeckt. Auch bei der Erforschung der humoralen Immunitit sowie der Wirkungsweise
von Penicillin sowie Antibiotikaresistenzmechanismen wurde der Erreger schon friih als

Modellorganismus genutzt.

Bis zur Reklassifizierung des Streptococcus pneumoniae (Pneumokokkus) in den 1970er
Jahren haben die Pneumokokken eine Reihe von Namensidnderungen erfahren. Die Art
S. pneumoniae tritt als Vertreter der Streptokokken in ovalen bis lanzettférmigen
Diplokokken auf, kann aber auch kurze Ketten aus mehreren Kokken bilden. Wie bei allen
Streptokokken handelt es sich um Oxidase- und Katalase-negative Bakterien, fiir die
Sauerstoff weder essenziell noch toxisch ist (fakultativ anaerobe Organismen). Die
Hauptenergiequelle stellt Glukose aus Abbauprodukten der Schleimhédute des Wirts dar.
Allerdings kann auch Laktose zur Energiegewinnung genutzt werden, weshalb Streptokokken
zur Ordnung der Milchsdurebakterien (Lactobacillus) zdhlen. Die Aufklidrung der in

S. pneumoniae vorkommenden anabolischen und katabolischen Stoffwechselwege fiir die
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Bereitstellung von Energie und Aminosduren unter bestimmten Bedingungen, z. B. wéahrend
der Infektion, ist Ziel aktueller und kiinftiger Studien.

Die Unterscheidung von 34 bekannten Arten innerhalb der Gattung der Streptokokken
verlauft seit 1937 nach Brown gemidf3 ihrer unterschiedlichen Hadmolyse-Eigenschaft
(o, B bzw. y -Hamolyse) gegeniiber Erythrozyten, welche sich phénotypisch auf bluthaltigem
Festmedium duBert [56]. Mittlerweile werden iiber 100 Arten zu den Streptokokken gezihlt
[227]. Die unvollstindige Lyse der Erythrozyten wird als o-Hdmolyse bezeichnet und
resultiert in der Bildung von griinlich grauen Kolonien. Auf Grund dieser Eigenschaft waren
S. pneumoniae (vergriinende Streptokokken) schon ab 1919 diagnostizierbar [57]. Die Gruppe
der a-hdmolytisch aktiven Streptokokken beinhaltet auch die Arten Streptococcus mutans und
Streptococcus viridae. Die meisten pathogenen Streptokokkenarten sind B-hdmolytisch aktiv
(hdmolysierende Streptokokken). Die komplette Zerstorung der Zellmembran der
Erythrozyten und die Zersetzung des Blutfarbstoffs fiihren hier zur fast vollstindigen
Entfarbung des Bluzagars. Keine hdmolytische Aktivitit, als y-Hamolyse bezeichnet, zeigt
dagegen die orale Streptokokkenart S. salivarius (anhdmolysierende Streptokokken). Die
weitere Unterteilung B-hdmolytisch aktiver Streptokokken basiert auf dem immunologischen
Nachweis von Polysacchariden (C-Substanz), oder von Teichonsduren auf der Oberfldche der
Bakterien [179]. Unter den daraus resultierenden Lancefield-Gruppen A bis U sind
insbesondere Arten der Gruppen A und B medizinisch von Bedeutung. Streptococcus
pyvogenes, auch als GAS (Gruppe A Streptokokken) bezeichnet, besiedeln &dhnlich wie
Streptococcus pneumoniae asymptomatisch den Menschen, konnen bei ihm aber auch akute
invasive Infektionen der Haut und des Rachenraumes auslosen. Dabei spielt das M-Protein als
Virulenzfaktor eine entscheidende Rolle. Ein weiterer Verursacher einer bakteriellen Sepsis,
Pneumonie oder der neonatalen Meningitis ist Streptococcus agalactiae, der einzige Vertreter
der Gruppe B Streptokokken (GBS). Die Unterscheidung verschiedener Streptococcus
pneumoniae Stamme basiert auf der chemischen Zusammensetzung der Kapsel. Anhand der
Kapselpolysaccharidschicht, die ein Grofteil der Pneumokokken besitzt [354], konnen
bislang 91 Serotypen differenziert werden [128, 252]. Unbekapselte S. pneumoniae Stimme
sind nicht typisierbar und in der Regel avirulent [354]. Auf Blutagarplatten treten
unbekapselte Stamme als matte (rough) Kolonien in Erscheinung. Sie lassen sich vom

gldnzenden (smooth) Phénotyp bekapselter Stimme optisch gut unterscheiden.
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3.2 Streptococcus pneumoniae - Kommensale und Krankheitserreger

Das pathogene Bakterium Streptococcus pneumoniae erfahrt als Hauptverursacher der
ambulant erworbenen bakteriellen Lungenentziindung (Pneumonie) schon seit iiber 100
Jahren eine hohe Aufmerksamkeit von Medizinern und Forschern. Obwohl Fortschritte in
Bezug auf Pravention und Bekdmpfung von Pneumokokken-induzierten Krankheiten erzielt
werden konnten, ist S. prneumoniae immer noch ein ernstzunehmender Krankheitserreger.
Mehr denn je ist ein Verstindnis der Mechanismen, die diesen in der Regel harmlosen
Kolonisierer zu einem lebensbedrohlichen pathogenen Mikroorganismus mit hohem
Virulenzpotenzial (Pathogen) machen, dringend erforderlich. Die meisten Menschen tragen
im Laufe ihres Lebens zumindest vorriibergehend das Bakterium als Kommensale in den
oberen Atemwegen, wo es vorwiegend die Schleimhdute des Nasenrachenraums besiedelt
[19, 20, 44]. Die Wahrscheinlichkeit Triger zu sein (carrier state) betrdgt in den ersten zwei
Lebensjahren durchschnittlich 50% [358] und sinkt bis zum Erwachsenenalter auf bis zu 10%
ab [164]. An der asymptomatischen Besiedlung kénnen mehrere Serotypen gleichzeitig
beteiligt sein und wiederholt auftreten. Zumeist setzt sich jedoch ein Isolat durch und
persistiert iiber Wochen bis Monate im Wirt [63, 354, 358], wobei die Persistenz in gesunden
Erwachsenen oft auf wenige Wochen beschrinkt ist [109]. Wahrend des Tréigerstadiums
erfolgt die Ubertragung iiber eine Trdpfcheninfektion [98], die hauptsichlich von Kindern
ausgeht [192]. Die Anfilligkeit fiir eine Besiedelung mit S. pneumoniae ist nicht nur
altersabhéngig, sondern wird auch durch geographische, genetische und sozio6konomische
Faktoren beeinflusst [45, 46]. So ist der Keimbesiedlungsstatus beispielsweise bei indigenen
Volkern Alaskas und Amerikas, aber auch unter Aborigines, Maoris oder einem speziellen
Beduinenvolk Israels um ein Vielfaches erhoht [192]. Eine weitere Auffilligkeit bei der
epidemiologischen Betrachtung stellt ein unterschiedliches regionales und zeitliches
Verbreitungsmuster der Serotypen dar, welches noch nicht vollstindig erklédrbar ist [164].

Die Kolonisierung mit S. pneumoniae macht den humanen Wirt nicht nur zum Ubertriiger,
sondern ist gleichzeitig Voraussetzung fiir die Entstehung von Krankheiten, die von
Pneumokokken hervorgerufen werden [44, 274]. Verlassen diese angesiedelten Bakterien
unter bestimmten Bedingungen ihre biologische Nische und verbreiten sich im Wirt,
verursachen die Erreger héufig eine Infektion des Mittelohres (Ofitis media) oder der
Nasennebenhohlen (Sinusitis) [63]. Invasive Pneumokokken-Erkrankungen (IPD, invasive
pneumococcal disease) entstehen, wenn normalerweise sterile Orte wie Lunge, Blut oder die

Hirnhdute erreicht werden, und dadurch schwerwiegende Krankheiten wie die
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Lungenentziindung (Pneumonie), Hirnhautentziindung (Meningitis) oder einer Blutvergiftung
(Sepsis) ausgelost werden [46, 63, 337]. An diesen invasiven Formen sterben weltweit
jéhrlich ca. 1,6 Mio. Menschen, darunter hauptsidchlich Kinder in Entwicklungsldndern. In
Industriestaaten zdhlen ebenfalls Kinder unter zwei Jahren und Erwachse {iber 65 Jahre bzw.
Menschen mit bestimmten Vorerkrankungen zu den Risikogruppen einer IPD, wobei das
Risiko mit dem Alter zunimmt [192]. Im Jahre 2009 wurden in den Vereinigten Staaten 5000
Todesfille von einer IPD verursacht, was einer Sterblichkeitsrate von iiber 8% entspricht

[379].

Auf Grund fehlender medizinischer Einrichtungen, Untererndhrung und HIV liegt die
Mortalititsrate bei Kindern in unterentwickelten Lindern zwischen 10 bis 40% [120]. Im
Falle der Meningitis, bei der die Pneumokokken die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden, sterben
z.B. in Kenia 50% der betroffenen Kinder [50] und die Hilfte der Uberlebenden zeigt
Spatschidden oder Folgekrankheiten [107]. Auch bei anderen Altersgruppen kommt es nach
einer Meningitis hdufig zum Gehorverlust und zum Auftreten neurologischer
Einschrinkungen oder neuropsychologischer Beschwerden [174]. In den entwickelten
Léndern stellt neben der Meningitis vor allem die ambulant erworbene Pneumonie (CAP,
community-aquired pneumonia), die meist von Pneumokokken verursacht wird, ein
erhebliches Problem fiir alle Altersgruppen dar. Trotz groBer Impferfolge und den
Fortschritten in der Intensivmedizin (ICU, intensive care units) liegt die Sterblichkeitsrate der
CAP bei Erwachsenen mit regionalen Unterschieden noch zwischen 10 bis 30%, wobei diese
mit zunehmendem Alter steigt [192]. Kommt es von den Alveolen der Lunge zum Ubertritt
der Pneumokokken in die Blutbahn, besteht die akute Gefahr einer Sepsis. Diese Form der
Pneumokokken-Erkrankung macht Studien zufolge vor allem in Entwicklungslindern mit
hohem HIV-Vorkommen ein Viertel der Todesfille von Kindern aus, die an vermeidbaren
Krankheiten sterben [37, 89]. Diese Zahlen verdeutlichen die Notwendigkeit zur Entwicklung
und Durchsetzung neuer Strategien zur Vorbeugung von Pneumokokken-Erkrankungen.
Dafiir ist ein besseres Verstindnis der Mechanismen, die zur Invasivitit kommensaler
Pneumokokken fiihren, erforderlich. Die Entwicklung und der Verlauf einer IPD sind nicht
nur abhingig vom Serotyp oder der korperlichen Verfassung des Wirts, sondern werden
entscheidend durch Virulenzfaktoren, die wihrend der Kolonisierung, dem Eindringen in das
Wirtsgewebe und bei der Ausbreitung im Wirt vom Pathogen produziert werden, mitbestimmt
[31, 164]. Wahrscheinlich dienen dabei einige Faktoren zur Anpassung an die biologische

Nische, die das einzige Reservoir zur Verbreitung darstellt, und andere zur Ausbreitung oder
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der Transmigration von physiologischen Barrieren [240]. Fiir einige Virulenzfaktoren wie die
Kapsel, Pneumolysin und mehrere Oberflachenproteine ist die Beteiligung an der Virulenz
und Invasivitdt gut belegt [31, 164, 212]. Aktuelle Studien befassen sich mit dem pathogenen
Potenzial weiterer Oberflachenproteine, der Regulation von Virulenzfaktoren und der Frage,
inwieweit Virulenzfaktoren fiir einen kommensalen Lebensstil von Pneumokokken notwendig

sind und welche stammspezifischen Unterschiede bestehen.

33 Streptococcus pneumoniae - Priavention und Therapie von Infektionen

Die haufigste Pneumokokken-Infektion tritt bei Kindern als harmlose Mittelohrentziindung
(7 Mio/Jahr in den USA) in Folge der verbreiteten Kolonisierung auf. Damit wird gleichzeitig
die Grundlage fiir schwerwiegendere Ausprigungen, zumeist in Form der CAP, geschaffen
und das Ansteckungspotenzial erhoht [192]. Besonders Kinder unter zwei Jahren und éltere
Personen iiber 65 Jahre sind gefédhrdet. Rauchen, Asthma, akute Atemwegserkrankungen oder
Alkoholmissbrauch und primire oder erworbene Immundefizienzen erhéhen bei allen
Altersgruppen das Risiko an einer IPD zu erkranken [121, 192, 242, 285]. In 90% der Isolate
aus Patienten mit IPD wird einer von 23 klinisch relevanten Serotypen nachgewiesen, wobei
auch hier tiber die Jahre eine regionale und altersabhingige Verteilung zu beobachten ist.
Nach Angaben der WHO sind weltweit die Serotypen 6, 14, 19 und 23 am weitesten
verbreitet, jedoch sind Kinder in den Entwicklungsldndern hiufig von Pneumokokken der
Typen 1, 5 oder 8 befallen. Seit den 40er Jahren des zwanzigsten Jahrhunderts basieren die
entwickelten Pneumokokkenvakzine auf der immunogenen Wirkung der Kapsel, deren
Kapselpolysaccharide (CPS, capsular polysaccharides) eine typenspezifische Immunitit
hervorrufen [11]. Die ersten getesteten Vakzine waren zundchst hexavalent und dodecavalent,
bevor 1977 der 14-valente Impfstoff unter dem Namen Pneumovax in den USA und Kanada
zugelassen wurde. Seit 1983 ist das 23-valente Vakzin (PPSV23) unter dem Namen
Pneumovax® (Merck) und Pneumo® 23 (Sanofi Pasteur) erhéltlich. Dieses kombiniert CPS
der 23 klinisch bedeutendsten Serogruppen und fiir die Risikogruppe der unter Zweijdhrigen
und iiber 65-Jdhrigen empfohlen. Mittlerweile haben Studien in den Vereinigten Staaten und
in Europa gezeigt, dass PPSV23 hauptsdchlich é&ltere Menschen und Menschen mit
Vorerkrankungen vor invasiven Pneumokokken-Erkrankungen effektiv schiitzt [263]. Die
ACIP (Advisory Committee on Immunization Practices, United States) empfiehlt in einem
aktuellen wochentlichen Bericht weiterhin einmalige Impfungen mit PPSV23 fiir iiber 65-

Jéhrige, Menschen zwischen 19 und 64 Jahre mit immunsuprimmiertem Status und zusétzlich
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fiir Asthmatiker und Raucher [380]. Ein effektiver Schutz gegen Lungenentziindungen bleibt
jedoch unbewiesen [232, 348]. Da bei Kindern unter zwei Jahren, die am meisten gefahrdet
sind, keine effektive Antikorperproduktion ausgeldst wird, wurde im Jahr 2000 in den USA
und 2001 in Europa, ein neuer 7-valenter Konjugatimpfstoff (PCV7; Prevnar®, Wyet
Pharmaceuticals Inc., Philadelphia, PA, USA) eingefiihrt. Durch die Verkniipfung von CPS
aus sieben der damals hédufigsten Serotypen bei Kindern (4, 9V, 14, 19F, 23F, 18C und 6B)
mit einem Diphterietoxin wurde auch bei sehr kleinen Kindern ein mukosaler Immunschutz
erreicht. Die Einfiihrung des PCV7 hat zu einem drastischen Riickgang der IPD bei allen
Altersgruppen gefiihrt. Daten der Active Bacterial Core surveillance (ABC) belegen fiir das
Jahr 2007 einen Riickgang um 45% der IPD Fille, unterstiitzt durch den indirekten Effekt der
Herdimmunitdt [192, 368]. Serotypen, die durch den Impfstoff abgedeckt werden, tragen nun
seltener zur Besiedlung bei und 16sen nur noch einen Bruchteil der Pneumokokken-
Erkrankungen aus [263]. Beunruhigend ist die Zunahme anderer Serotypen (serotype
replacement) mit hohem Virulenzpotenzial wie z.B der Typ 19A, der in den USA mittlerweile
46% der isolierten Serotypen, die nicht durch das Vakzin abgedeckt werden, ausmacht [166,
192, 368]. Auf Grund einer Reihe von Studien wurden zusitzliche Serotypen in die
Weiterentwicklung von Konjugatimpfstoffen mit einbezogen. Beim PCV10 (PHiD-CV; GSK
Biologicals, Rixensart, Belgium), der im Mérz 2009 auf den Markt gekommen ist, wurden
CPS der PCV7 Serotypen sowie von drei weiteren Serotypen (1, 5, 7F) mit dem Protein D aus
Haemophilus influenzae konjugiert. Die Immunisierung mit dem Protein D-Konjugat soll
auBBerdem vor Infektionen, die durch H. influenza ausgelost werden, schiitzen [148, 347].
SchlieBlich wurde Ende 2009 bzw. Anfang diesen Jahres der 13-valente PCV (Prevnar 13®,
Wyet Pharmaceuticals Inc., Pfizer Inc.) von der Europdischen Medizinischen Agentur (EMA,
European Medicines Agency) und der Food and Drugs Administration (FDA) zugelassen.
Dessen Einsatz soll nun zusétzlich vor Infektionen, an denen die Serotypen 1, 3, 5, 6A, 7F
und 19A beteiligt sind, schiitzen, weswegen die Amerikanische Akademie fiir Pediatrie (AAP,
American Academy of Pediatrics) den Ubergang vom PCV7 auf PCV13 empfiehlt [381].
Dadurch werden dhnliche altersiibergreifende protektive Effekte wie nach Einfiihrung des
PCV7 erwartet [169, 347]. Zu befiirchten bleibt jedoch ein erneutes serotype replacement der
Vakzintypen, welches durch den serotype switch, dem spontanen Ubergang von einem
Kapseltyp zum anderen, noch beschleunigt werden kann. Dies wiirde den Konjugatimpfstoff
bald an seine Grenzen beziiglich Sicherheit und Wirtschaftlichkeit bringen. Beunruhigend ist
auch eine weitere Zunahme an penicillin- und multiresistenten Keimen weltweit. Zwar hat die

Einfiihrung des PCV7 zu einer starken Abnahme der meisten penicillinresistenten Stimme der
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pre-Prevnar Ara gefiihrt (14, 9F, 23F, 19F, 6B), war aber scheinbar von einer drastischen
Zunahme anderer sehr virulenter Serotypen, insbesondere des Typs 19A begleitet [263, 347].
Dieser spielte bei fast 50% der untersuchten IPDs eine Rolle [132]. Erschreckenderweise wies
ein Drittel der Isolate des Typs 19A, die zwischen 2007 und 2008 fiir eine US-Studie

gewonnen wurden, multiple Resistenzen auf [166].

Bei Betrachtung aktueller Studien, die bei gesunden Kindern hohe Kolonisierungsraten mit
penizillinresistenten Keimen [345] feststellen, bleibt die Frage, inwieweit ein Vakzin
Resistenzen verursacht oder begiinstigt. Klar ist jedoch, dass sich auf Grund des hohen
Antibiotika-Missbrauchs in Dritte Welt Lindern und im siidlichen Europa [82, 192] resistente
Keime durchsetzen konnten, womit die standardméfBige Behandlung von Pneumokokken-
Erkrankungen mit Penicillin fast unmdéglich wurde. Das Problem der multiplen Resistenzen
verschérft die Situation zusitzlich. Bedenkt man, dass die Hailfte aller durch Pneumokokken
bedingten Todesfille innerhalb der ersten 48 Stunden nach Ansteckung eintreten [382] und
das Zeitfenster fiir eine Therapie somit sehr eng ausfdllt, ist eine effiziente Pridvention
weiterhin besser als eine fragliche Therapie. Die Weiterentwicklung eines Pneumokokken-
Impfstoffes, der flichendeckenden Immunschutz gegeniiber allen Serotypen bietet, ist daher
dringender denn je notwendig. Neue Strategien bauen auf die immunogene Wirkung
konservierter Oberflichenproteine von Pneumokokken, die bei allen Altersgruppen und
gegeniiber sdmtlichen Serotypen einen Immunschutz induzieren. Im Maus-Modell konnten
einige gut charakterisierte Oberfldchenproteine bereits zum Immunschutz vor invasiven
Pneumokokken-Infektionen beitragen. Darunter z.B. PspA und PspC (Pneumococcal surface
proteins A und C), PsaA (Pneumococcal surface adhesin A), PiaA (Pneumococcal iron
acquisition A) und PiuA (Pneumococcal iron uptake A) und Pneumolysin [25, 234, 236]. Die
beiden Impfstoffkandidaten PspA und PsaA konnten in klinischen Tests der Phase I bereits
eine protektive Antikorperreaktion gegeniiber S. pneumoniae hervorrufen. Die Effizienz des
Immunschutzes variiert jedoch zwischen Serotypen und verschiedenen Empfingern [52, 53].
Diesem Problem kann aktuell nur mit der Kombination mehrerer bekannter Proteine begegnet
werden [113, 234], weshalb die Suche nach neuen, geeigneteren Impfstoftkandidaten von

aktuellem Interesse ist.
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34 Primire Immunabwehr von Streptococcus pneumoniae

Die Beseitigung von S. pneumoniae aus den oberen und unteren Atemwegen erfolgt
hauptsdchlich phagozytotisch durch neutrophile Granulozyten und Alveolarmakrophagen
[369]. Dabei iibernehmen die im Mukus enthaltenen 16slichen Antikorper (Immunglobuline,
Ig) der Isotypen IgM, IgG, IgA und IgE, die relativ unspezifisch an Antigene binden, eine
wichtige Rolle. Immunglobuline binden mittels des Fab-Fragments an Oberflichenstrukturen
von Pathogenen und vermitteln iiber den Fc-Teil den Kontakt zu Fc-Rezeptoren auf
phagozytierenden Zellen (Opsonisierung). So wird zusitzlich eine weitere Komponente des
Immunsystems, das Komplementsystem, mit in die Bekdmpfung von Pneumokokken
einbezogen [137]. Das Komplementsystem besteht aus nahezu 40 verschiedenen
Plasmaproteinen und an die Zellmembran gebundenen Proteinen, die an der Aktivierung und
der Regulation von Aktivierungskaskaden zur Bildung antimikrobieller Faktoren beteiligt
sind [350, 351]. Drei Mechanismen der Komplementaktivierung werden unterschieden, wobei
die ausgeloste Komplementkaskade immer zur Bildung der C3-Konvertase fiihrt, welche den
Koplementfaktor C3 in die Komponenten C3b und C3a spaltet. Der klassische, Antikdrper
abhingige Weg wird durch die Bindung des Faktors C1q an Ig-gebundenes Antigen aktiviert,
wihrend die Stimulierung des Lektin-Wegs an die Erkennung von Kohlehydratstrukturen auf
der Oberflache des Pathogens gebunden ist. Der alternative Weg ist Antikérper-unabhingig
und besteht in der spontanen Hydrolyse von C3. Das Spaltprodukt C3b bindet kovalent an die
bakterielle Zellwand und {ibt eine opsonisierende Wirkung zur Beschleunigung der
Phagozytose aus. Das kleinere Spaltfragment wirkt lokal inflammatorisch als antimikrobielles
Anaphylatoxin. C3b assoziert auBerdem an die C3-Konvertase und stimuliert mit der Bindung
des Komplementfaktors C5 eine Signalkaskade, die zur Porenbildung in der Zellmembran
fiihrt [218, 331]. Pneumokokken verfiigen iiber Proteasen, die nach Anlagerung des
Komplementfaktors C3b auf der Oberfldche eine Spaltung in iC3b und C3d bewirken und so
der lytischen Aktivitit der Komplementaktivierung entgehen [369]. Die Regulation der
Aktivitdt von Komplementfaktoren erfolgt iiber verschiedene Faktoren, wie beispielsweise
Faktor H, der unter anderem zur Inaktivierung von C3b beitrdgt. Die Bindung von Faktor H
an Proteine der bakteriellen Oberflache schiitzt Pneumokokken so vor der Komplement-

vermittelten Phagozytose [84, 151, 223, 376].

Das angeborene, eher unspezifisch wirksame Immunsystem, wird zeitlich verzégert vom
erworbenen Immunsystem unterstiitzt. Die Entwicklung antigenspezifischer Zellen und

Immunglobuline erméglicht eine gezielte, spezifische Beseitigung des Pathogens.
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Experimentelle Studien zur Kolonisierung von Pneumokokken im Nasenrachenraum haben
zwar gezeigt, dass eine spezifische humorale Immunantwort ausgelost wird, inwieweit diese
geringe Menge zur Beseitigung von Pneumokokken aus dem Nasenrachenraum beitrigt, ist

jedoch nicht klar [164, 204].

3.5 Die erfolgreiche Kolonisierung und Ausbreitung von Streptococcus pneumoniae

Als kommensaler Mikroorganismus besiedeln S. pneumoniae ausschlieflich den humanen
Nasenrachenraum, der als einziges Reservoir flir einen Wirtswechsel zur Verfiigung steht.
Warum unter bestimmten Umstidnden trotzdem die 6kologische Nische verlassen wird und der
Ubergang zum Krankheitserreger erfolgt ist, fraglich. S. pneumoniae haben eine groe Anzahl
an Virulenzfaktoren entwickelt, die nicht nur die Adhédsion an Epithelien des
Nasenrachenraums, der Bronchien bzw. der Lungen oder Endothelzellen des Gehirns
ermoglichen, sondern auch zur Invasion des Pathogens in die Zielzelle beitragen [3, 78, 105,
114, 123, 321]. Die Regulation und das Zusammenspiel dieser Faktoren ermdglichen das
Uberleben des extrazelluliren Bakteriums im Wirt. Indem Virulenzfaktoren Moglichkeiten
zum Umgehen des angeborenen Immunsystem schaffen oder die spezifische Kolonisierung
von Epithelien und die Anpassung an Umweltbedingungen fordern, sowie invasive Prozesse
einleiten, unterstiitzen sie die Ausbreitung im Wirtsorganismus. Das Uberwinden von
Barrieren und somit der Ausbruch einer invasiven Erkrankung hidngt neben mikrobiellen
Faktoren letztlich auch vom Zustand des Wirts, insbesondere dem Zustand des
Immunsystems, ab [130, 292]. Méiuse mit unterschiedlichem genetischem Hintergrund
reagieren nach der Infektion mit Pneumokokken desselben Kapseltyps, mit einer anderen

Immunantwort [295].
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3.5.1 Die Vielfalt der Virulenzfaktoren

Jahrzehntelange experimentelle Forschung, die genomische Analyse klinischer Isolate und
letztlich die Sequenzierung wichtiger Modellstimme von S. pneumoniae (TIGR4, D39, R6)
haben es ermdglicht, eine Reihe von Virulenzfaktoren der Pneumokokken zu charakterisieren.
Virulenzfaktoren begiinstigen das Uberleben von Pathogenen in vivo, deren Funktionen
gewebsspezifisch eine Rolle spielen konnen, aber gleichzeitig nicht auf eine einzige Aufgabe
beschrédnkt sein miissen [123]. In vitro und in vivo Studien haben fiir viele dieser Faktoren von
S. pneumoniae deren Beitrag zu adhidsiven oder invasiven Vorgingen im Wirt belegen
konnen, bzw. deren unterschiedliche Moglichkeiten mit dem Immunsystem des Wirts zu
interagieren im Detail untersucht (Abb.l1). Zu den Virulenzfaktoren zidhlen neben
Kohlehydratstrukturen (Kapsel, Zellwand) und Proteinen die sekretiert werden (Pneumolysin,
Enolase, GAPDH, PavA), hauptsichlich Oberfldchenproteine, die in der Zellwand verankert

sind.

Das Kapselpolysaccharid (CPS) gilt als wichtigster Virulenzfaktor [18]. Pneumokokken
ohne Kapselpolysaccharide verhalten sich im Tiermodell nahezu avirulent [354]. Auch weisen
klinische Isolate aus sterilen Geweben von Patienten immer eine Kapselpolysaccharidschicht
auf, wihrend spontan entstandene unbekapselte Derivate avirulent sind [164]. In den meisten
Serotypen sind die Kapselpolysaccharide mit dem Peptidoglykan der Zellwand kovalent
verbunden und bilden eine Schichtdicke von 200 bis 400 nm [312]. Entscheidend fiir die
Virulenz ist jedoch weniger die Kapseldicke, sondern eher die biochemische Struktur der
Kapselpolysaccharide [18]. Aufgrund dieser werden serologisch 91 Serotypen unterschieden
[128, 252], welche eine spezifische humorale Immunantwort ausléosen [11].
Hauptverantwortlich fiir die erhohte Virulenz bekapselter Staimme ist die verliechene Resistenz
gegeniiber der Komplement-vermittelten Opsonophagozytose, ohne die keine effektive
Beseitigung von Pneumokokken erfolgen kann [101, 106, 305]. In Abhéngigkeit vom Serotyp
wird einerseits die Menge an oberflichengebundenem Komplementfaktor C3b reguliert und
tiber den Bindungsort die Degradation zu iC3b und C3d gesteuert. Nach Bindung von IgG
(Immunglobulin G) oder Komplement iC3b an Oberflichenstrukturen der Pneumokokken
verhindert die Kapsel zusdtzlich ihre Erkennung durch die entsprechenden Rezeptoren auf
phagozytierenden Zellen [222, 369]. Desweiteren wird die Gesamtmenge an gebundenem
Komplement reduziert und Antigene werden maskiert [1]. Die negative Ladung der CPS soll
zusdtzlich durch Interferenzen mit negativen Ladungen der Sialinsdure im Schleim, dem

Mukus-vermittelten Export aus dem Nasenrachenraum entgegenwirken [165, 225] und die
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Interaktion mit Phagozyten beeinflussen [181]. Die antibakterizide Wirkung neutrophiler
Granulozyten wird durch die Bildung sogenannter extrazellulirer Netze (Neutrophil
Extracellular Traps, NETs), ein Gebilde aus Nukleinsduren, Histonen und Serin-Proteasen,
unterstiitzt. Auch hier konnte gezeigt werden, dass bekapselte Pneumokokkenstimme besser
vor dem Einschluss durch NETs geschiitzt sind als unbekapselte [353]. Eine weitere Studie
zeigte einen Zusammenhang zwischen Kapselproduktion und Schutz vor Antibiotika-
induzierter Autolyse in klinischen Isolaten auf [100]. Gleichzeitig fiihrt die
Kapselpolysaccharidschicht wahrscheinlich zu einer Maskierung der oberflichenverankerten
Proteine, die als Adhésine oder Invasine den Kontakt zur Wirtszelle herstellen [243]. Durch
die sogenannte Phasenvariation kann es wihrend der Infektion in vivo zu einem Ubergang der
bekapselten opaken Form zu einer transparenten Form mit weniger Kapselpolysaccharid
kommen [51, 359]. Wihrend der transparente Phianotyp einen Vorteil bei der Kolonisierung
mukosaler Oberflichen des Nasopharynx hat, zeigen Bakterien mit opakem Phénotyp ein
hoheres Virulenzpotenzial in systemischen Infektionen [170, 243, 359, 360]. Es konnte
auBerdem gezeigt werden, dass die Menge an Kapselpolysaccharid bei Kontakt der
Pneumokokken mit eukaryotischen Zellen reduziert wird und dadurch die Invasivitit des

Bakteriums steigt [119].

Pneumolysin (PLY) wird als einziges Toxin mit einer Grof3e von 52,8 kDa von nahezu allen
Isolaten produziert und iiber einen unklaren Sekretionsweg sekretiert. Bereits geringe
Konzentrationen wirken zytotoxisch auf respiratorische Epithelzellen [11, 316]. Als
cholesterinabhéngiges Toxin Gram-positiver Bakterien bildet PLY durch Oligomerisierung
eine Transmembranpore in der Plasmamembran von Zielzellen, welche in diesem Fall aus 40
Monomeren besteht und zur Zelllyse fiihrt [157, 219, 220]. Die Zerstorung von Zellen
ermdglicht den Ubertritt der Bakterien in das Blut oder das Uberwinden der Blut-Hirn-
Schranke und kann zum Ausldser einer Bakteridmie oder Meningitis werden [287, 288, 378].
In vivo Studien haben gezeigt, dass PLY fiir die Entstehung einer Pneumonie unerlésslich ist
und am Ubertritt von der Lunge ins Blut entscheidend mitwirkt [164]. Dort trigt es als
potenter Virulenzfaktor zur Entstehung einer akuten Bakteridmie bei [39, 240].
Demgegeniiber werden PLY-defiziente Mutanten im Blut toleriert, ohne dass der Wirt
Krankheitssymptome entwickelt [30]. Die Rolle von PLY bei der Entwicklung einer
Meningitis wird kontrovers diskutiert, jedoch scheint es mafigeblich an der Entstehung von
Spétfolgen wie z.B. Taubheit oder die Zerstérung epithelialer Schichten im ventrikuldren

Systems des Gehirns beteiligt zu sein [164]. Die hdmolytische Aktivitdt wird durch die
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Ausiibung zellmodulierender, sowie Komplement-aktivierender Eigenschaften von PLY
ergidnzt. Sublytische Konzentrationen fiihrten sowohl in Epithelzellen als auch in
Makrophagen und Monozyten zum Ausldsen proinflammatorischer Signalkaskaden [49, 138,
273]. Bei humanen Mastzellen der Lunge wurde eine Steigerung der antimikrobiellen
Aktivitit registriert [76], ebenso kann PLY eine gesteigerte Aktivitit von Neutrophilen
hervorrufen [68, 69, 76]. Weitere wichtige Beobachtungen, die zur Auslosung akuter
Entziindungsreaktionen durch PLY fiihren, beinhalten die Stimulierung der Chemotaxis von
CD4+Zellen, welche die frithe T-Zell-vermittelte Beseitigung von Pneumokokken aus dem
Nasopharynx bewirken [164], und die Aktivierung der klassischen Komplementkaskade
[213]. Die Aktivierung einer TLR4-abhéngigen Immunantwort oder die Aktivierung der
Interferon-y Produktion wurde fiir Isoformen ohne hdmolytische bzw. zelllytische Aktivitit

registriert [21, 196].

An das Phosphorylcholin (PCho), ein wichtiger Bestandteil der Pneumokokkenzellwand,
wird die Gruppe der Cholin-bindenden Proteine auf der Bakterienoberfliche nicht kovalent
verankert [374]. PCho vermittelt als Adhésin die Bindung an rPAF, den Wirtsrezeptor des
Thrombozyten-aktivierenden Faktors PAF (,platelet-activating factor'), auf Wirtszellen [79],
was besonders bei unbekapselten Stimmen eine groBe Rolle im Anheftungsprozess an
aktivierte humane Endothelzellen spielen kann [105]. Die Bindung von PCho an den rPAF
16st eine Signalkaskade in der Zielzelle aus [271] und ist mit verantwortlich fiir die
Internalisierung der Bakterien, vor allem bei Zellen der Blut-Hirn-Schranke (BHS) [79, 279].
Andererseits bindet PCho C-Reaktives Protein (CRP), was zur Opsonisierung und zum

Auslosen der klassischen Komplementkaskade fiihrt und die Phagozytose fordert.

PsaA (Pneumococcal surface antigen A) ist der substratbindende Teil eines ABC-
Transportsystems fiir Mangan [91, 202]. Inzwischen wurde die Vermutung, dass PsaA direkt
an der Adhédsion an Epithelien und Endothelien beteiligt ist [293], in verschiedenen
funktionellen Studien belegt. Die Adhdrenz von Pneumokokken kann durch PsaA-Antikorper
inhibiert werden und es wurde gezeigt dass psad wihrend des Kolonisierungsprozesses
aktiviert ist [241, 282]. Demzufolge fiihrt der Verlust von PsaA zur drastischen Abnahme der
Virulenz von Pneumokokken im Kolonisierungs-, Pneumonie- und Bakteridmiemodell [41,

158, 200]. E-Cadherin gilt als der zelluldre Rezeptor auf eukaryotischer Seite [14].
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Ein wichtiges Adhisin ist PspC (Pneumococcal surface protein C) [55], auch unter den
Namen CbpA (Cholin-binding protein A) [284] oder SpsA (Streptococcus pneumoniae
secretory IgA binding protein) [117] bekannt. Dieses multifunktionelle Oberflachenprotein
ermoglicht durch die humanspezifische Bindung an die Ektodomine (SC, secretory
component) von plgR (polymeric immunglobulin receptor), die Translokation von
Pneumokokken von der apikalen Seite mukosaler Epithelzellen zur basalen Seite [47, 97, 117,
375]. Der Name SpsA basiert auf der Eigenschaft an sekretorisches IgA (SIgA) binden zu
konnen, woflir die gleichen Doménen in der SC des SIgA verantwortlich sind [97, 118].
Weitere immunmodulatorische Funktionen kann PspC durch die Bindung des Komplement
Faktors C3 [66, 310] und des Komplement Regulators Faktor H ausiiben [83, 95].
Mikroarray-Analysen bestitigen die Rolle von PspC als Kolonisierungsfaktor,
wiedersprechen aber den Beobachtungen, die fiir den Beitrag zur Virulenz in Sepsismodellen
gemacht wurden. Hinzu kommt, dass die Beteiligung an der Virulenz von PspC unter den
Pneumokokkenstimmen variiert [168]. Auerdem wird die Expression des pspC Gens durch
das Zweikomponenten-Regulationssystem (TCS, two component system) RR06/HKO06,
welches moglicherweise an der Regulation mehrerer Virulenzfaktoren beteiligt sein konnte,

beeinflusst [315].

Hic ist ein ,,PspC-like* Protein des Stamms A66 (Serotyp 3, PspC 11.4) und ein Repréisentant
einer Untergruppe von PspC Proteinen. Entgegen PspC, ist Hic kovalent {iber das LPXTG-
Membranverankerungsmotiv in der Zellwand verankert [55, 117]. Obwohl strukturelle
Unterschiede zu den klassischen PspC Proteinen bestehen, kann Hic auch eine Inhibierung der

alternativen Komplementkaskade durch Bindung von Faktor H bewirken [149].

In neuesten Arbeiten wurde ein weiteres Protein als LPXTG-verankertes Adhisin von
Pneumokokken, das PsrP (Serine-rich Repeat protein) vorgestellt. Das PsrP Protein
beeinflusst gewebsspezifisch die Adhdsion {iber die Bindung an Keratin-10 von

Lungenepithelzellen [303].

Pili werden nur von ca. 20% der klinischen Isolate produziert und verleihen den Stdmmen
zusitzliche adhisive Eigenschaften fiir die Kolonisierung der Epithelzellen [22, 26]. Es
werden zwei Typen von Pili unterschieden, wobei der im r/r Lokus codierte Pilus-1 (PI-1)
verbreiteter ist als Pilus-2 (PI-2) [22]. PI-1 besteht aus den drei Untereinheiten RrgA, RrgB
und RrgC, die jeweils ein LPXTG-Motiv tragen, und deren strukturelle Zusammenlagerung

von drei spezifischen Sortasen, die ebenfalls durch r/r kodiert werden, katalysiert wird [99,
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323]. Die Struktur von PI-1 konnte aufgekldrt werden [26, 133, 182] und RrgA als die
adhésive Piluskomponente identifiziert werden, die an Kolonisierungsereignissen im Wirt
beteiligt ist [224]. Ein Rezeptor wurde bisher nicht gefunden, jedoch wurde zusétzlich zu
einem Beitrag zur Adhédrenz und Virulenz in der Maus von einer Modulation der TNF-

Produktion und der Immunantwort berichtet [26].

Das CbpE bzw. Pce (Phosphorylcholin-esterase) reguliert die Menge an PCho in der
bakteriellen Zellwand und ist ebenfalls an der Adhésion der Pneumokokken an die Epithelien
des Nasopharynx beteiligt [86, 87, 108, 349]. Dabei ermoglicht dieses Enzym vermutlich ein
optimales Gleichgewicht fiir die rPAF-abhédngige Kolonisierung und die Entwicklung einer
Infektion und zur Minimierung des phagozytotischen Effekts der CRP-Bindung an PCho
[114].

Weitere Gruppen von Oberflichenproteinen, deren Verlust die Adhédrenz an eukaryotische
Zellen herabsetzt, sind z.B. Peptidpermeasen, wie AmiA [9] und AliA (Permease-like
protein A auch PlpA), die am Transport kleiner Peptide beteiligt sind [257]. Es wird
vermutet, dass Peptidpermeasen entweder direkt als Adhédsin den Kontakt zu Epithelien und
Endothelien herstellen, oder die Expression anderer Adhésionsfaktoren modulieren [80]. Die
Kolonisierung wird auch durch die beiden konservierten Peptidyl-Prolyl-Iosmerasen
(PPIasen) PpmA (Putative proteinase maturation protein A) und SIrA (Streptococcal
lipoprotein rotamase A) unterstiitzt [75, 131, 243]. Ein Verlust des Lipoproteins SIrA fiihrt zu
einer erhdhten Uberlebensrate von Miusen in Virulenzstudien [131]. Auch die am Eisen-
Transport beteiligten Lipoproteine PiaA (Preumococcal iron acquisition A) und PiuA
(Pneumococcal iron uptake A) sind nicht nur fiir Néhrstofftransport und Fitness mit
verantwortlich. Ein Verlust du3erte sich in einer erhdhten Anfalligkeit gegeniiber oxidativem
Stress und einer Attenuierung der Virulenz im Mausmodell [58, 59, 160]. Als grofite Gruppe
der Oberfldchenproteine wurden Lipoproteine bisher vorwiegend hinsichtlich metabolischer

Prozesse und deren Beitrag zur bakteriellen Fitness in vitro untersucht.

PspA (Pneumococcal surface Protein A) ist ein konserviertes Protein mit variabler
Amonosiuresequenz und ist flir die Virulenz im Sepsismodell von groBer Bedeutung [74,
205]. Wahrscheinlich inhibiert PspA mittels elektrostatischer Eigenschaften die Bindung des
Komplementfaktors C3, um so der Komplement-vermittelten Opsonophagozytose zu
entgehen [152, 275, 276, 335]. Der bakterizide Effekt von Apo-Laktoferrin wird {iber die
Bindung von Laktoferrin an PspA verhindert [116, 302].
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Neben der erwihnten Pce, verfiigen Pneumokokken iiber drei weitere Zellwand-Hydrolasen,
die spezifisch kovalente Bindungen in der Zellwand schneiden. LytA, eine Amidase, welche
die N-acetyl-Muramoyl-L-Alanin Bindung des Peptidoglykans schneidet [139], représentiert
das wichtigste Autolysin von Pneumokokken [135]. Bei zu hoher Zelldichte sowie der
Anwesenheit von Penicillin in vitro 16st LytA autolytische Prozesse aus, und ist in die
Zellwandsynthese und die Zellteilung involviert [283, 294, 330]. LytB, eine
B-N-Acetylglucosamidase, ist jedoch das Schliisselenzym fiir die Abtrennung der Tochterzelle
wihrend der Zellteilung [87, 104]. Das Lysozym LytC wirkt spezifisch als
B-N-Acetylmuramidase am Abbau der Zellwand mit. Bei der Lyse von Pneumokokken setzt
die autolytische Aktivitdt Bestandteile der bakteriellen Zellwand frei, und lost starke
Entziindungsreaktionen im Tiermodell aus [336]. Anders als vermutet, besteht die
Hauptfunktion von LytA nicht im Freisetzen von Pneumolysin [186], da dieses auch

unabhingig von LytA, LytB und LytC in den extrazelluldren Raum gelangen kann [23].

Von den Zinkmetalloproteasen ZmpA, ZmpB, ZmpC und ZmpD ist die Wirkungsweise
von ZmpA als IgAl-Protease am besten charakterisiert. Die Spaltung von IgAl in ein
oberflichenassoziertes Fab-Fragment und ein l6sliches Fc-Fragment inaktiviert die
Fc-Rezeptor-vermittelte Phagozytose und bietet durch die Zerstorung der ersten
unspezifischen Immunbarriere der Mukosa eine wichtige Kolonisationsstrategie [265, 352].
Bakteriengebundene Fab-Fragmente tragen zusétzlich zur Neutralisierung der negativen
Kapselladung bei, was sich forderlich auf die Interaktion zwischen freiem PCho der Zellwand
und rPAF auswirken konnte, und nicht nur die Zerstorung der Bakterien verhindert, sondern
auch zur bakteriellen Adhérenz beitrdgt [361]. Nach intranasaler Infektion werden fiir die
volle Virulenz der Pneumokokken auch die beiden Zinkmetalloproteasen C und B bendtigt
[43, 233]. Im Fall von ZmpC aus TIGR4 konnte der beobachtete Effekt auf einer Interaktion
mit der humanen Matrix-Metallo-Protease MMP-9, die als Schliisselenzym fiir die

Restrukturierung der extrazelluldren Matrix verantwortlich ist, beruhen [233].

Auch HtrA (High-temperature requirement A) kann wie die Zinkmetalloproteasen als
Serinprotease wirken. Temperaturabhidngig fungiert dieses Protein als ein molekulares
Chaperon oder als Hitzeschock-induzierte Serinprotease und unterstiitzt die Resistenz von
S. pneumoniae gegeniiber oxidativem Stress, die Kolonisierung des Nasenrachenraums im
Rattenmodell und die Entwicklung einer Lungenentziindung [201, 301]. Dabei rufen htrA-
Mutanten eher eine anti-inflammatorische Immunantwort durch die Produktion von IL-6 und

TNF-o hervor [145, 146]. Die Subtilisin-artige Serinprotease PrtA 16st eine humorale
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Immunantwort wihrend einer Infektion aus [377], wobei die Expression von prt4 zusammen
mit anderen Virulenzgenen vom Transkriptionsfaktor PsaR (Transcriptionfactor

Pneumococcall surface antigen) reguliert wird [127].

Die Hyaluronidase (Hyl) ist ein Enzym, das von 99% der Pneumokokkenstimme produziert
und auf der Oberfliche verankert wird. Sie katalysiert die Depolymerisierung von
Hyaluronsdure in Bindegeweben und der extrazelluliren Matrix, und fordert somit die
Ausbreitung der Erreger im Gewebeverband [38]. Die TNF-a und IL-1f induzierte Férderung
der Hyaluronsdureproduktion in Fibroblasten kodnnte in der Lunge durch Bindung der
Hyaluronsdure an CD44 eine vermehrte Cytokinproduktion in Gang setzten und zur

Entziindung der Lunge beitragen [212].

Exoglykosidasen wie BgaA, StrH und Neuraminidase NanA modifizieren endstindige
Zuckerreste von Glykoproteinen, Glykolipiden oder Oligosacchariden und ermoglichen somit
das Freilegen von Rezeptoren, die Inaktivierung glykosylierter Molekiile zur Bekdmpfung
von Pathogenen oder stellen zusidtzliche Nahrstoffe zur Verfiigung [164, 172]. Als
Angriffsziele konnten beispielsweise Laktoferrin, IgA2 und die SC dienen [171]. NanA
schneidet spezifisch N-Acetylneuraminséure von Bestandteilen der Zelloberfliche oder in
Korperfliissigkeiten [62] und wirkt gewebsschidigend. In einem Chinchillamodell wurde
gezeigt, dass Exoglykosidasen und im speziellen NanA das Einwandern der Pneumokokken
iiber die Eustachische Rohre ins Mittelohr unterstiitzen [185, 332]. Durch den Abbau von
Sialinsdure wird das Entstehen von Biofilmen begilinstigt, auBerdem konnte die freigesetzte
Sialinsdure ein wichtiges Signal zur Kontrolle der Virulenz von Pneumokokken darstellen
[253, 334]. Nicht alle Stimme verfiigen liber NanB und NanC [259]. Sowohl NanA als auch
NanB verschaffen wihrend der Infektion einen Uberlebensvorteil fiir Pneumokokken [197].
Die Ursache dafiir ist noch unklar, jedoch wurde ein Einfluss von NanA auf die Kolonisierung
ausgeschlossen [40]. NanC konnte als gewebsspezifischer Virulenzfaktor wéhrend der

Pathogenese einer Meningitis wirken [259].

PavA (Pneumococcal adhesion and virulence factor A) ist ein entscheidender
Virulenzfaktor, dessen Verlust sich drastisch auf das Uberleben von Miusen nach
intraperitonealer Infektion auswirkt und zur Avirulenz nach intrazerebraler Infektion fiihrt
[134, 267]. Die Produktion von PavA schiitzt die Pneumokokken vor der Erkennung durch
phagozytierende Zellen des angeborenen Immunsystems und moduliert die erworbene

Immunantwort durch eine Verstirkung der Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine
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[229]. AuBerdem tragt PavA erheblich zur Bindung von Fibronektin bei und ist, obwohl es
iiber keine bekannten Zellwand-Verankerungsmotive verfligt, an der Oberfliche von
Pneumokokken lokalisiert [134]. In vitro und in vivo Infektionsstudien belegten fiir PavA eine
essentielle Funktion fiir die Kolonisierung des Nasenrachenraums und fiir den Ubertritt der
Bakterien von der Lunge ins Blut [163, 267]. Es wird vermutet, dass PavA kein direktes

Adhiésin darstellt, sondern die Funktion anderer Virulenzfaktoren moduliert [267].

Die beiden an der Glykolyse beteiligten Enzyme Enolase (Eno) und GAPDH werden
untypischerweise an die Oberflidche transportiert und iibernehmen dort die Funktion von
Plasminogen-Bindungsproteinen [33, 34]. Infektionsstudien mit eno-Mutanten haben gezeigt,
dass nach intranasaler Infektion die volle Virulenz von Pneumokokken nur bei vorhandener

Plasminogenbindungsaktivitit erreicht wird [36].

Eine neue Klasse an Oberflachenproteinen zeigt das N-terminale hydrophobe Signalpeptid der
Lipoproteine und eine zusitzliche Sequenz (HXXHXH), die sie als Pneumococcal histidine
triad proteins (Phts) kennzeichnet [2]. Pneumokokken mit deletierten pht Genen sind im
Maus-Sepsismodell in der Virulenz abgeschwicht [2, 370]. Indem Faktor H rekrutiert wird,
reduziert das Zusammenwirken der vier Proteine PhtA, PhtB, PhtD, PhtE die Menge an
gebundenem Komplement [235]. In Protektionsstudien verlieh die Immunisierung mit PhtE

(auch BVH-3) Immunitit gegeniiber einer letalen Infektions-Dosis der Pneumokokken [113].

Andere Strategien, die verbesserte Uberlebenschancen im Wirt bieten, werden mit der
Produktion einer Endonuklease (EndA) oder antimikrobieller Peptide (Bakteriozine)
verfolgt. EndA verdndert die Pneumokokkenoberfliche in der Art, dass antimikrobielle
Peptide, die zum NET-vermittelten Abtoten fiihren, elektrochemisch abgestof3en werden [29].
Der blp Lokus codiert spezifische Pneumozine, die unter Kontrolle des quorum-sensing
Pheromons (BIpC) stehen, und zur AbtStung kompetitierender Pneumokokkenstdmme fiihren
konnen [85]. Die natiirliche Kompetenz von Pneumokokken erleichtert die Aufnahme von
Resistenzgenen, womit auch die weit verbreitete f-Laktam Resistenz von Pneumokokken

erklart werden kann [93].
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Abbildung 1:  Ubersicht iiber die Wirkungsweise wichtiger Virulenzfaktoren von S. pneumoniae bei
derKolonisierung und der Ausbreitung im Wirt. (a) Die Degradation der EZM wird durch
die Plasmin(ogen)-Bindungsproteine GAPDH und Enolase gefordert. (b) Adhdsine wie PspC
und PsaA binden direkt an Epithelzellen. (¢) Pneumolysin wird von TLR-4 auf
Antigenprésentierenden Zellen (APZ) erkannt und fiihrt zur Modulierung der Immunantwort.
(d) Die Bindung von Apo-Laktoferrin (ALF) durch PspC inhibiert den bakteriziden Effekt von
ALF. (e) PCho interagiert mit PAFr auf aktivierten Wirtszellen. Diese Interaktion ermdglicht
die Transzytose der Blut-Hirn-Schranke (BHS). Pce reguliert die Menge an PCho auf der
bakteriellen Oberflache. (f) Die Bindung von Faktor H an PspC schiitzt vor der Komplement-
vermittelten Phagozytose. PavA ist ein entscheidender Virulenzfaktor, der mal3geblich an der
Kolonisierung, dem Eindringen von Pneumokokken in die Blutbahn, und der Entstehung einer
bakteriellen Meningitis beteiligt ist. (verdndert nach Hammerschmidt 2006)
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3.5.2 Die extrazelluliire Matrix als Angriffsfliche

Viele Bakterien nutzen Komponenten der extrazelluliren Matrix (EZM) fiir eine erste
Kontaktaufnahme zu Wirtsgeweben [366]. Zu diesem Zweck produzieren Gram-positive
Bakterien wie Streptokokken und Staphylokokken verschiedenste Adhésine. Weit verbreitet
sind bakterielle Oberflichenmolekiile, sogenannte MSCRAMMs (Microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules), dic Komponenten der EZM als
Briickenmolekiile nutzen und dadurch die Invasion in eukaryotische Zellen fordern [10, 72,
215, 256, 339]. Es wird vermutet, dass die unterschiedliche Ausstattung mit MSCRAMMs
sowohl zu Zelltropismen, als auch zu stammspezifischen Unterschieden der Invasivitit fiihrt.
Das Wirtsprotein Fibronektin ist Interaktionspartner von iiber 100 bakteriellen Adhédsinen
[266]. Gut charakterisiert wurde bisher die Interaktion der Fibronektin-bindenden Proteine
(FnBPs) FnBPA und FnBPB von S. aureus und Sfbl von S. pyogenes. Diese Proteine
interagieren mit dem N-terminalen Bereich des Fibronektinmolekiils iiber einen Tandem-
Zipper Mechanismus [299]. Als Briickenmolekiil vermittelt Fibronektin so die Adhirenz an
Epithelzellen hauptsdchlich iiber das B;-Integrin [102, 156, 239]. Auch invasive Ereignisse
werden stark durch die Bindung von FnBPs an Fibronektin geférdert und werden von der
Aktivierung von Signalkaskaden begleitet. [216, 217, 238, 244, 306, 307, 320]. Eine
effiziente Moglichkeit zum Durchbrechen epithelialer und endothelialer Barrieren fiir das
Vordringen in tiefere Gewebsschichten stellt die Rekrutierung proteolytischer Aktivitét an die
Bakterienoberfldche dar. Dabei kommt es z.B. zur Komplexbildung des Oberflichenproteins
mit Plasminogen und zu dessen Aktivierung zu Plasmin. Die Auflosung von Blutgerinnseln
durch Plasmin [203, 250] erleichtert in Folge die Invasion und Dissemination von Pathogenen

im Wirt [187, 188].
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3.5.2.1 Wichtige Strukturen und Proteine der EZM

Als extrazelluldre Matrix (EZM) wird die Substanz bezeichnet, die den Zwischenraum von
Zellen ausfiillt. Die Zusammensetzung der Komponenten unterscheidet sich von Gewebe zu
Gewebe und wird durch die vorherrschenden Zelltypen bestimmt. Die Makromolekiile der
EZM werden von den Zellen selbst synthetisiert, in den Extrazellularraum abgegeben und
nach Erfiillung ihrer Aufgaben schlielich degradiert oder von der Zelle wieder
aufgenommen. Sie erfiillen strukturgebende Aufgaben, die z.B. zur Organisation von
Zellverbanden oder zur Stabilitdt und Elastizitdt von Bindegewebe, Organen, Knorpeln oder
Sehnen fiihren. Gleichzeitig sind EZM Molekiile wichtig fiir die Zelladhdsion, Zellmigration
und Zellproliferation, ibernehmen verschiedene Funktionen im Auf- und Abbau der EZM,
stellen ein Speicherreservoir fiir Wasser und Zytokine dar, und sind somit direkt oder indirekt
an der Signaltransduktion zwischen Zellen beteiligt. Den groften Teil der EZM stellt das von
Fibroblasten gebildete Bindegewebe dar. Auch die Basalmembran (Basallamina) die z.B in
der Lunge zwischen den Epithelzellen der Alveolarzellen und den Endothelzellen der
Blutkapillaren liegt, wird zur EZM gerechnet. Eine Vielzahl von Komponenten, hauptsédchlich
Glykoproteine und Polysaccharide mit unterschiedlichen Isoformen, ergénzt von Proteasen

und Wachstumsfaktoren, sind am Aufbau der EZM beteiligt.

Kollagen liefert den Hauptbestandteil der EZM. Fast 30 Kollagentypen sind bekannt. Drei
a-Helices bilden das Tropokollagen und verfiigen liber sich wiederholende (repetitive)
G-X-Y-Sequenzen. Die fibrilliren Kollagene Typ I-IIl sind zusammen mit Elastin
vorwiegend am Aufbau der interstitiellen EZM und der Bildung elastischer Fasern beteiligt,

wiahrend Typ IV in der Basallamina vertreten ist [94].

In der Basallamina ist Laminin ein wichtiger Bestandteil. Laminin besteht aus drei
unterschiedlichen alpha,- beta- und gamma- Polypeptidketten, aufgrund derer Unterschiede 11
Familien differenziert werden. Durch die Bildung von Filamenten und Netzen bildet es
Strukturen fiir die Anlagerung von Zellen. Weitere Komponenten der Basallamina sind
Proteoglykane (z.B. Chondroitinsulfat), Syndekane, Fibronektin und Entaktin, ein 150 kDa
grofBes Glykoprotein, welches mit vielen EZM Molekiilen interagiert [94].

Zu den Fibronektinen (Fn) zéhlen {iber 20 dimere Glykoproteine aus zwei Polypeptidketten
mit je einem Molekulargewicht von 235 bis 270 kDa. Das fibrilldre Fibronektin lagert sich
mittels Integrine auf der Oberfliche von Zellen zu gespannten, unldslichen Fibrillen

zusammen, und verbindet so den Extrazellularraum mit dem Zytoskelett der Zelle. Eine
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Isoform des Fibronektins ist l0sliches Fibronektin, das die Blutgerinnung beeinflusst.
Gleichzeitig liefert Fn in der EZM eine Struktur fiir die Anlagerung und die Wanderung von
Zellen. Wiéhrend der Embryogenese und Wundheilungsprozessen bildet Fibronektin ein
Ubergangsgewebe und wird wiederum von Plasmin-Aktivatoren (PA), Plasmin und Elastase

zersetzt.

Fibrinogen setzt sich aus drei nicht identischen Peptidketten zusammen. Das ldsliche
Plasmaprotein bindet an Endothelzellen und Leukozyten und wird bei einer
Gewebsschiddigung durch o-Thrombin in Fibrin umgewandelt. Fibrin polymerisiert zu
unldslichen Fibringerinseln unter Einschluss von Blutzellen, womit es zum Gewebsverschluss
und zur Wundheilung beitrdgt. AuBerdem wird vermutet, dass koagulierte Strukturen
Pathogene an der Ausbreitung hindern, und so die Entziindungsreaktion auf einen Ort

konzentriert wird [183].

Thrombospondin (TSP-1) entsteht durch die Zusammenlagerung drei identischer Monomere
mit je einem Molekulargewicht von 180 kDa und gehdrt zu den Lektinen. Als extrazelluldres
Matrixprotein bindet es an eine Reihe von Rezeptoren und an Heparansulfat-Proteoglykanen
eukaryotischer  Zellen. Zusitzlich  verfligen =~ Thrombospondine  iiber  eine
Kalziumbindungsstelle und es wird vermutet, dass TSP-1 an der Umstrukturierung von
Oberflachenmolekiilen der Zelloberfliche beteiligt ist. Auf diese Weise konnte TSP-1 die
Aktivitit von Proteasen und Wachstumsfaktoren modullieren und so Einfluss auf die

spezifische Zellantwort ausiiben.

Vitronektin ist ein multifunktionelles Glykoprotein, das als einzelstringige oder als
doppelstrangige Polypeptidkette im Plasma zirkuliert. In der EZM bindet Vitronektin an
Kollagene und Heparin-artige Glykosaminoglykane und vermittelt die Adhésion von Zellen.
Vitronektin verfiigt iiber eine Reihe von Bindungsdoménen u. a. fiir den Inhibitor 1 der
Plasminogen-Aktivatoren (PAI-1), die Zellbindungssequenz RGD, zwei Kollagen-

bindungsdominen und zwei Heparinbindungsdoménen.

Der Umbau der EZM wird hauptsdchlich von den Matrix-Metalloproteasen (MMPs)
katalysiert. Bislang wurden 20 dieser zinkhaltigen, substratspezifischen Enzyme identifiziert.
Auch sie werden entweder von der Zelle sezerniert oder in die Zellmembran eingelagert, wo
sie ihre katalytische Fihigkeit entfalten konnen. Zumeist geschieht die Aktivierung durch
Abspaltung eines Peptids. Die Regulation der MMP-Aktivitit wird von den sogenannten

TIMPs (tissue inhibitors of matrix metalloproteases) iibernommen.
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Neben MMPs sind Serinproteasen entscheidend an der Degradation der EZM beteiligt. Die
Serinprotease Plasmin entsteht nach proteolytischer Spaltung ihres Proenzyms Plasminogen
(PLG), einem 16slichen, 90 kDa groBBem Plasmaprotein [214]. Zwei Plasminogen-Aktivatoren
(PA), der gewebsspezifische Plasminogen-Aktivator tissue-type plasminogen activator (tPA)
und der Urokinase Aktivator (UPA) [65] katalysieren die Spaltung der Polypeptidkette in eine
zweigeteilte, aktive Form. Auch bakterielle Oberflachenproteine wie die Streptokinase und
Staphylokinase konnen Plasminogen in die aktive Form Plasmin iiberfiihren. Plasmin ist fiir
die Fibrinolyse von entscheidender Bedeutung, tragt aber auch zur Degradation der EZM bei

[344], was durch die Aktivierung von MMPs zusitzlich unterstiitzt wird.

Eine Reihe von Rezeptoren stehen fiir die Anlagerung von EZM Komponenten zur Verfligung
und bilden den Schnittpunkt zwischen Zellverankerung und Signalweiterleitung. Die grofite
Gruppe bilden die Integrine, die aus zwei Glyko-Proteinketten, einer a- und einer - Einheit,
aufgebaut sind. Bis zu 25 Integrine werden unterschieden [140, 143]. Der extrazelluldre
Bereich beinhaltet eine Bindungsdoméne fiir EZM-Molekiile, wéhrend der intrazelluldre
Bereich mit dem Zytoskelett in Verbindung steht. Daneben stellen Syndekan, CD44 oder
Laminin-bindende Lektine Oberflachenrezeptoren fiir die Anlagerung von EZM-Molekiilen

dar.

3.5.2.2 Aufbau und Funktion von Fibronektin

Der Name ,Fibronektin“ beinhaltet die lateinischen Worter fiir ,,Faser (fibra) und
,»Verkniipfung® (nexus), und beriicksichtig so Struktur als auch Funktion des Proteins. Das
multifunktionale dimere Glykoprotein setzt sich aus zwei nahezu identischen
Polypeptidketten zusammen, die verschiedene Varianten des Proteins bilden. Bisher wurden
20 verschiedene Formen des humanen Fibronektins beschrieben, die alle aus einer einzigen
Pra-mRNA durch alternatives Splicen entstehen [175]. Zwei Monomere von durchschnittlich
250 kDa sind am C-Terminus kovalent iiber zwei Disulfidbriicken miteinander verbunden.
Jedes Monomer besteht aus einer einheitlichen Anordnung verschiedener Module, die
funktionell unterscheidbare Doméinen bilden (Abb. 2). Die drei Typen repetitiver Sequenzen
Typ I, Typ II und Typ III bilden 90% der Polypeptidsequenz wobei in jedem Monomer 12
Typ [-Doménen (je 45 AS), zwei Typ II-Doménen (je 60 AS) und 15 bis 17 Typ III-Doménen
(je 90 AS) auf die gleiche Weise angeordnet sind. Entlang der Polypeptidkette bilden diese
Bereiche unterschiedliche Bindungsdoménen fiir Zellen und EZM Molekiile [258, 289]. Sechs

Typ I-Doménen, gefolgt von den zwei Typ II-Dominen und weiteren drei Typ I-Doménen
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bilden das N-terminale Ende einer Polypeptidkette. Hier befinden sich Bindungsstellen fiir
Fibrin und Heparin bzw. fiir Gelatin und Kollagen. Bis zu 17 Typ III-Doménen bilden den
Hauptteil des Monomers, wo durch Splice-Varianten der Extradomdnen A (EDA) und B
(EDB) sowie der variablen (V-) Region die strukturellen Fibronektinvarianten gebildet
werden. Hier sind die Integrinerkennungssequenz (RGD) und eine weitere
Heparinbindungsdoméne sowie zwei freie Cysteinreste lokalisiert. Den C-terminalen
Abschluss bilden drei weitere Typ I-Doménen. Die Sekundérstruktur der Doménen ist durch
antiparallel angeordnete -Faltblattstrukturen gekennzeichnet [309].

Plasmafibronektin (pFn) liegt im Blutplasma und extrazelluldren Fliissigkeiten als 16sliche
Form vor. Es wird in der Leber von Hepatozyten gebildet und besteht aus zwei 220 kDa
groen Monomeren. Das Glykoprotein zirkuliert im Blutplasma mit einer Konzentration
zwischen 200 bis 700 pg/ml in einer nicht aktiven, dimeren Form. Unter Bildung
intermolekularer  Disulfidbriicken mit anderen Fibronektinmolekiilen konnen die
Polymerisierung zu Makromolekiilen und der Einbau in die EZM erfolgen. Dieser Prozess der
Bildung unl6slicher Fibrillen wird auch Fibrillogenese oder FN matrix assembly genannt und
ist abhdngig vom Zugang und der Aktivitit mehrerer Bindungsdomédnen im
Fibronektinmolekiil. In der 16slichen Form des Fibronektins fehlen die Doménen EDA und
EDB sowie die V-Region. Lediglich eine Variante des Plasmafibronektins enthélt diese
zusitzliche Region zwischen den Typ IlI-Dominen 14 und 15. Demgegeniiber verfiigen
nahezu alle Untereinheiten des zelluldren Fibronektins (cFn) {iber diese Region [300]. Auch
die EDB zwischen den Typ IlI-Domdnen 7 und 8 und die EDA zwischen den
Typ IlI-Domédnen 11 und 12 sind meistens vertreten. Die unldsliche multimere Form des
Fibronektins wird nach Synthese in der extrazelluldren Matrix und der Basalmembran von
Epithelzellen eingelagert, wo es lokal von Zellen des Gewebes gebildet wird [289]. Die durch
alternatives Splicen entstandenen Isoformen des zelluldren Fibronektins vermitteln
unterschiedliche Eigenschaften fiir Zelladhésion, die Bindung von Liganden bzw. Adhésinen
und die Ldoslichkeit des Proteins. Damit konnen Zellen die Zusammensetzung der
extrazellularen Matrix wihrend der Entwicklung oder in verschiedenen Gewebearten an den
aktuellen Bedarf anpassen [249]. Wichtige Interaktionsproteine von Fibronektin neben
Heparin [24], Kollagen [112] und Fibrin [142, 143] sind diverse Integrine auf eukaryotischen
Zellen [264]. Die proteolytische Fragmentierung und Analyse rekombinanter DNA
ermoglichte die Identifizierung einiger Bindungsstellen innerhalb des Fibronektinmolekiils
[221, 371], darunter eine Zellbindungssequenz innerhalb einer Typ III-Doméne. Die

funktionelle Sequenz der Aminosduren Arginin (R), Glycin (G) und Asparaginsdure (D)
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bildet das RGD-Motiv, iiber welches die direkte Bindung von Fibronektin an die Integrine der
Zelle, vorwiegend an den klassischen Fibronektin-Rezeptor osf;-Integrin, erfolgt [260].
Dieser physiologische Vorgang kann von Pathogenen ausgenutzt werden um einen Kontakt

zur Wirtszelle herzustellen und in Zellen einzudringen [122].

N — A S DN ehelsllshellrAoleleds dRedrdhdFFedi93r3— coon

A
Heparin Kollagen RGD Heparin Fibrin
Fibrin Gelatin Integrine
) Typ I-Doméne J Typ lI-Domé&ne _J Typ Ill-Doméane

D Extra-Domaéne A oder B (EDA oder EDB) _;17 variable Region

Abbildung 2:  Schematische Darstellung einer Polypeptidkette des Fibronektinmolekiils.
Gezeigt ist die Anordnung der verschiedenen repetitiven Doménen Typ I-III und die
N-terminalen und C-terminalen Bindungsregionen fiir andere EZM Molekiile. Die RGD
Sequenz ermdglicht die Anlagerung an Zellen. Uber alternatives Splicen der Regionen EDB,
EDA und V entstehen verschiedene Isomere (verdndert nach Pankov und Yamada, 2002).
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3.5.2.3 Fibronektin-bindende Proteine und andere MSCRAMMSs von Streptococcus

pneumoniae

Fibronektinbindungsstudien mit S. pneumoniae haben gezeigt, dass auch Pneumokokken
Fibronektin-Bindungsproteine (FnBPs) produzieren [12, 13, 342]. Gegeniiber anderen
Streptokokkenarten, die l0sliches Plasmafibronektin rekrutieren [5, 6, 190, 322], binden
Pneumokokken an die immobilisierte Form des Fibronektins [342]. Ein entscheidender
Unterschied gegeniiber anderen Gram-positiven Bakterien besteht in der Nutzung der
C-terminalen Typ III Heparin-bindenden Domine (HBD) fiir die Anheftung an
Pneumokokken [342]. Andere Streptokokken binden préiferenziell an die Typ [-Domédnen im
aminoterminalen Bereich des Fibronektinmolekiils [155, 314]. PavA wurde auf Grund
orthologer Sequenzen zu FbpA, einem Fibronektin-Bindungsprotein auf der Oberfliche von
S. gordonii, als erstes Fibronektin-bindendes Protein von S. pneumoniae [134] identifiziert.
Die Vermutung, dass die Fibronektinbindung von der HBD ausgeht [342], wurde mit der
Inhibition der Bindung von PavA an immobilisiertes Fibronektin durch Heparin bestirkt. Die
verbleibende Fibronektinbindungskapazitit einer PavA-defizienten Mutante [134] wurde
durch die Produktion zusdtzlicher FnBPs auf der Oberfliche von S. pneumoniae erklért. Fiir
das im offenen Leserahmen sp0082 des Pneumokokkenstammes TIGR4 kodierte Protein
wurde eine Fibronektinbindungsaktivitit postuliert, worauf das hypothetische Protein den
Namen PavB erhielt [60, 153]. Bei PavA und PavB fehlen typische
Fibronektinbindungssequenzen anderer FnBPs Gram-positiver Bakterien, sowie die
einheitliche Proteinstruktur aus einer variablen N-terminalen und einer konservierten
C-terminalen Region mit drei bis fiinf sich wiederholenden Motiven aus 37 bis 45
Aminosduren [153, 281]. Auch verfiigt PavA {ber kein C-terminales LPXTG-
Verankerungsmotiv, welches andere FnBPs aufweisen [320]. Neu identifizierte Proteine, fiir
die eine Bindung an immobilisiertes Fibronektin nachgewiesen wurden, stellen die Sortase-
abhédngigen Oberflichenproteine PfbA und RrgA, sowie das Cholin-bindende Protein CbpG
dar [133, 198, 372]. Bisher konnte gezeigt werden, dass PavA und RrgA fiir die Adhésion an
Wirtszellen notwendig sind, deren Beitrag zu einer Fibronektin-vermittelten Adhédrenz wurde
allerdings nicht untersucht [133, 267]. Zudem existieren kaum Daten, die eine Fibronektin-
vermittelte gesteigerte Adhédrenz und Invasion von S. preumoniae belegen, oder sich mit dem
Bindungsverhalten Fibronektin-bindender Proteine von Pneumokokken beschiftigen. Besser
belegt ist fiir dieses Bakterium die Plasminogenbindung der Enolase und der GAPDH, die
nach Aktivierung des PLGs zur Degradation der EZM fiihrt [33, 34, 36]. Die
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Plasminogenbindungsaktivitit der Enolase tridgt auch zur Virulenz von S. prneumoniae bei.
Wird das Plasminogenbindungsmotiv der Enolase mutiert sind Pneumokokken nach
intranasaler Infektion nahezu avirulent [36]. Weitere Plasminogen-bindende Proteine wurden
in Protein-Protein-Interaktionsstudien identifiziert [103]. Eine weitere Charakterisierung der
Bindung in funktionellen Analysen oder der physiologischen Auswirkungen in vivo wurden
bislang nicht vorgenommen. Gleiches gilt fiir die beobachtete Bindung einer Reihe von
Pneumokokken-Proteinen an andere Wirtsproteine der EZM oder des Serums (Tab. 1). Eine
Bindungsaffinitit von Pneumokokken gegeniiber oberflaichengebundenem Plasminogen,
Laminin und Kollagen IV wurde schon frither beschriecben [176]. In aktuellen
Proteinbindungsstudien wurden einige potenzielle Bindungspartner dieser humanen Proteine
auf der Pneumokokkenoberfliche identifiziert [103]. Desweiteren sollen die drei Cholin-
bindenden Proteine CbpF, CbpL und Cbpl mit Elastin interagieren. Auch wurde fiir einige der
getesteten bakteriellen Proteine eine Bindungskapazitit fiir Fibrinogen und Kollagen I
festgestellt. Weiterfiihrende funktionelle Studien, die sich mit den Auswirkungen der Bindung
einzelner matrizelluldren Strukturen beschéftigen, wurden nicht durchgefiihrt. Demgegentiber
belegen Adhérenzstudien, dass zellgebundenes Vitronektin und Thrombospondin-1 als
Briickenmolekiile zur Anheftung von Pneumokokken an Epithelien genutzt werden konnen
[32, 277]. Bisher konnte das Peptidoglykan auf der Pneumokokkenoberfliche als
Interaktionspartner fiir humanes Thrombospondin-1 identifiziert werden [277]. Ein Rezeptor

fiir das Plasmaprotein Vitronektin auf der Pneumokokkenoberflache ist noch nicht bekannt.



Einleitung

31

Tabelle 1: Ubersicht iiber identifizierte und potenzielle MSCRAMMSs von S. pneumoniae.
Protein Bindungspartner aus EZM oder Plasma Referenz
Enolase Plasminogen Bergmann et al., 2001
GAPDH Plasmin(ogen) Bergmann et al., 2004
PavA Fibronektin Holmes et al., 2001
PavB Fibronektin Bumbacca et al., 2004
RrgA Laminin, Kollagen I, Fibronektin Hilleringmann et al., 2008
PfbA Fibronektin, Plasmin, Plasminogen, Yamagucchi et al., 2008
Humanes Serum Albumin
CbpA Faktor H Frolet et al., 2010
CbpE/PcE Plasminogen, Faktor H Atali et al., 2008
CbpF Plasminogen, Elastin, Laminin, Fibrinogen Frolet et al., 2010
CbpL CRP, Elastin, Gesamtkollagen Frolet et al., 2010
Cbpl CRP, Elastin Frolet et al., 2010
SpuA Plasminogen Frolet et al., 2010
Eng Plasminogen Frolet et al., 2010
PrtA Plasminogen, Kollagen IV Frolet et al., 2010
NanA Fibrinogen, Kollagen IV, Gesamtkollagen Frolet et al., 2010
Spr1806 Plasminogen Frolet et al., 2010
CbpG Fibronektin Mann et al., 2006
ZmpB Kollagen IV Frolet et al., 2010
CbpJ CRP Frolet et al., 2010
CbpM CRP Frolet et al., 2010
PspA Laktoferrin Hammerschmidt ez al., 1999
via PspC and Hic Faktor H Dave et al., 2001, 2004
(PspC-like Proteine) Duthy et al., 2002 Neeleman
et al., 1999, Janulczyk et al.,
2000, Jarva et al., 2002, 2004
PhtA, PhtB, PhtD, PhtE Faktor H Ogunniyi AD 2009
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3.6 Das Oberflichenprotein PavB von Streptococcus pneumoniae

Die Exposition von Proteinen auf der Zellwand des Bakteriums ist eine wichtige
Voraussetzung fiir die bakterielle Kolonisierung von Wirtszellen, die Invasion spezifischer
Epithel- und Endohelzellen oder fiir den Schutz des Bakteriums vor dem Immunsystem.
Deshalb wird die Mehrheit der Virulenzfaktoren von Oberflichenproteinen gestellt, die auf
unterschiedliche Weise mit der Zellwand verbunden sein konnen (Abb.3). S. pneumoniae
verfligen als Gram-positive Bakterien {iber eine Lipiddoppelschicht (flexible
Zytoplasmamembran, ZM), eine bis zu 300 A dicke Peptidoglykanschicht (PG) und in der
Zellmembran verankerte Lipoteichonsiduren (LTA) oder Teichonsduren (TA). Genomischen
Analysen zufolge werden drei klassische Arten von Proteinen mit Signalpeptid zum Export
aus der Membran bei Pneumokokken unterschieden. Auf Grund ihrer unterschiedlichen
Verankerung in der Zellwand wurden diese in die Gruppe der Cholin-bindenden Proteine
(CBPs), die Lipoproteine und die Sortase-abhéngigen Proteine eingeteilt. Bislang wurde
davon ausgegangen, dass die Adhdsion an eukaryotische Zellen hauptsichlich durch die
Produktion Cholin-bindender Proteine ermoglicht wird, wéhrend die Sortase-verankerten
Proteine enzymatische Aktivitidten ausiiben und Lipoproteine fiir Nahrstofftransport und die
bakterielle Fitness verantwortlich sind [31, 164]. Die nicht-klassischen, sogenannten
moonlight Proteine werden nicht in der Oberflache verankert (PavA, a-Enolase, GAPDH) und
stellen eine Minderheit unter den charakterisierten Virulenzfaktoren dar [31]. Eine besondere
Rolle unter den klassischen Oberflichenproteinen kommt der Gruppe der CBPs zu. Diese
interagieren mit dem PCho von TA und LTA iiber eine C-terminale Cholin-Bindungsdomine
(CBD) und werden nicht- kovalent in der Zellwand gebunden. Unter den 15 identifiziert
CBPs tragen insbesondere PspA, PspC und einige der Zellwand-Hydrolasen zur Adhésion
und Virulenz von Pneumokokken bei [31, 164]. Die Mehrheit der Oberfldchenproteine gehort
zur Gruppe der Lipoproteine, von denen mittlerweile bis zu 36 anhand eines N-terminalen
Lipidverankerungsmotivs (LX;X,C) klassifiziert wurden [247, 255]. Eine kovalente
Verkniipfung der Lipoproteine mit Cysteinresten der Phospholipide in der Zellmembran wird
von der Signalpeptidase II nach Erkennen und Schneiden der Konsensussequenz katalysiert.
Viele der bisher charakterisierten Lipoproteine sind Untereinheiten von ABC-
Transportersystemen. PsaA bildet z.B. den substratbindenden Teil eines Transporters fiir
Manganionen [91]. Die dritte Gruppe ist durch ein C-terminales LPXTG Motiv
gekennzeichnet, das von einer membranstindigen Sortase (srz4) erkannt wird. Diese

schneidet die Bindung zwischen Threonin (T) und Glycin (G) und katalysiert die kovalente
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Bindung des Threonins (T) an Glycinreste im Peptidoglykan der Zellwand [212, 254]. Ein
Verlust der LPXTG-verankerten Proteine in Studien mit str4-negativen Stimmen zeigte
verschiedene Auswirkungen auf Virulenz und Adhérenz der Pneumokokken in Abhdngigkeit
des verwendeten Stamms und der inaktivierten Sortase. Diese Unterschiede deuten auf eine

sehr spezifische Funktionalitit Sortase-verankerter Proteine hin [31].

LPXTG
NanA
IgAl—Protease

Zmp
PrtA
HrtA
BghA

StrA Cbps
PrA Autolysine
PsrP PspA
Rrg PspC’
Pce nicht-klassisch
C'bpD PavA
CopG Enolase
GAPDH
Lipoproteine
e PCho
PsaA
PiaA
PiuA
AhA

Abbildung 3:  Mit der Zellwand assozierte Oberflichenproteine von Pneumokokken. Lipoproteine sind
tiber eine kovalente Bindung mit der Zellmembran (ZM) verbunden. An Lipoteichonsiure und
Teichonsdure ist Phosphorylcholin (PCho) angelagert, an welches die Cholin-bindenden
Proteine (Cbps) nicht-kovalent binden. Uber das Membranverankerungsmotiv LPXTG erfolgt
die kovalente Verkniipfung im Peptidoglykan (PG). Nicht-klassische Oberfldchenproteine
haben keine typischen Membranverankerungs-motive (verdndert nach Bergmann und
Hammerschmidt 2006).
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Bioinformatische Analysen der Genome von S. p. R6 und S. p. TIGR4 zur Identifizierung von
neuen Oberflichenproteinen als Angriffspunkte fiir Vakzine und Therapeutika identifizierten
13 bzw. 19 Sortase-abhédngige Proteine mit LPXTG-Motiv [136, 327]. In weiterfiihrenden
Computer-gestiitzten Analysen dieser hypothetischen Oberflaichenproteine des TIGR4
Genoms, wurden repetitive Sequenzen (Repeats) innerhalb des offenen Leserahmens sp0082
identifiziert [278]. Es wurde ein Protein mit N-terminalem Signalpeptid (Leader Peptid),
C-terminalem LPNTG-Motiv und vier Repeats aus 150 AS vorhergesagt. Die DNA-
Sequenzen dieser Repeats wiesen eine hohe Homologie auf. Aufgrund der potenziellen
Lokalisation dieser Repeats auf der Pneumokokkenoberfliche, erhielten diese Doménen die
Bezeichnung streptococcal surface repeats (ssures). Obwohl typische
Fibronektinbindungssequenzen, wie sie bei anderen Gram-positiven Bakterien identifiziert
wurden, nicht vorhanden sind, wurde eine Interaktion fiir die dritte, rekombinant produzierte
SSURE-Domine mit immobilisiertem Fibronektin beschrieben [60]. Das in silico Modell
einer SSURE-Doméne stellt ein Peptid unbekannter Struktur dar (Abb. 4). Demnach besteht
das Peptid aus zwei Hélften, die {iber eine bewegliche Linker-Region miteinander verbunden
sind. Eine Hilfte setzt sich aus einem Biindel von vier a-Helices mit dazwischenliegenden
B-Faltblattstrukturen und Haarnadel-Motiven zusammen. Die zweite Peptid-Halfte ist aus
einer a-Helix, die parallel zu drei B-Faltblittern liegt, aufgebaut. Eine potenzielle Fibronektin-
bindende Doméne befindet sich am C-terminalen Ende einer SSURE-Doméne, welche mit
repetitiven Sequenzen des Fibronektinmolekiils interagieren konnte [60, 153]. In Anlehnung
an das erste identifizierte Fibronektin-bindende Pneumokokken-Protein PavA (Pneumococcal
adhesion and virulence factor B) wurde das Protein PavB genannt (Pneumococcal adhesion
and virulence factor B) [153]. Eine detaillierte funktionelle Analyse von PavB, sowie

Untersuchungen zur Pathogenitét wurden im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt.
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Abbildung 4:  In silico 3-D Modell einer SSURE-Domiine von PavB (Jedrzejas, 2007).
Die vier a-Helices des aminoterminalen Endes sind iiber eine Linker-Region mit dem carboxy-
terminalen Ende verbunden. Bereiche, die an einer Fibronektinbindung beteiligt sein kdnnten,
sind als Stébe dargestellt und die Positionen der Aminosauren sind angegeben.

3.7 Ziele dieser Arbeit

S. pneumoniae sind hochangepasste Mikrorganismen, denen fiir Kolonisierungs- und
Invasionsprozesse ein Arsenal an Virulenzfaktoren zur Verfiigung steht. Die Bekdmpfung von
Pneumokokken-Infektionen wird in Zukunft nur mit der Entwicklung neuer Impfstoffe, die
eine Immunantwort gegen spezifische, hochkonservierte Proteine auslosen, auf internationaler
Ebene realisierbar sein. Der Einsatz von bisher gut charakterisierten Oberflichenproteinen,
die als Impfstoffkandidaten in Frage kommen konnten, ist auf Grund stammspezifischer
Unterschiede, Wirtsspezifititen oder Zelltropismen nur beschrankt moglich. Ziel dieser Arbeit
war zundchst die Untersuchung der Rolle des hypothetischen Oberflachenproteins PavB fiir
die Pathogenese einer Pneumokokken-Infektion unter in vivo Bedingungen. Die Virulenz
PavB-defizienter Pneumokokken sollte in verschiedenen Maus-Infektionsmodellen mit der
Virulenz parentaler Pneumokokken verglichen werden und Hinweise auf die Rolle von PavB
im Verlauf der Pathogenese von Pneumokokken-Infektionen liefern. /n vitro Infektions-
studien mit unterschiedlichen humanen Epithelzellen sollten weiterhin kldren, inwieweit PavB

als mogliches neues Adhédsin an der Kolonisierung von Wirtsgeweben und an
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Invasionsprozessen beteiligt ist. Dagegen sollten Phagozytoseexperimente mit PavB-
defizienten Pneumokokken einen ersten Eindruck iiber die Interaktion des potenziellen
Virulenzfaktors mit phagozytierenden Zellen des angeborenen Immunsystems verschaffen.
Fiir die Uberpriifung einer unter in vivo Bedingungen induzierten Antikdrperreaktion gegen
PavB standen Seren konvaleszenter Patienten, die an einer Pneumokokken-Infektion erkrankt
waren, zur Verfliigung. Damit sollte die immunogene Wirkung des Oberfldchenproteins unter
relevanten Bedingungen bestitigt werden. Weiterhin sollten funktionelle Bindungsstudien mit
verschiedenen SSURE-Proteinen (PavB-Derivate) die Fibronektinbindungsaktivitéit einer
SSURE-Domine bestétigen, sowie die Fibronektinbindungskapazitit einer Kombination aus
zwei SSURE-Doménen und des kompletten Proteins (alle SSURE-Domédnen) nachweisen.
Die Identifizierung der Bindungsregion von PavB-Derivaten im Fibronektinmolekiil sollte
unter Verwendung rekombinant hergestellter Teilfragmente von Fibronektin erfolgen.
Zusitzlich sollte die Existenz weiterer potenzieller Bindungspartner der SSURE-Peptide,
welche eine Besiedlung und eine Infektion mit Pneumokokken fordern konnten, aufgeklért

werden.

Die Tatsache, dass S. pneumoniae, wie viele Gram-positive Bakterien an immobilisiertes
Fibronektin bindet, war lange bekannt [342]. In vitro Infektionsversuche mit Epithel- und
Endothelzelllinien zeigten, dass zellgebundenes Fibronektin auch bei Pneumokokken zu einer
Fibronektin-vermittelten Adhdrenz und Invasion von Wirtszellen fithren kann [311]. In der
vorliegenden Arbeit sollte ergéinzend der Einfluss von Plasmafibronektin (pFn) wahrend der
Entstehung einer Lungenentziindung im murinen Infektionsmodell unter in vivo Bedingungen
und die Auswirkungen von Fibronektin auf die in vitro Phagozytose von Pneumokokken

untersucht werden.
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4  Ergebnisse

4.1 Charakterisierung von PavB

4.1.1 Die Verbreitung genomischer ssure Sequenzen fiir PavB in pathogenen

Bakterienstimmen

Fir den offenen Leserahmen von sp0082 von S. pneumoniae TIGR4 wurden durch
Sequenzanalysen vier repetitive Sequenzen, die als streptococcal surface repeats (ssure)
bezeichnet wurden, vorhergesagt [60], die das Protein PavB kodieren [153]. Die
bioinformatische Analyse von S. preumoniae R6 und anderen Streptokokkenarten wie
S. mitis, S. agalactiae und S. gordonii, zeigte orthologe Sequenzen. Der direkte Nachweis
ssure homologer Bereiche in diesen Stimmen und in anderen Humanpathogenen, wie E. coli,
S. aureus, L. pneumophila, C. albicans und S. mutans wurde in einer Hybridisierungsreaktion
mit einer ssure-spezifischen DNA-Sonde erhalten. Mit spezifischen Primern
(FnbrepS5/Fnbrep6) wurde eine Digoxiginin-markierte DNA-Sonde aus genomischer DNA
von TIGR4 hergestellt und fiir die Hybridisierungsreaktion mit genomischer DNA der zuvor
erwiahnten Krankheitserreger eingesetzt (Abb. 5). In allen 26 getesteten S. pneumoniae
Isolaten, sowie den Streptokokkenarten S. mitis, S. agalactiae und S. gordonii konnten
homologe Sequenzen zu den ssure-Sequenzen nachgewiesen werden. Es waren keine
homologen Bereiche zu den ssure-Sequenzen (pavB) bei E. coli, S. aureus, L. pneumophila,
C. albicans und iiberraschenderweise auch nicht bei S. mutans nachzuweisen (Abb. 5). Die
detaillierte molekulare Analyse PavB-kodierender Gene von S. pneumoniae, die im Rahmen
einer weiteren Studie durchgefiihrt wurde, zeigte, dass Unterschiede in den GroéBen der pavB

ORFs verschiedener Pneumokokkenstimme bestehen [154].
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Abbildung 5:  Verbreitung des pavB Gens in Pneumokokken (Px) und anderen humanpathogenen
Bakterienarten. Die genomische DNA der angegebenen Erreger wurde auf einer
Nylonmembran (Macherey-Nagel) immobilisiert und eine DNA-Hybridisierung mit einer
Digoxiginin-markierten ssure-Sonde durchgefiihrt. Der Expressionsvektor pQE30 mit der
kompletten ssure-Sequenz von TIGR4 diente als Positivkontrolle (pQE30 ssurel-5).

Verschiedene reprisentative SSURE-Proteine sollten fiir die Durchfiihrung funktioneller

Analysen mit extrazelluldren Matrixproteinen als Hise-fag Fusionsproteine hergestellt werden.

Die molekulare Analyse der pavB ORFs von S. pneumoniae TIGR4 und anderen

Pneumokokkenstimmen identifizierte die genaue Anzahl der ssure-Dominen, die zwischen

den Stimmen variiert. In S. p. TIGR4 konnte das Vorhandensein einer fiinften, nicht

annotierten ssure Doméne nachgewiesen werden [154]. Daher besteht das Protein PavB in

S. p. TIGR4 aus den flinf repetitiven SSURE-Dominen SSURE, bis SSUREs, wobei sich die

zusitzliche Doméne SSURE, hinter dem dritten annotierten SSURE-Repeat befindet

(Abb. 6). Die hohe Konservierung der SSURE-Sequenzen untereinander sowie die Existenz

flankierender Signal- und Verankerungsmotive am C- und N-Terminus wurde durch

bioinformatische Analysen bestdtigt. Aufgrund der Lidnge der einzelnen Repeats und der

Sequenz-Homologien der SSURE-Domédnen untereinander und innerhalb verschiedener

Stimme von S. pneumoniae kann das erste Repeat (150 AS) vom letzten Repeat (136 AS) und

den mittleren Repeats (core Repeats, je 152 AS), welche den Hauptteil des Proteins bilden

und deren Anzahl zwischen den Stdmmen variabel ist, unterschieden werden. In Protein-

Protein-Interaktionsstudien sollte das Bindungsverhalten eines einzelnen core SSURE-

Repeats (Hise-SSURE;) mit dem eines Tandems (Hisc-SSURE,;3) bzw. mit dem

Reprisentanten des natiirlich prozessierten Proteins PavB, bestechend aus SSUREIL bis

SSURES, jedoch ohne Leader Peptid sowie  hydrophobe Region und

Membranverankerungsmotiv (Hiss-SSURE s), analysiert werden. Fiir die Produktion der drei
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His¢-tag Fusionsproteine standen die Expressionsvektoren pQssure;, pQssure;:; und

pQssure;.s (pQ30-Derivate) zur Verfligung [154, 286].

LPNTG
TIGR4 PavB | TN IESVCPR|IECILeRN | ssume+ [ssures] [
TM Domaéne

Aminosaduren [112] 150 | 152 | 152 | 152 | 136 |70

SSURE s (99,4kDa) [ HECCTTTESLERIECPILIFTULIEN SSURE4 [ SSURESS |

E

SSURE ,.; (33,7 kDa)
SSURE, (17,5kDa)

#

Abbildung 6:  Schematische Darstellung der drei produzierten His,-SSURE Proteine.

PavB aus TIGR4 besteht aus fiinf repetitiven Domédnen (SSUREI bis SSURES) und verfiigt
iiber ein Leader Peptid (Signalpeptid, SP) und ein LPXTG-Motiv nahe der Transmembran
(TM)-Doméne. Die Aminosduresequenz von SSURE 1 und SSURE 5 unterscheidet sich
minimal von der Konsensussequenz der core Repeats SSURE2 bis SSURE4. In weil} ist die
neu identifizierte SSURE-Doméne SSURE4 dargestellt. Die drei Hisgs-getaggten
Fusionsproteine SSURE,, SSURE,,; und SSURE_5s wurden in rekombinanten E£. coli Klonen
produziert und iiber Nickelionen-Affinititschromatographie gereinigt.

Nach heterologer Expression in E. coli wurden die drei Hise-SSURE Proteine
affinitidtschromatographisch gereinigt. Die Proteine wurden gegen PBS pH 7.4 dialysiert und
in der SDS-PAGE auf Grof3e und Reinheit untersucht (Abb. 7). Die Proteinbanden fiir die drei
rekombinant hergestellten Proteine bestitigten die erwarteten Grof8en. Mit einer berechneten
Molekulargewicht (MW) von 17,5 kDa war das kleinste Peptid Hisc-SSURE, auf der Hohe
der 15 kDa Marker-Proteinbande und das 33,7 kDa gro3e Tandem-Peptid Hise- SSURE,; auf
Hohe der 37 kDa Marker-Proteinbande zu finden. Fiir das repridsentative PavB Protein
Hise-SSURE s ohne Leader Peptid und C-terminaler hydrophober Region mit
Verankerungsmotiv, wurde inklusive des Hiss-fags ein MW von 99,4 kDa berechnet. Alle
Proteine konnten in ausreichender Menge und Reinheit produziert werden. Hiss-SSURE 5
wurde fiir die Immunisierung von Balb/C Miusen verwendet. So konnte das Antiserums anti-
PavB (0-PavB) generiert werden. Die Immunisierung erfolgte durch Injektion von 25 pg
Hisg- SSURE s mit KFA. Zwei Wochen spiter erfolgte die ,,Booster-Immunisierung mit 20
ug Protein und IFK. Zur Herstellung des Antikorpers anti-SSURE, (a- SSURE,) wurde das
Protein His¢-SSURE, zur Firma Eurogentec fiir die Immunisierung eines Kaninchens
gesendet. Aus dem gewonnenen Kaninchen-Serum wurden iiber Protein A-Sepharose (Sigma)
die o-SSURE, IgG gereinigt. Sowohl a-PavB als auch a-SSURE, wurden im ELISA
tiberpriift und fiir einen Immunblot mit allen drei rekombinanten Proteinen eingesetzt

(Abb. 7). Der Antikorper a-SSURE, reagierte gut mit Hise-SSURE,; und Hisg-SSURE,.3,



Ergebnisse 40

zeigte aber nur eine schwache Reaktivitdt mit dem His-SSURE, 5. Die Spezifitit des Maus-
Serums o-PavB war im Wesentlichen auf die beiden Proteine Hise-SSURE;.s und
Hise- SSURE,;3 beschrinkt. Dagegen waren alle drei Hisg-getaggten Proteine gut mit dem

a-His Antikorper (Maus Penta-His™, Firma Qiagen) zu detektieren.
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Abbildung 7:  Reaktivitit der gereinigten Hiss-SSURE Proteine mit den hergestellten Antiseren und
dem Maus Penta-His™ IgG. Fiir alle drei Proteine Hiss-SSURE,, His-SSURE;.; und
Hise-SSURE, s wurden 0,5 pg Protein auf ein 12% SDS-Gel aufgetragen und eine Coomassie-
Farbung (CBB) bzw. ein Immunblot (IB) mit den generierten Antikorpern (Kaninchen
a-SSURE,, Maus a-PavB) und dem monoklonalen Maus Penta-His™ (Qiagen) durchgefiihrt.
Zu sehen sind die Proteinbanden fiir Hise-SSURE, (17,5 kDa), Hiss-SSURE,.; (33,7 kDa) und
Hisg-SSURE, 5 (99,4 kDa) im CBB bzw. nach ECL-Entwicklung (GE Healthcare) mit a-PavB
und a-SSURE, und Chloronaphtholentwicklung mit a-His im IB. Die GroBenbestimmung der
Protein-Banden erfolgte anhand des Proteinstandards BenchMark™ Prestained Protein Ladder
(Invitrogen).

4.1.2 Konstruktion von pavB-Mutanten in Streptococcus pneumoniae

In dieser Arbeit wurden pavB-Mutanten von S. pneumoniae (ApavB) in Infektions- und
Bindungsstudien zum Vergleich mit isogenen S. pneumoniae Wildtypstimmen (WT)
verwendet, um die Rolle von PavB bei der Bindung von Pneumokokken an die ECM und die
Beteiligung des Oberfldchenproteins wéhrend der Kolonisierung und der Entstehung einer
Infektion zu untersuchen. Dafiir standen pavB-Mutanten der Pneumokokkenstimme
S. p. 35A, D39Acps, D39 und D39/ux, bei denen durch homologe Rekombination pavB
deletiert und eine Erythromycinresistenzkassette (ermB) integriert wurde (allelic
replacement), zur Verfigung. Vor Verwendung in den Bindungs- und Infektionsstudien
wurde die Inaktivierung der PavB-Synthese in den Mutantenstimmen S. p.35AApavB,
D39AcpsApavB und D39/uxApavB im Immunblot bestdtigt und fiir die Wildtypstimme die
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Lokalisation von PavB auf der Pneumokokken-Oberfliche iiberpriift. Ein Southern Blot mit
chromosomaler DNA aus S§. p. Wildtypstimmen und derer isogenen pavB-Mutanten,
bestdtigte zusdtzlich die Insertion der ermB-Resistenzkassette in den pavB-Mutanten (ohne

Abb.).

4.1.3 Nachweis von PavB auf der Oberfliche von Pneumokokken

Die beiden schwach virulenten Stimme S.p. 35A oder D39Acps und deren isogene
pavB- Mutanten wurden fiir die Durchfithrung der in vitro Infektionsversuche (siehe 4.4) und
Fibronektin-Bindungsversuche (siehe 4.5.1) verwendet, wéihrend fiir die Infektionsstudien in
der Maus neben dem bekapselten D39 der biolumineszierende D39/ux und deren isogene
pavB-Mutanten (D39ApavB bzw. D39/uxApavB) eingesetzt wurden. Ein Immunblot bestétigte
die PavB-Produktion in den Stimmen R6, S. p. 35A, D39Acps, D39 und TIGR4, welcher als
Positivkontrolle diente (Abb. 8). Keine Signale wurden bei den Lysaten der pavB-Mutanten
S. p. 35ApavB, D39AcpsApavB bzw. D39ApavB detektiert. Diese Ergebnisse bestitigten die
Inaktivierung der PavB-Produktion in diesen Mutanten. Die ProteingréBen der verschiedenen
parentalen Wildtypstimme (WT) stimmten nicht mit den, auf Grundlage der annotierten
Anzahl von ssure Repeats, berechneten Groflen fiir PavB iiberein. Dieses zeigte fiir den
Referenzstamm TIGR4 mit vier SSURE statt den erwarteten 90 kDa eine Grof3e von 115 kDa.
Auch das Molekulargewicht der detektierten PavB Proteine in Lysaten der Stimme R6,
S. p. 35A und D39 lagen erheblich hoher als die vorher berechneten. Die erwdhnte molekulare
Analyse des pavB ORFs der verwendeten Stimme ermittelte die richtige Anzahl an SSURE
Doménen (5 in TIGR4, 7 in D39 und 9 in R6 bzw. S. p. 35A) und korrelierte mit den
detektierten Proteingréfen [154].
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Abbildung 8: Immunblot zur Detektion von PavB in S. pneumoniae Wildtypstimmen und isogenen
PavB-defizienten Pneumokokken. Bei ciner ODgy,m von 0,5 bis 0,6 wurden die
Pneumokokken geerntet und ein Lysat aus 1 x 10° Bakterien fiir eine 8% SDS-PAGE
eingesetzt. Nach Blockieren mit 5% Magermilchpulver erfolgte die Inkubation mit dem
PavB-Antiserum aus der Maus (a-PavB, 1:1000). Die Detektion erfolgte mittels eines
Peroxidase-gekoppelten Sekunddrantikorpers gegen Maus-IgG (Dianova, 1:5000) im ECL-
Verfahren. Als Ladekontrolle wurde ein Enolase-Antiserum  verwendet. Die
GroBenabschitzung  detektierter Proteine erfolgte anhand eines Protein-Grofenstandards
(BenchMarkTM, Invitrogen).

Die C-terminale LPNTG-Sequenz von PavB weist auf eine Sortase-abhéngige Verankerung
des Proteins in der Peptidoglykanschicht der Gram-positiven Zellwand hin, und macht damit
eine Oberflachen-Lokalisation des Proteins sehr wahrscheinlich. Diese sollte fiir die in dieser
Studie verwendeten S. pneumoniae Staimme 35A, D39 und D39Acps verifiziert werden. Eine
Detektion des Oberflichenmolekiils unter Verwendung des a-SSURE, war weder mittels
Immunfluoreszenz noch mittels Nano-Gold-Markierung in der elektronenmikroskopischen
Analyse moglich (ohne Abb.). Eine Immunfirbung der Pneumokokken mit dem
Mausantiserums o-PavB ermoglichte den Nachweis von PavB auf der Oberfliche von
S.p 35A mittels durchflusszytometrischer Analyse (Abb. 9). Im Vergleich zu den
Histogrammen der Negativkontrollen S. p. 35A CTRL und S. p. 35ApavB zeigte nur das
Histogramm der Wildtyp-Probe eine spezifische Zunahme der Fluoreszenz und bestétigte die

Oberfliachen-Lokalisation von PavB.
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Abbildung 9:  Detektion von PavB auf der Oberfléiche von S. p. 35A in der Durchflusszytomertie.

Dargestellt sind die Histogrammme der durchflusszytometrischen Analyse nach Inkubation der
Bakterien mit Maus anti-PavB (1:500) und Alexa488 anti-Maus (Invitrogen, 1:300) fiir
S.p. 35A (blaues Histogrammm) bzw. S.p. 35AApavB (rotes Histogramm). Bei dem
Kontrollansatz (graues Histogramm) wurde der Sekundirantikérper verwendet, um eine
unspezifische Bindung auszuschlieBen. Eine Verschiebung entlang der x-Achse (FITC-A) zeigt
die Steigerung der Fluoreszenzintensitit gemessener Ereignisse (y-Achse). Die Daten-
Aquisition und Auswertung erfolgte mit der Software FACSDiva (BD), fiir die graphische
Uberlagerung wurden die Programme PDFCreator 0.9.0.9 (pdfforge GbR), GIMP 2.6.8
(www.gimp.org) und Inkscape 0.47.0.3 (www.inkscape.org) verwendet [355].

Der Nachweis von PavB auf der Oberfliche des bekapselten und des unbekapselten D39 war
mittels Durchflusszytometrie nicht realisierbar. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der
Stimme S. p. 35A, D39 und D39Acps (M. Rohde, HZI Braunschweig) ermoglichten
unabhéngig von der Synthese einer Kapsel-Polysacharidschicht die Visualisierung von PavB
(Abb. 10). Wihrend PavB auf der Oberfliche der drei Wildtypstdimme detektiert wurde,
fehlten spezifische Signale, die auf eine PavB-Produktion hindeuten wiirden, bei Préparaten

der isogenen pavB-Mutanten.
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Abbildung 10:

Elektronenmikroskopischer Nachweis des Oberflichenproteins PavB.

Bakteriensedimente der bekapselten Stimme S. p. 35 A, D39 und des unbekapselten Stammes
D39Acps bzw. von deren isogenen pavB-Mutanten wurden mit polyklonalem anti-PavB-IgG in
einer 1:20 Verdiinnung behandelt. Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte mittels
15 nm Protein A-gekoppelter Gold-Nanopartikel (schwarze Punkte). Die Balken stellen eine
Lange von 200 nm dar. Die Pfeile deuten auf die Kapsel-Polysaccharidschicht der Bakterien.



Ergebnisse 45

4.2 Untersuchung der Virulenz von Streptococcus pneumoniae ApavB in Maus-

Infektionsmodellen

Obwohl S. pneumoniae als wirtsspezifischer Krankheitserreger gilt, kann die Infektion mit
virulenten Pneumokokkenstimmen bei Méausen zum Krankheitsbild einer Pneumonie, Sepsis
oder einer bakteriellen Meningitis fithren. Je nach Infektionsroute ermdglicht dies die
Untersuchung von Virulenzfaktoren im murinen Infektionsmodell unter in vivo Bedingungen.
Die Infektion von CD-1 Méausen mit den mausvirulenten Stimmen D39/ux und D39/uxApavB
im Pneumoniemodell bzw. D39 und D39ApavB im experimentellen Meningitismodell diente
zur Analyse der Rolle von PavB bei der Ausbreitung von Pneumokokken in den
verschiedenen Nischen des Wirts. Im Kolonisierungsmodell sowie im Pneumoniemodell
erfolgte die Infektion intranasal (I.N.), wohingegen die Bakterien im experimentellen Maus-
Meningitismodell intracerebral injiziert wurden. Aus den Infektionslosungen wurde das
Inokulum bestimmt, und so die erzielte Infektionsdosis berechnet. Wiahrend der ganzen
Versuchsdauer wurde der Gesundheitszustand der Méuse regelmafig iiberpriift. Bei Erreichen
eines Zustandes, der das Mal} des zu erwarteten Leidens iiberschritt, wurde das Tier durch

Auslosen einer Hypoxie (CO,-Gabe) euthanisiert.

4.2.1 Einfluss von PavB auf den Infektionsverlauf im Maus-Pneumoniemodell

Einen ersten Uberblick iiber einen Beitrag zur Pathogenitit des Proteins PavB, lieferte der
Vergleich der Uberlebensrate zweier Gruppen von Miusen, von denen die eine mit dem
Wildtyp-Bakterium (WT) und die andere mit der pavB-Mutante des mausvirulenten
S. pneumoniae D39 infiziert wurde. Je eine Gruppe von 18 CD-1 Méusen wurde [.N. mit
1 x 10’ CFU infiziert und deren Gesundheits-Zustand alle sechs Stunden iiberpriift. Bei 24 h
post-Infektion deutete bereits bei einigen Tieren der Zustand des Fells auf eine Infektion hin.
Mit fortschreitender Verschlechterung des Allgemeinzustands starben Tiere, die den WT
S.p. D39 trugen, bereits nach zwei Tagen (Abb. 11). Ein Tier entwickelte keine
Krankheitssymptome bis zum Versuchsende. Die Uberlebensrate, der mit S. p. D39ApavB
infizierten Mause, verldngerte sich deutlich gegeniiber der Kontrollgruppe, bei der bereits
50 h nach der Infektion die Hélfte der Tiere der Krankheit erlag. Bei einer Infektion mit der
PavB-Mutante blieben zwei Tiere asymptomatisch wobei die Sterblichkeitsrate von 50% erst

nach 75 h erreicht wurde.
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Abbildung 11: Kaplan-Meier-Diagramm zum Vergleich der Uberlebensrate Pneumokokken-infizierter
CD-1 Miuse. 6-8 Wochen alte CD-1 Weibchen (n=18) wurden mit 1 x 10’ S. p. D39 (blaue
Linie) oder S. p. D39ApavB (rote Linie) I.N. infiziert und deren Uberleben fiir die Dauer von
Tagen beobachtet. *P= 0,02 Log Rank Test.

Unter den gleichen Versuchsbedingungen wurde die Ausbreitung der biolumineszierenden
Pneumokokken-Stimme D39/ux und D39/uxApavB in je sechs Maéiusen mittels
Biolumineszenzmessung im IVIS® Lumina Imaging System (Xenogen Corporation) in
Echtzeit verfolgt (Abb. 12A). Die Hélfte der Tiere, die mit dem Wildtypstamm infiziert
wurden, hatte bereits nach 30 h eine Lungenentziindung entwickelt. Nach weiteren sechs
Stunden erhohte sich die Anzahl stark befallener Tiere auf fiinf. Zu diesem Zeitpunkt zeigte
erst ein Tier aus der Gruppe der mit der pavB-Mutante infizierten Miuse Anzeichen einer
Lungenentziindung. Die Messung 46 h post-Infektion zeigte eine Ausbreitung der
Pneumokokken fiir den Wildtypstamm und eine Zunahme der Anzahl erkrankter Tiere auch in
der Gruppe der mit S. p. D39ApavB infizierten Méause. Die grafische Darstellung (Abb. 12B)
bestdtigte durch die verspitete Zunahme der gemessenen Biolumineszenz in der

Versuchsgruppe S. p. D39ApavB eine Rolle von PavB in der frithen Phase der Infektion.
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Abbildung 12:
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Infektionsverlauf nach Infektion mit S. p. D39 und S. p. D39ApavB.

Nach Infektion von zwei Gruppen von CD-1 Miusen (n=6) mit 1 x 10" Bakterien (I.N.) wurde
die Ausbreitung der Pneumokokken im IVIS® Lumina Imaging System (Xenogen
Corporation) beobachtet (A) und die gemessene Biolumineszenz pro Zeitpunkt als Box
Whisker Diagramm mit Median dargestellt (B).
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4.2.2  Einfluss von PavB auf die Kolonisierung von CD-1 Miusen

Der Entstehung einer bakteriellen Lungenentziindung geht die erfolgreiche Kolonisierung des
Nasenrachenraums voraus. Von hier konnen die Bakterien iiber den Nasopharynx und die
Bronchien bis in die Lunge vordringen, und dort entziindliche Prozesse einleiten. Der
Vergleich von S. p. D39 und S. p. D39ApavB im Kolonisierungsmodell sollte kldren, ob die
Produktion von PavB fiir die erfolgreiche Besiedlung des Wirts von Vorteil ist. Bei einer
Infektionsdosis von 1 x 10° CFU pro CD-1 Maus hatte nach drei Tagen ein Zehntel der
Wildtyp-Bakterien erfolgreich den Nasopharynx besiedelt (Abb. 13). Mit durchschnittlich
1 x 10° CFU enthielten die Nasopharynxspiilungen hier mehr als die doppelte
Bakterienmenge als Isolate aus Madusen, die mit dem PavB-defizienten Stamm infiziert
wurden (p< 0,01). Am siebten Tag nach der Infektion konnten noch annihernd 0,5 x 10°
Bakterien des Stamms S. p. D39 aus den Méusen reisoliert werden (p< 0,05), demgegeniiber
waren noch ca. 2 x 10* CFU in nur drei Proben des Stamms S. p. D39ApavB enthalten
(p< 0,01). Ein é&hnliches Bild ergab sich fiir die Isolate aus den Bronchien, die
erwartungsgeméil nur wenige Bakterien enthielten. Hier konnten drei Tage nach Infektion mit
D39 aus sechs von neun Tieren CFUs zwischen 20 und 6000 pro Tier isoliert werden, jedoch
nur knapp 200 Bakterien des Stamms D39ApavB aus zwei von neun Maiusen der
Vergleichsgruppe (ohne Abb.). Wéhrend sich die WT-Pneumokokken in den Bronchien
halten konnten, waren am siebten Tag nach der Infektion kaum noch PavB-defiziente
Pneumokokken nachzuweisen (ohne Abb.). Zusétzlich zu den Spiilungen wurden die Lungen
der Miuse isoliert und die bakterielle Last bestimmt. Die auf Blutagarplatten ausplattierten,
unverdiinnten Suspensionen waren zu beiden Zeitpunkten in 18 % der Miuse, die mit dem
WT-Bakterium infiziert wurden, Kolonien zdhlbar. Im Gegensatz dazu wurden in den Lungen
der Mduse, die mit S. p. D39ApavB infiziert wurden, keine Bakterien gefunden (ohne Abb.).
Diese Ergebnisse zeigen, dass PavB unter in vivo Bedingungen zur Kolonisierung des

Nasenrachenraums beitrdgt und dadurch die Ausbreitung der Bakterien im Wirt unterstiitzt.
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Abbildung 13: Rolle von PavB bei der Koloniserung des Nasenrachenraums von CD-1 Méusen.
Zwei Gruppen (n=18) von CD-1 Méusen wurden mit 1x10° Bakterien intranasal infiziert und
am Tag 3 (n=9) und 7 (n=9) post-Infektion einer Nasopharynx-Spiillung mit 1 ml PBS
unterzogen. Das Diagramm zeigt die Anzahl reisolierter Bakterien (CFU) aus 100 pl
unverdiinnter Probe mit Median.

4.2.3 Beitrag von PavB zur Besiedlung von Organen nach Koinfektion mit Wildtyp

und PavB-defizienten Pneumokokken

Die pavB-Mutante zeigte in den Biolumineszenzmessungen eine verzogerte Ausbreitung in
der Lunge, und die Ergebnisse aus der Kolonisierungsstudie deuteten auf eine verminderte
Persistenz in den Atemwegen. Daher wurde in einem weiteren kompetitiven Infektionsansatz
die bakterielle Last der Atemwege im Pneumoniemodell verglichen. Fiir die Koinfektion
wurde eine Gruppe von 36 Miusen mit je 2 x 10° CFU S. p. D39 und S. p. D39ApavB LN
infiziert und die Keimlast der Atemwege nach 3, 6, 12, und 24 h fiir jeden Stamm auf
Selektionsplatten bestimmt. Die Berechnung des Kompetitiven Index (CI) aus den
enthaltenen Bakterienmengen der Spiilungen des Nasopharynx (NPL) bzw. der Bronchien
(BAL) und der isolierten Lunge, zeigte ein stirkeres Wachstum der Wildtyp-Bakterien im
Vergleich zu den PavB-defizienten Mutanten (Abb. 14). Im Nasopharynx war der PavB-
defiziente Stamm mit einem gemittelten CI unterhalb 0,5 bereits nach 3 h erheblich in seiner
Kolonisierungseigenschaft beeintrachtigt. Dieser Effekt wurde mit fortschreitender
Infektionsdauer bis zu 24 h post-Infektion mit einem CI nahe 0 noch deutlicher (Abb. 14
NPL). Auch in den Bronchien und der Lunge lagen die CI-Werte wiahrend der gesamten
Versuchsdauer unterhalb eins und erreichten zum Zeitpunkt 24 h post-Infektion ihren

Minimalwert knapp liber 0 (Abb. 14: BAL, Lunge). Die Fahigkeit zur Kolonisierung von
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Geweben der pavB-Mutante ist im Nasenrachenraum am deutlichsten. Ein Verlust von PavB

wirkt sich aber auch auf die Ausbreitung von S. pneumoniae in den unteren Atemwegen aus.
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Abbildung 14: Intranasale Koinfektion von CD-1 Miusen mit S. p. D39 und S. p. D39ApavB.
Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden n=9 Tiere getotet und die CFU aus dem
Nasopharynx (NPL), den Bronchien (BAL) und der Lunge auf Selektionsplatten bestimmt.
Diese wurden zum Inokulum ins Verhiltnis gesetzt und der Kompetitive Index (CI) berechnet.
Werte kleiner als 1 spiegeln einen groferen Anteil des Wildtypbakteriums an der Keimlast
wieder.

4.2.4  Untersuchung der Virulenz von Streptococcus pneumoniae ApavB

imexperimentellen Maus-Meningitismodell

Der Vergleich der beiden Pneumokokkenstimme in einem weiteren Infektionsmodell, bei
dem eine geringere Menge Pneumokokken in den rechten Frontallappen von C57BL/6
Maiusen injiziert wurde, diente zur Klérung des Einflusses von PavB bei der Entstehung einer
bakteriellen Meningitis. Die Infektion von 10 Méusen pro Gruppe erfolgte im Rahmen einer
Kooperation mit R. Nau und S. Ebert von der Universitidt Gottingen. 38 h nach der Infektion
wurden Proben aus dem Kleinhirn, der Milz und aus dem Blut gewonnen und die Anzahl
lebender Bakterien durch ausplattieren auf Blutagarplatten und Bestimmung der CFU
ermittelt. Im Vergleich der beiden Gruppen waren keine Unterschiede festzustellen (Abb. 15).
Auch bei der Beurteilung des Seiltests, sowie des Klinischen Scores und des Gewichts,
schlossen beide Gruppen mit dhnlichen Werten ab (ohne Abb.). Hat S. preumoniae bereits
Zugang zu Hirngewebe bekommen, wird die Entstehung der bakteriellen Meningitis nicht von

PavB beeinflusst.
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Abbildung 15: Keimlast nach intrazerebraler Infektion mit S. pneumoniae D 39 und der isogenen pavB-
Mutante. In den Frontallappen von C57BL/6 Miusen wurden jeweils 1 x 10* Pneumokokken
injiziert. Die Tiere wurden 36 h spéter getdtet und die bakterielle Last des Kleinhirns, in der
Milz und im Blut bestimmt. Die Darstellung zeigt die Anzahl der Bakterien in 1 ml Probe
(CFU/ml) fiir beide Gruppen.

4.3 Untersuchungen der Wechselwirkungen von PavB mit Bestandteilen des

Immunsystems

Bakterielle Virulenzfaktoren vermitteln als Adhdsine den Kontakt des Erregers zu
Wirtsgeweben und beschleunigen so den Kolonisierungsprozess. Andererseits ermoglichen
die Virulenzfaktoren auch die Umgehung der angeborenen (innaten) oder der humoralen
(adaptiven) Immunantwort. Die Produktion von PavB auf der Bakterienoberfldche fiihrte zu
einem vermehrten Wachstum der Bakterien in den Organen der Atemwege und einer erhdhten
Sterblichkeitsrate, die durch eine immunmodulatorische Wirkung von PavB verursacht
worden sein konnte. Die Infektion von phagozytierenden Zellen mit S. pneumoniae diente zur
Analyse des Einfluss von PavB auf die Phagozytose (sieche 4.3.1) von Pneumokokken. Ein
Immunblot mit Seren von Patienten, die an einer Pneumokokken-Infektion erkrankt waren,
sollte kldren, ob eine Infektion mit S. pneumoniae eine spezifische Antikorperproduktion

gegen PavB im Mensch ausldsen kann (siehe 4.3.2).
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4.3.1 Einfluss von PavB auf die Phagozytose von Pneumokokken

Als Teil des angeborenen Immunsystems erkennen Monozyten und Granulozyten wirtsfremde
Antigene oder Pathogene. Nach erfolgreicher Erkennung der Erreger im Blut und im Gewebe
kommt es normalerweise zur Phagozytose des Mikroorganismus. Bakterien haben fiir das
Entkommen vor der Phagozytose verschiedene Strategien entwickelt, die das Uberleben
sichern. Fiir die Virulenzfaktoren PpmA und SIrA von S. pneumoniae konnte bereits eine
Rolle bei der Hemmung der Aufnahme in makrophagenartige Zellen demonstriert werden
[75, 131]. In Phagozytoseexperimenten mit zwei Typen von Phagozyten sollte iiberpriift
werden, ob das Oberflichenprotein PavB die Aufnahme von S. pneumoniae in
phagozytierende Zellen beeinflusst. Humane polymorphonukledre Leukozyten (PMNs,
Granulozyten) wurden mit FITC-markierten Pneumokokken fiir die Bestimmung
zellassoziierter ~ Bakterien mittels  Durchflusszytometrie  infiziert. Zur  besseren
Vergleichbarkeit der Ergebnisse aus den in vivo Infektionen mit den in vitro Infektionen
wurde zusidtzlich die Anzahl intrazelluldrer, lebensfiahiger Bakterien nach Infektion muriner
makrophagenartiger Zellen (J774) durch Ausplattieren der phagozytierten Pneumokokken auf
Blutagarplatten bestimmt. Die extrazelluldren Bakterien wurden durch die Zugabe von
Penicillin G und Gentamicin im Antibiotika-Protektions-Versuch abgetotet. In beiden Fallen
erfolgte die Infektion mit den Stdmmen S. p. 35A bzw. S. p. D39Acps und deren PavB-
Mutanten S. p. 35AApavB bzw. S.p. D39AcpsApavB fir 30 min bei 37°C. Die
durchflusszytometrischen Analysen ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen WT
und Mutanten beziiglich der Gesamtzahl aufgenommener und adhérenter Bakterien. Sowohl
fiir den Stamm S. p. 35A als auch fiir S. p. D39 und deren isogenen pavB-Mutanten wurde
eine mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) von ca. 10° gemessen (Abb. 16B). Auch nach
Ausplattieren intrazelluldrer Bakterien aus J774 wurde weder fiir S. p. 35A ApavB noch fiir
S. p. D39AcpsApavB eine verdnderte Aufnahmerate gegeniiber den PavB positiven Stimmen
festgestellt (Abb. 16A). Nach einer 30-miniitigen Infektion konnten noch 1,2% der
inokulierten S.p 35A reisoliert werden, was sich mit einem P-Wert von 0,15 nicht erheblich
von der Aufnahmerate von 1,4% fiir den S .p. 35A ApavB unterschied. Das Gleiche galt fiir
den Stamm S. p. D39, der schlechter aufgenommen wurde, jedoch mit einer Rate von 0,2%
und einem P-Wert von 0,75 noch nidher mit dem Wert der isogenen pavB-Mutante zusammen

lag.
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Abbildung 16: Untersuchung des Beitrags von PavB auf die Aufnahme von S. prneumoniae in
phagozytierende Zellen. (A) Die Aufnahme von S. p. 35A bzw. S. p. D39Acps und deren
isogenen pavB-Mutanten in murine makrophagenartige Zellen (J774) wurde nach 30 min
Infektion bei 37°C und Abtotung extrazelluldrer Bakterien verglichen. Die y-Achse gibt den
Prozentsatz lebensfihiger reisolierter Pneumokokken bzgl. der Infektionsdosis (5x10°%) pro
Kavitit an. (B) 2x10° humane Granulozyten (PMNs) wurden fiir 30 min mit 5 x 10° FITC-
markierten Pneumokokken inkubiert und durchflusszytometrisch (FACSCanto™, BD)
analysiert. Die im FITC-Kanal gemessene mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) wurde fiir die
gesamte Zellpopulation bestimmt und diente als Mall aufgenommener und adhérenter
Bakterien. Die Auswertung von drei unabhéngigen Ergebnissen lieferte P-Werte tiber 0,05.

Die Resultate der durchgefiihrten Phagozytoseversuche wiesen auf keinen Zusammenhang
zwischen dem Oberflichenprotein PavB und der Aufnahme von S. preumoniae durch
Phagozyten hin, schlossen aber einen intrazelluliren Uberlebensvorteil der Wildtyp-Bakterien
nicht aus. Deshalb wurde nach Durchfiihrung des Antibiotika-Protektions Versuchs mit J774
Zellen eine Zeitreihe fiir das intrazellulire Uberleben nach 1-stiindiger Inkubation mit
Penicillin G und Gentamicin-haltigem Infektionsmedium erstellt (Abb. 16A). Zum Zeitpunkt
0 h nach Abtdten der extrazelluliren Bakterien wurde die Anzahl der Kolonie-bildenden
Bakterien (CFU) fiir jeden Stamm einem intrazelluliren Uberleben von 100% gleich gesetzt.
Ab diesem Zeitpunkt wurden die isogenen pavB -Mutanten beider S.p Stamme gleich schnell
wie der parentale WT Stamm abgetotet. Nach einer Stunde reduzierte sich die Anzahl
intrazellularer Bakterien auf 71,74% (x 20,08) fiir den Wildtypstamm S. p. 35A und auf
73,9% (£ 13,16) fiir den PavB-defizienten Stamm. Eine lingere Inkubation der Zellen fiihrte
zu einer weiteren Abnahme auf 52,65% (£ 18,77) der Wildtyp-Bakterien und 49,36% (+ 1,28)
von S. p. 35AApavB nach 2h. Drei Stunden nach Entfernen des Antibiotikums waren noch
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knapp 25% des Wildtyps und des PavB-defizienten S. p. 35A mit 29,58% (£ 11,99) und
26,16% (£ 6,09) liberlebensfahig. Vom kapsellosen D39Acps waren nach 1 h durchschnittlich
noch 50% lebensfihig gegeniiber einem Uberleben von 73,75% (+ 33,19) der isogenen pavB-
Mutante (Abb. 17B). Eine weitere Stunde spiter niherte sich die Uberlebensrate vom
Wildtypstamm mit 25,20% (£ 7,76) noch mehr der Uberlebensrate der Mutante von 34,66%
(£ 20,33) an. Bei Versuchsende waren bei beiden S. p. Stimmen WT Pneumokokken sowie
PavB-defiziente Pneumokokken zu ca. 80% prozessiert und abgetotet. Demzufolge hat PavB

keine Auswirkungen auf die Phagozytose von Pneumokokken durch murine phagozytierende
Zellen.
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Abbildung 17: Intrazellulire Uberlebensrate von S. pneumoniaeApavB und S. pneumoniae in murinen
makrophagenartigen Zellen (J774). Auf eine 30-miniitige Infektion mit 5x10°
Pneumokokken folgte die Abtdtung extrazelluldrer Bakterien fir 1 h zur Bestimmung
intrazelluldrer Bakterien mit Antibiotikum (0 h). Nach der weiteren Inkubation in
RPMI/1%FCS fiir 1 h, 2 h und 3 h wurde der Prozentsatz iiberlebender, intrazelluldren
Bakterien von (A) S. p. 35A und (B) S. p. D39Acps und deren isogenen pavB-Mutanten nach
Abtoten extrazelluldrer Bakterien im Antibiotika-Protektions-Versuch bestimmt.

Die Erkennung von Pathogenen durch Phagozyten erfolgt einerseits iiber Pattern Recognition
Receptors (PRRs) anhand der Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs) auf der
bakteriellen Seite. Andererseits binden Komponenten des Komplementsystems oder
Immunglobuline (Ig) an Oberflichenstrukturen von Fremdkoérpern oder -organismen. Die
sogenannte Opsonisierung beschleunigt die Aufnahme durch phagozytierende Zellen. Erfolgt
die Bindung iiber Antikorper, die gegen spezifische Oberflichenproteine von Bakterien
gerichtet sind (Opsonisierung), so werden die IgGs am Fc-Teil von Fc-Rezeptoren auf

Phagozyten erkannt und fiihren zur Phagozytose und Beseitigung des Pathogens. Dieser
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Mechanismus stellt einen wichtigen Aspekt eines wirksamen Impfstoffes dar. Zur
Uberpriifung  opsonisierender ~ Eigenschaften = von  anti-SSURE, IgG  wurden
Opsonophagozytose-Experimente mit PMNs und J774 nach Prédinkubation von S. p. 35A und
S. p. 35AApavB in einer 1:50 Verdinnung des Antikorpers anti-SSURE, wie oben
beschrieben durchgefiihrt. In beiden Féllen konnte eine opsonisierende Eigenschaft des anti-

SSURE; IgG nicht eindeutig nachgewiesen werden.

4.3.2  Nachweis spezifischer Antikorper gegen PavB in Patientenseren

Die sehr hohe Homologie der mittleren (core) und endstdndigen (/asf) SSURE-Doménen
zwischen den Stdmmen und die Oberflichenexposition von PavB sind essentielle
Voraussetzungen fiir den Einsatz als Komponente eines multivalenten Impfstoffes. Eine
weitere wichtige Bedingung fiir eine Impfstoffkomponente ist das Auslosen einer humoralen
Immunantwort im Wirt. Die Immunogenitit von PavB wurde anhand relevanter in vivo
Bedingungen mit Seren von Patienten, die an unterschiedlichen Pneumokokken-Infektionen
erkrankt waren, festgestellt (Abb. 18). Sieben Seren von Patienten in der Konvaleszenz-Phase
(siche Tab. 20 unter 6.8) wurden in einem Immunblot auf die Existenz und Reaktivitit von
PavB-spezifischen Antikorpern getestet. Hierflir wurden auf einer Membran jeweils 1 pg
Hisg-SSURE,+3 Peptid und 1 pg der Kontrollproteine Hisg-PspA und Hise-PspC, die
immunogen sind [164], immobilisiert und mit 25% Serum {iiberschichtet. In allen getesteten
Patientenseren konnten Antikorper, die mit Hise-SSURE,. 3 reagierten, nachgewiesen werden.

Die Kontrollen mit BSA bestitigten die Spezifitit der Reaktion (ohne Abb.).
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Abbildung 18: Detektion von anti-PavB Antikérpern in humanem Patienten-Serum.
Hiss. SSURE,.; (1pg) wurde als reprisentatives SSURE-Peptid fiir den Nachweis PavB
spezifischer Immunglobuline (IgGs) fiir ein Overlay-Experiment mit Seren konvaleszenter
Patienten [377] auf Nitrocellulose (Protran®, Whatman) immobilisiert. Je 1 pg der Proteine
Hisg-PspA und PspC dienten als Positivkontrolle. Protein-gebundenes IgG wurde mit Hilfe
eines Peroxidase-gekoppelten anti-human IgG (y-chain) (Sigma) in einer Verdiinnung von
1:500 nach ECL-Entwicklung (GE Healthcare) nachgewiesen.
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Die Immunogenitit von PavB wurde durch die Verwendung von Hise-SSURE; s im
Immunblot bestitigt (ohne Abb.). Drei der getesteten Paptientenseren wurden zusétzlich fiir
einen Immunblot mit immobilisiertem Hise-SSURE, eingesetzt. Hier konnten jedoch keine
positiven Signale detektiert werden (ohne Abb.). Das Oberflichenprotein PavB 16st den
Ergebnissen zufolge eine humorale Immunantwort in Folge einer Pneumokokken-Infektion

aus.

4.4 Der Kolonisierungsfaktor PavB

Die Ergebnisse aus den unterschiedlichen in vivo Maus-Infektionsmodellen verdeutlichten die
Beteiligung von PavB wihrend der Kolonisierung der Atemwege und der Ausbreitung im
Wirt. Beriicksichtigt man die Ergebnisse der Phagozytoseversuche, die einen erheblichen
Einfluss von PavB auf die Phagozytose von S. pneumoniae ausschlieBen (s.o0.), so deuten die
beobachteten Effekte auf eine eingeschrinkte Fihigkeit zur Adhésion oder Invasion des
PavB-defizienten Stammes hin. Zur ndheren Charakterisierung der Funktion von PavB
wihrend des Kolonisierungsprozesses wurde ein in vifro Infektionsmodell mit humanen
Epithelzelllinien gewdhlt. Die immortalisierten Zellen fiir das Lungen- (A549) und
Nasopharynxepithel (Detroit 562) wurden fiir alle im Folgenden durchgefiihrten Versuche
zwei Tage bei 37°C und 5% CO; kultiviert und bei einer Zelldichte von ca. 2 x 10° mit der
angegebenen MOI fiir 2 h infiziert. In den Infektionsversuchen wurde sowohl Adhérenz als
auch Invasion des schwach bekapselten S. p. 35A und des kapsellosen S. p. D39Acps mit der
jeweiligen isogenen pavB-Mutante verglichen. Die Frage, ob sich PavB auf die Adhédrenz von
Pneumokokken auswirkt, wurde nachfolgend fiir S. pneumoniae 35A in Inhibitionsstudien mit

rekombinantem PavB (Hiss-SSURE 5) als Kompetitor unter 4.4.2 néher untersucht.

4.4.1 Rolle von PavB fiir die Adhirenz und Invasion von Pneumokokken

Der mausvirulente S. pneumoniae D39 verfligt iiber ein stark beeintrichtigtes Adhdsions- und
Invasionsvermdgen in in vitro Infektionsversuchen [119, 267, 277]. Auch nach Infektion mit
einer MOI 100 sind nach Infektion der epithelialen Zellen nur wenige Bakterien des Stammes
S. p. D 39 auf den Zellen adhiriert (ohne Abb.). Daher wurden standardméBig die kapsellose
Mutante S. pneumoniae D 39Acps, in der Gene fiir die Synthese der Kapselpolysacharide
deletiert sind [277], und der schwach bekapselte Stamm S. pneumoniae 35A (NCTC10319)
[267] fiir die Zellkulturinfektionen verwendet (Tab. 2). Nach Anfarben der extrazelluldren

Bakterien mittels Immunfluoreszenzfiarbung war ersichtlich, dass auf beiden Epithelzelltypen
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erheblich mehr extrazellulire Bakterien des Stammes S. pneumoniae 35A pro Zelle
adhérierten als 2 h nach der Infektion mit S. pneumoniae D39Acps (Abb. 19 B). Im Vergleich
zum Wildtypstamm waren bei Zellen, die mit der Mutante S. pneumoniae 35AApavB infiziert
wurden, weniger Pneumokokken angeheftet. Der Verlust des Oberfldchenproteins bei S. p.
35A fiihrte zu einer 80%-igen Reduktion der bakteriellen Adhirenz an A549 Zellen und nach
Infektion der Nasopharynxepithelzellen Detroit 568 zu einer 60%-igen Abnahme (Abb. 19 A).
Nur wenige Bakterien des Stamms D39Acps sowie der PavB-defizienten Mutante hatten an

die Zelloberflache beider Zelltypen gebunden.
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Abbildung 19: Bedeutung von PavB fiir die Adhéirenz von Pneumokokken. (A und B) A549 und Detroit
562 wurden 2 h mit S. pneumoniae 35A (MOI 25) oder S. pneumoniae D39Acps (MOI 50) und
deren isogenen pavB-Mutanten infiziert. Extrazelluldre Bakterien wurden mit Kaninchen anti-
S. pneumoniae 1gG (Eurogentec) und Alexa Fluor 488 Ziege-anti-Kaninchen IgG (Invitrogen)
angefarbt. Die Visualisierung der Préparate erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop Leica DM
LB (Olimmersion/100 x). (A) Von drei Replikaten wurde die Anzahl adhirenter (griiner)
Bakterien pro 50 Zellen ausgezdhlt und die Adhdrenz der pavB-Mutante zum Wildtyp ins
Verhiltnis gesetzt. (B) Mit dem konfokalen Laserscanning Mikroskop Zeiss LSM510 META
erfolgte die fluoreszenzmikroskopische Dokumentation reprdsentativer Ausschnitte der
Priparate. Der Balken entspricht jeweils 10 pm.

Zusitzlich zur Adhdrenz wurde der Einfluss des PavB-Verlustes auf die Invasion von S. p.
35A untersucht. Nach Durchfiihrung eines Antibiotika-Protektions-Versuches war die Anzahl
intrazelluldrer Bakterien in A549 und Detroit 562 fiir den PavB-defizienten Stamm auf 30%
bzw. 40% im Vergleich zum Wildtypstamm signifikant reduziert (Abb. 20A). Auch nach
Infektion der Endothelzelllinie HBMEC fiihrte der Verlust von PavB zu einer signifikanten
Abnahme invasiver Bakterien (ohne Abb.). Um zu iiberpriifen, ob die erniedrigte

Invasionsrate der pavB-Mutante eine Folge der eingeschriankten Adhisionsfahigkeit ist, wurde
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die relative Invasionsrate der adhdrenten Pneumokokken pro Zelle berechnet. Dazu wurde die
Invasionsrate der inokulierten Bakterien zur Adhédsionsrate der inokulierten Bakterien ins
Verhiltnis gesetzt (Abb. 20B). Die adhdrenten Bakterien der beiden Stimme S. p. 35A und
S. p. 35AApavB zeigten die gleiche relative Invasion gegeniiber der Zelllinien D-562 (10™'
bzw. 0,1) und A549 (10™ bzw. 0,0001). Die Ergebnisse der Zellkulturinfektionsstudien
machen deutlich, dass PavB als Adhidsin die Anheftung von Wildtyp-Pneumokokken an
eukaryotische Zellen fordert, womit mehr Bakterien in die Wirtszelle eindringen koénnen. Eine
zusitzliche Beteiligung von PavB an der Aufnahme der zellgebundenen Pneumokokken

konnte nicht festgestellt werden.
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Abbildung 20: Untersuchung des Einflusses von PavB auf die Invasion von Epithelzellen. (A) Die Anzahl
intrazelluldrer Bakterien bei einer MOI 25 von S. p. 35 A und S. p. 35A ApavB wurde nach
Durchfiihrung eines Antibiotika-Protektions-Versuchs durch Ausplattieren auf Blutagarplatten
bestimmt und als relative Werte im Bezug zum Wildtyp dargestellt. (B) Fiir den WT und die
Mutante wurde der Prozentsatz adhirenter und invasiver Bakterien, ausgehend vom Inokulum
berechnet. Daraus wurde die relative Invasionsrate adhédrenter Bakterien ermittelt.
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Tabelle 2:  Adhirenz an und Invasion in epitheliale Wirtszellen von S. pneumoniae Wildtypstimmen
und der isogenen pavB-Mutanten.

A549 Detroit 562

Stamm Adhirez (pro Zelle) Invasion (cfu/well) Adhérenz (pro Zelle) Invasion (cfu/well)
S. p. 35A° 33,28 +11,36 528,50 + 163,95 3,12 +1,24 9624,38 +3302,00
S. p. 35AApavB 4,10 = 0,88 183,50 + 81,06 1,27 £ 0,84 4011,88 + 1448,16
D39Acps® 2,48 £1,15 179,73 + 41,17 1,89 £ 1,50 19,75 £ 15,79
D39AcpsApavB 2,20 = 0,95 261,73 +£130,19 1,85+ 1,84 73,21 + 16,80
D39 0,03 + 0,013 9,00 +2,12 0,04 = 0,03 4,67 +5,06
D39ApavB 0,002 + 0,003 3,00 + 0,71 0,01 + 0,02 1,50 1,73

*die Zellen wurden mit einer MOI von 25 Bakterien pro Wirtszelle fiir S. p. 35A Stimme infiziert;

Pdie Zellen wurden mit einer MOI von 50 Bakterien pro Wirtszelle fiir D39 Stiimme infiziert

4.4.2 Inhibition der Adhirenz von Streptococcus pneumoniae an Lungenepithelzellen

durch Hise-SSURE 5

Die Ergebnisse aus den in vitro Infektionsstudien und den Maus-Infektionsexperimenten
demonstrierten einen  deutlichen Zusammenhang zwischen dem Verlust des
Oberflachenproteins PavB und einer eingeschrinkten Adhésion der Pneumokokken bzw. der
Beeintriachtigung der Kolonisierung im Mausmodell. Ein kompetitiver Infektionsversuch mit
rekombinantem PavB (Hise-SSURE), 5) als Inhibitor sollte kldren, ob Bindungsstellen auf der
Epithelzelle fiir das oberfldchenstindige PavB von S. pneumoniae vorhanden sind. Zu diesem
Zweck wurden Infektionsexperimente mit dem Wildtypstamm S. p. 35A in Gegenwart von
0 ng, 1 pgund 5 pg Hise-SSURE s als Kompetitior durchgefiihrt. Die adhdrenten Bakterien
wurden wiederum mittels DIF angefdrbt und an A549 Zellen angeheftete Pneumokokken in
der Fluoreszenzmikroskopie dokumentiert (Abb. 21). Eine steigende Menge an
rekombinantem Protein flihrte zu einer verminderten Anzahl adhdrenter Pneumokokken pro
Epithelzelle. Schon die Anwesenheit von 1 pg Protein bewirkte eine Halbierung von
durchschnittlich 40 Bakterien pro Zelle auf 20. Wurde die Proteinmenge auf 5 pg gesteigert,
so waren nur noch ca. 10 Pneumokokken auf der Zelloberfliche zu zdhlen. Die Adhérenz der
Mutante S.p 35AApavB wurde durch die exogene Zugabe von rekombinantem Peptid nicht
signifikant beeinflusst (ohne Abb.). Der Einsatz von gleichen Mengen Hisc-Enolase hatte
ebenfalls keinen inhibierenden Effekt auf die Adhirenz von S. p. 35A. Diese Resultate weisen

auf das Vorhandensein eines Rezeptors fiir PavB auf der Epithelzelllinie hin.



Ergebnisse 60

50 1

40 1

A 549

30 1

5,0 5,0
SSURE 5 Enolase

20 1 * [ngl

10 1

08 [ng]
0 1,0 5,0

SSURE ;.5

Anzahl adharenter Bakterien/Zelle
(=]
=

Abbildung 21: Inhibition der Adhirenz von S. pneumoniae 35A durch His¢-SSURE . Infektion von
A549 Zellen mit S. p. 35A (MOI 25) unter Zusatz steigender Mengen von Hisg-SSURE, 5. Zum
Ausschluss unspezifischer Effekte, wie z.B. einer sterischen Hinderung der Adhésion durch
das Protein, wurde ein Kontrollansatz mit der 42 kDa gro3en Hisg-a-Enolase als Kompetitor
durchgefiihrt. *P<0,05 im Vergleich zu Kontrollansétzen ohne Hisg-SSURE | s.

4.4.3 Bindung von Hissc-SSURE Proteinen an eukaryotische Zellen

Die oben beschriebenen Infektionsstudien mit epithelialen Zellen zeigen einen signifikanten
Beitrag von PavB zur Adhidsion von S. pneumoniae an Wirtzellen. Zusétzlich deuteten
Inhibitionsstudien mit rekombinanten Derivaten von PavB auf die Existenz einer
PavB-spezifischen Bindungsstelle auf der Zelloberfliche hin. Mit Hilfe verschiedener
Versuchsansitze wurde die direkte Bindung von PavB an die eukaryotische Zelle analysiert.
Immunfluoreszenz-Analysen unter Verwendung eines SSURE-spezifischen Antikorpers oder
des monoklonalen Maus Penta-His™ (QIAGEN) und eines Fluorophor-gekoppelten
Sekunddrantikorpers lieferten weder fiir die mikroskopische Beurteilung noch bei
durchflusszytometrischen Analysen spezifische Signale nach Inkubation von Zellen mit
Hisg-SSURE Proteinen (ohne Abb.). Auch der Einsatz der Antikorper in einem Zell-basierten
ELISA, sowie im Immunblot mit Lysaten von SSURE-prdinkubierten Epithelzellen war auf
Grund der unspezifischen Bindung der Primdrantikdrper nicht anwendbar (ohne Abb.).
Darauf wurden die drei Hise-SSURE Proteine an Latex-beads (Polystyrene Latex Beads,
Sigma) zur Inkubation von Zellen, gekoppelt, jedoch war visuell kein Unterschied zu BSA-
gekoppelten Kontrollbeads im Lichtmikroskop festzustellen (ohne Abb.). Aussagekriftige
durchflusszytometrische Analysen waren erst mit der Immobilisierung der rekombinanten
PavB-Derivate an fluoreszierende beads (Fluoresbrite® YG Carboxylate Microspheres 3.00

um, Polysciences, Inc.) oder deren Markierung mit einem Fluorophor, mdglich.
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Fiir die Quantifizierung der Proteinbindung an die Zellen wurde die Inkubation fixierter A549
Zellen mit Cy5S-markiertem Hise-SSURE;:3 (Cy5-SSURE,;3) bzw. Hise-SSURE, s
(Cy5-SSURE)5) gewidhlt (Abb. 22A). Eine einstlindige Inkubation der Zellen mit 10 pg/ml
Cy5-SSURE,.; reichte fiir positive Signale im FL-4 des FACSCalibur™ (BD) bei 95,2% der
Zellen. Der Einsatz gleicher Mengen an Cy5-SSURE,; sPeptid resultierte fiir 65,9% der
Zellpopulation in positiven Fluoreszenzsignalen. Cy5-markiertes BSA flihrte zu einer
geringen unspezifischen Fluoreszenz bei 3,1% der eingelesenen Zellen. Der Prozentsatz
positiver Zellen erhohte sich hier mit der fiinffachen Menge Protein auf 23,7%. Bei dieser
Konzentration wurde jedoch mit Cy5-SSURE, s eine nahezu vollstindige Markierung der
Zellpopulation mit 96,2% erreicht. In Abbildung 22B ist die konzentrationsabhingige
Zunahme der SSURE-Bindung an die Zellen verdeutlicht. Gegeniiber den Kontrollanséitzen
mit Cy5-BSA nahm die Gesamtfluoreszenz (GMFI x % der positiven Ereignisse) der
Cy5-markierten Hisc-SSURE Proteine mit steigenden Proteinmengen konstant zu. Wéhrend
100 pg Cy5-BSA zu einer Gesamtfluoreszenz von 0,32 x 10° im Vergleich zu 0,003 x 10° des
Kontrollansatzes ohne Protein fiihrten, erfolgte fiir Proben mit der gleichen Menge
Cy5-SSURE,; eine Steigerung auf 5,31 x 10°. Von diesem PavB-Derivat reichte bereits eine
Menge von 5 pg aus um erhdhte Werte von 0,64 x 10° zu erhalten. Die Zellbindung von
CyS5-markiertem Hise-SSURE;s Peptid war ab einer Menge von 10 pg mit einer

Gesamtfluoreszenz von 0,37 x 10° deutlich erkennbar.
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Abbildung 22: Bindung Cy5-markierter SSURE-Proteine an A549 Zellen. 2 x 10° Zellen wurden mit 2%
PFA fixiert und fiir 1 h bei RT mit ansteigenden Mengen Cy5-SSURE,; und Cy5-SSURE s
oder Cy5- BSA inkubiert. Pro Ansatz wurden 10.000 Zellen gemessen und die Fluoreszenz im
FL-4 des FACSCalibur™ (BD) detektiert. (A) Die Grafik zeigt die konzentrationsabhingige
Zunahme der Gesamtfluoreszenz (GMFI x % der positiven Ereignisse) der Zellpopulation.
(B) Eine Zunahme der Fluoreszenz resultierte in einer Verschiebung der Histogramme entlang
der x-Achse (FL4-Cy5). Der prozentuale Anteil an Zellen mit gebundenem CyS-markiertem
Protein ist angegeben. Die Festlegung des Schwellenwerts (gestrichelte Linie) fiir die
Fluoreszenzzunahme erfolgte in Kontrollansdtzen ohne Zugabe von Protein. Gezeigt sind die
Ergebnisse einer reprisentativen durchflusszytometrischen Analyse.

Nachdem Infektionsstudien mit der pavB-Mutante von S.p 35A auch fiir Detroit-Zellen eine
Abnahme der Adhdrenz zeigten, wurde die Bindung des Oberflachenproteins auch fiir andere
Zelllinien tiberpriift und die Zellbindung von Cy5-SSURE,3; an Detroit Zellen sowie an eine
weitere epitheliale Zelllinie (MDCK) bestétigt (Abb. 23A). Da Immunzellen Rezeptoren
produzieren, die auch auf Epithelzellen zu finden sind, wurde die Bindung von
Cy5-markiertem SSURE;:3 auch an humane Granulozyten (PMNs) und murine
makrophagenartige Zellen (J774) getestet (Abb. 23A). Beim Vergleich der Gesamtfluoreszenz
der gemessenen Zellpopulationen (Abb. 23 B) erreicht die SSURE-Bindung an A549
Zellen einen Maximalwert von 1,2 x 10°. Die Bindung an  Detroit-Zellen war mit 6 x 10
schwicher, aber gegeniiber MDCK Zellen noch leicht erhoht. Die Gesamtfluoreszenz von
2 x 10° liegt fiir die MDCK Zellen im Bereich der Werte, die auch nach Inkubation der
Granulozyten und makrophagenartigen Zellen mit 10 pg Cy5-markiertem Protein gemessenen
wurden. Eine unspezifische Bindung des Cy5-Farbstoffes an die Zellen wurde auch hier durch

das Mitfiihren von Kontrollansidtzen mit 10 ug Cy5-BSA beriicksichtigt.
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Bindung von CyS5-SSURE,.; an eukaryotische Zellen. Die Abbildung der SSURE-Bindung
an die epithelialen Zelllinien Detroit 562 und MDCK sowie an humane PMNs und murine
makrophagenartige Zellen J774 zeigt reprisentative Ergebnisse aus unabhingigen Versuchen.
Nach Inkubation mit 10 pg Cy5-SSURE,.; und der Negativkontrolle Cy5-BSA wurde eine
Zellzahl von 10.000 fiir die durchflusszytometrische Messung analysiert. (A) Histogrammme
reprasentativer durchflusszytometrischer Analysen. Die y-Achse gibt die Anzahl positiver
Ereignisse wieder (counts). Eine Zunahme der Fluoreszenz zeigt sich anhand der Verschiebung
entlang der x-Achse (FL4-Cy5). (B) Vergleich der erhaltenen Gesamtfluoreszenzen gegeniiber
A549 Zellen. Der Prozentsatz positiver Ereignisse gegeniiber Kontollansitzen (% gated events)
ohne Protein wurde mit der GMFI multipliziert und lieferte die Gesamtfluoreszenz der
gemessenen Proben.
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4.5 Interaktion von PavB mit Proteinen der extrazelluliren Matrix

Pathogene und auch nicht-pathogene Bakterien nutzen Komponenten der extrazelluldren
Matrix (ECM) fiir eine erste Kontaktaufnahme zu Wirtsgeweben [366]. Dafiir entwickelte
S. pneumoniae Mechanismen, um an losliche sowie matrizelluldre Proteine zu binden.
Bindungsstudien =~ mit = PavB-defizienten = Pneumokokken  und  Protein-Protein-
Interaktionsstudien mit den SSURE Proteinen Hisg-SSURE,, Hisg-SSURE,.3, Hise-SSURE; 5
sollten potenzielle Bindungspartner des Oberflichenproteins PavB in humanem Plasma

identifizieren.

4.5.1 Beteiligung von PavB an der Fibronektinbindung von Pneumokokken

Als erstes Fibronektin-bindendes Protein von Pneumokokken wurde der Virulenzfaktor PavA
identifiziert [134]. In Bindungsstudien zeigten PavA-defiziente Stimmen nur eine 50%-ige
Reduktion ihrer Féhigkeit mit immobilisiertem Fibronektin zu interagieren. Daher wurde die
Existenz weiterer Fibronektin-Bindungspartner auf der Bakterienoberfliche vermutet [134].
Die Fibronektin-Bindungsaktivitdt wurde bereits fiir eine rekombinante SSURE-Doméne
beschrieben. In einem Bindungsversuch mit FITC-markierten Pneumokokken wurde die
Beteiligung des Oberfldchenproteins PavB an der Bindung von immobilisiertem Fibronektin
untersucht. Aus den Resultaten der Fluoreszenzmessung im Fluorstar Omega (BMG Labtech)
bei 485 nm lie sich die Anzahl der gebundenen Bakterien ermitteln. Die Bindung von
S. pneumoniae an oberflichengebundenes Fibronektin war beim Stamm 35A durch
Inaktivierung der PavB-Produktion stark beeintrachtigt (Abb. 24). Ein Verlust des
Oberflachenproteins bewirkte eine 50%-ige Abnahme der gebundenen Pneumokokken im
Vergleich zum Wildtypstamm. Im Gegensatz zum Serotyp 35A wurde die
Fibronektinbindung bei der kapsellosen pavB-Mutante D39Acps nicht beeinflusst.
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Abbildung 24: Beitrag von PavB zur Bindung von S. pneumoniae 35A an immobilisiertes Fibronektin.
Die Bindung von 2x10° FITC-markierten S. pneumoniae 35A, D39Acps und deren isogener
pavB —Mutanten an 0.5 pg immobilisiertes Fibronektin wurde untersucht. Die Fluoreszenz der
FITC-markierten Pneumokokken wurde bei 485nm/538nm (Extinktion/Emission) im Fluorstar
Omega (BMG Labtech) gemessen und die Menge gebundener Bakterien berechnet. **P<0,01
im Vergleich zum Wildtyp (WT).

4.5.2 Bindung von Serumproteinen an Hiss-SSURE Proteine

PavB auf der Oberfliche des Stamms 35A tridgt, den Ergebnissen des Bindungsversuches mit
FITC-markierten Pneumokokken zufolge, zur Bindung der Pneumokokken an immobilisiertes
Fibronektin bei. Weitere relevante humane Interaktionspartner des bakteriellen Proteins
sollten identifiziert und die Fibronektinbindungskapazitit der Hiss-SSURE Proteine analysiert
werden. In einigen Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass S. prneumoniae zum einen
Fibronektin aus Plasma rekrutiert, als auch gelostes Plasminogen [33], Thrombospondin-1
[277], Vitronektin [32] bzw. Faktor H aus Serum bindet [223]. Die an der Bindung beteiligten
bakteriellen Oberflichenproteine und -strukturen sind nur teilweise bekannt. Einige Proteine
der Pneumokokkenoberfliche, die Fibronektin, Plasminogen und Faktor H binden, konnten
bereits identifiziert werden, wihrend das Peptidoglykan von Thrombospondin-1 erkannt wird
[277]. Ein Bindungspartner fiir Vitronektin wurde bislang nicht beschrieben. Einen ersten
Uberblick iiber Interaktionen humaner Proteine mit SSURE-Proteinen verschaffte ein
Immunblot mit humanem Plasma (Abb. 25). Zum Ausschluss falsch positiver Signale wurden
Kontrollen, die unspezifische Wechselwirkungen mit den Primédrantikérpern und den
immobilisierten Proteinen sowie Wechselwirkungen des Sekundérantikdrpers mit den

Plasmaproteinen detektierten mit einbezogen (ohne Abb.). Eine konzentrationsabhéingige
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Bindung von Fibronektin aus Plasma war fiir die beiden Proteine Hise-SSURE;:3 und Hise-
SSURE;| s ab einer Menge von 0,32 ug bzw. 0,63 pg immobilisiertem Protein nachzuweisen
(Abb. 25). Das kleinste SSURE-Protein Hisc-SSURE, interagierte nicht mit dem 16slichen
Plasmafibronektin. Auch der Nachweis der Plasminogenbindungskapazitit war fiir dieses
PavB-Derivat negativ. Die beiden anderen Proteine Hiss-SSURE s und Hisg-SSURE;3
reagierten &dhnlich gut mit dem 1im Plasma enthaltenen Plasminogen. Die
Plasminogenbindungskapazitit war ab einer Menge von 2,5 pg der PavB-Derivate deutlich
nachzuweisen, wobei fiir das grofite Protein intensivere Signale detektierbar waren. Fiir den
Nachweis der Vitronektinbindung von Hise-SSURE,:3 wurde die doppelte Menge des
SSURE-Proteins bendtigt, wihrend die Bindung von Vitronektin aus Plasma bereits ab einer
geringen Menge von 0,63 ng Hise-SSURE; s gezeigt werden konnte. Signale, die auf eine
Interaktion der einzelnen SSURE-Domine Hiss-SSURE, mit Plasmaproteinen hindeuteten,

waren nur beim Nachweis der Vitronektinbindung zu detektieren.

0,16 0,32 0,63 1,25 2,5 5,0 [ug]
— -
. SSURE,

s ® ® 8| SSURE,;

L ] " L SSURE1_5
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Abbildung 25: Identifizierung von SSURE-Interaktionspartnern in humanem Plasma.

Ansteigende Mengen von 0,16 pg bis 5,0 pg Hisg-SSURE,, Hisg-SSURE,;; und
Hisg-SSURE s wurden mittels Dot-Spot Verfahren auf einer Nitrocellulosemembran
(Protran®, Whatman) immobilisiert und in einem “Overlay “~-Verfahren mit humanem Plasma
inkubiert. Die Detektion erfolgte mit anti-Fn (BIOZOL, 1:600), anti-PLG (Affinity
Biologicals, 1:500) oder anti-Vn (Santa Cruz Biotechnoloy, 1:1000) und spezifischen POX-
gekoppelten  Sekunddrantikérpern. Die erfolgte Plasmaproteinbindung  (Fibronektin,
Plasminogen, Vitronektin) an die Hiss-SSURE Proteine resultierte in positiven Signalen nach
ECL-Entwicklung (GE Healthcare).
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4.5.3 Untersuchung der spezifischen Bindung von Hisc-SSURE Proteinen an

immobilisierte matrizellulire Proteine und Plasmaproteine

Weiterhin sollte aufgekliart werden, ob sich die Bindung der Hise-SSURE Proteine &hnlich
gegeniiber der immobilisierten Form der reinen Proteine Fibronektin, Plasminogen und
Vitronektin verhdlt wie zu den 16slichen Proteinen aus Plasma. Die Durchfiihrung eines
ELISAs wurde als Nachweisverfahren fiir die SSURE-Interaktion mit immobilisiertem
Fibronektin und Plasminogen gewéhlt. In beiden Féllen wurde eine Polystyren-
Mikrotiterplatte (Maxisorp, Nunc) mit 0,5 pg Fibronektin bzw. Plasminogen beschichtet, und
eine ansteigende Menge von Hise-SSURE-Molekiilen (0 pM bis 296 pM) fiir die Bindung an
die immobilisierten Proteine eingesetzt. Die Detektion der gebundenen Hisc-SSURE Proteine
erfolgte mit dem anti-His IgG (QIAGEN), der alle drei Hise-Proteine gleichermaf3en erkennt.
Nach Messung der Absorptionsédnderung im Mikroplattenreader (BMG Labtech) bei 405 nm
wurde flir die grafische Darstellung die Werte der Referenzkavititen ohne Plasmaprotein von

den jeweiligen Werten mit 0,5 pg Protein abgezogen (Abb. 26).

Ein gleichméBiger Anstieg der Fibronektinbindung aller drei SSURE-Proteine war bis zu
einer Konzentration von 19,3 pM festzustellen (Abb. 26A). Uberraschenderweise zeigte auch
Hise-SSURE; eine positive Reaktion. Ab einer Teilchenkonzentration von 4,82 pM war mit
den beiden kleineren Proteinen His¢-SSURE, und Hiss-SSURE,;; kein weiterer Anstieg der
Absorptionswerte bei 405nm zu messen. Im Gegensatz dazu fiihrte eine Erhohung der
Hisg-SSURE s -Konzentration bis auf 154,2 pM zu einer konzentrationsabhidngigen Zunahme
der gemessenen Absorption. Erst bei einer Teilchenkonzentration von 296,1 pM war eine
Sattigung der Bindungskapazitit dieses SSURE-Proteins fiir das immobilisierte Fibronektin
erreicht. Bei der Analyse der Plasminogenbindungskapazitit der beiden Proteine
Hisg-SSURE; oder Hisg-SSURE,.; war eine Menge von 38,5 pM ausreichend, um maximale
Absorptionswerte zu erreichen (Abb. 26B). Eine Verfielfachung der Teilchenkonzentration
auf 296,1 pM bewirkte keine signififkante Zunahme der Messwerte, was auf eine Séttigung
der  Bindungsstellen  hindeutet. Eine  konzentrationsabhéngige = Zunahme  der
Plasminogenbindungskapazitit wurde bei Analyse des Bindungsverhaltens von
Hise-SSURE, s fiir den untersuchten Konzentrationsbereich gezeigt. Hier wurden geringere
Absorptionswerte als fiir die beiden anderen PavB-Derivate gemessen und mit der maximalen
Konzentration wurde mit noch His¢-SSURE; s keine Sattigung der Bindungsstellen im

Plasminogen erreicht.
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Abbildung 26: Bindung der SSURE-Proteine an immobilisiertes Fibronektin und Plasminogen.
Der Kurvenverlauf zeigt die konzentrationsabhdngige Bindung von Hise-SSURE,,
Hisg-SSURE,.; und His¢-SSURE, s an 0,5 pg (A) Fibronektin und (B) Plasminogen nach
Abzug der Referenzwerte ohne Plasmaprotein.

Den Ergebnissen zufolge verfligen SSURE-Proteine {iiber eine Bindungskapazitit fiir

Fibronektin als auch fiir Plasminogen. Das Bindungsverhalten von SSURE-Proteinen ist

gegeniiber beiden Plasmaproteinen von der Anzahl der SSURE-Doménen abhdngig. Eine

Sattigung der Bindunsstellen war in beiden Bindungsstudien mit einer einzelnen bzw. zwei

SSURE-Dominen friither erreicht als bei der Analyse des PavB-Derivats Hisg-SSURE _s.
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Die Assoziation und Dissoziation der einzelnen SSURE-Proteine gegeniiber Plasminogen und
Fibronektin wurde anschlieBend in der Oberflichenplasmonresonanz (SPR) charakterisiert.
(Abb. 27). Im Gegensatz zum immunologischen Nachweis der Bindung ist die SPR-Analyse
eine direkte und sensitive Methode zur Messung von Protein-Protein-Interaktionen. Die
Bindung der 16slichen SSURE-Proteine an Fibronektin, Plasminogen, Vitronektin und Faktor
H wurde im Biacore T100 (GE Healthcare) analysiert (Abb. 27 und Abb. 28). Fiir die Analyse
wurden die Plasmaproteine (Liganden) auf CMS5 Dextran Chips (GE Healthcare) kovalent
gekoppelt und die Interaktion mit den SSURE-Proteinen in jeweils drei unabhingigen Laufen
untersucht. Die Sensorgrammme der Abbildungen 27 und 28 zeigen den Kurvenverlauf der
einzelnen Zyklen mit unterschiedlichen Mengen der Proteine nach Abzug der Werte fiir die
Kontrollzelle. Aus der Form und der resultierenden Signalh6he der Kurven (RU, response
units) nach Injektion einer Konzentrationsrethe des Analyten lassen, sich die
Geschwindigkeitskonstanten fiir Assoziation und Dissoziation bestimmen und daraus die
Dissoziationskonstante Kp berechnen. Da das Analyseprogramm (Biacore T100 Evaluation
Software, GE Healthcare) fiir die genaue Berrechnung des Kp-Werts Angaben iiber die Art
der Bindung des Analyten an den Liganden verlangt, und diese Informationen fiir PavB nicht
bekannt sind, wurden die Kp-Werte der durchgefiihrten Affinitditsmessungen nicht mit in die

dargestellten Ergebnisse einbezogen.

Die Bindung der Analyten (SSURE-Proteine) an das auf der Biosensor-Oberfliche
immobiliserte Fibronektin wurde durch den Anstieg des SPR-Signals widhrend der
Assoziationsphase (0 bis 120 s) angezeigt (Abb. 27). Alle verwendeten Konzentrationen des
Proteins Hisg-SSURE, zeigten zu Beginn der Assoziationsphase eine schnelle Bindung von
Hisg-SSURE,; an Fibronektin. Nach Entfernen des Analyten in der Dissoziationsphase fiel das
gemessene Signal schnell auf den Ausgangswert zurlick, was auf eine sehr schwache Bindung
dieses Proteins an  Fibronektin  schlieBen ldsst. Bei der Analyse des
Fibronektinbindungsverhaltens von Hise-SSURE;.3; war ebenfalls eine schnelle Bindung des
Analyten zu erkennen. Wéhrend der Assoziationszeit konnte hier jedoch bis 120 s nach
Injektionsstart eine Zunahme des Signals gemessen werden. In der Dissoziationsphase 16ste
sich Hise-SSURE,3; langsamer vom immobilisierten Fibronektin als die einzelne SSURE-
Domine. Der Effekt des langsamen Bindens wihrend der Assoziationsphase und des
langsamen Abflachens des Signals in der Dissoziationsphase war bei der Affinititsmessung

des PavB-Derivats Hise-SSURE;_s noch deutlicher. Dieses Bindungsverhalten ldsst darauf
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schlieBen, dass eine grofere Anzahl von SSURE-Dominen die Bindung an Fibronektin
verstarkt.

Die Sensorgramme der analysierten Plasminogenbindungsaktivitit (Abb. 27) der drei PavB-
Derivate deuteten auf ein dhnliches Verhalten der drei Proteine gegeniiber Plasminogen hin,
wie es fiir die Fibronektin-Interaktion gezeigt wurde. Die SSURE-Proteine hatten mit einer
steigenden Anzahl an SSURE-Doménen in der Assoziationsphase langsamer an Plasminogen
gebunden und waren wihrend der Dissoziationsphase stirker an das immobilisierte Protein
gebunden.

Wie die Ergebnisse der SPR-Analysen sowie der Proteinbindungsstudien im ELISA-Format
andeuten, bewirkt die Zunahme an SSURE-Doménen eine stirkere Bindung von

PavB-Derivaten an immobilisiertes Fibronektin und Plasminogen.
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Abbildung 27:

SPR-Interaktionsstudien der drei

Hisc-SSURE  Proteine mit Fibronektin und

Plasminogen (Biacore T100, GE Healthcare). Auf einem CMS5 Chip (GE Healthcare)
wurden 100 pg/ml humanes Plasmafibronektin (Invitrogen) und 10 pg/ml humanes
Plasminogen (Haemochrom Diagnostica) immobilisiert und 1 pM bis 50 uM Hisc-SSURE,,
0,16 uM bis 10 uM Hisg-SSURE,3 oder 0,125 uM bis 4 uM Hisg-SSURE, 5 fiir die
Affinitiits-Messung eingesetzt. Die y-Achse der Sensorgrammme zeigt die Anderung der
Oberflachenplasmonresonanz (Response in RU) fiir die angegebenen Konzentrationen und
wurde fiir die Assoziations-und Dissoziationsphase iiber die Zeit in Sekunden gemessen.
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In weiteren SPR-Messungen wurde die Interaktion der Hisg-SSURE Proteine mit den beiden
humanen Serumproteinen Vitronektin und Komplement-Faktor H untersucht (Abb. 28). An
diese beiden humanen Proteine assozierte Hise-SSURE, &dhnlich schnell und 16ste sich
wihrend der Dissoziationsphase nicht vollstandig von den beiden Liganden ab. Vergleichbar
mit den Analysen der Fibronektin- und Plasminogen-Interaktion, war die Bindung des
zweiten Analyten His¢-SSURE;3 an Vitronektin und Faktor H in der Assoziationsphase
langsamer als die Assoziation von Hise-SSURE,. Auch in der Dissoziationsphase deutete der
Kurvenverlauf fiir die Hisc-SSURE,3-Interaktion auf eine stirkere Bindung dieses
SSURE-Proteins an Vitronektin und Faktor H als sie flir Hise-SSURE, gezeigt wurde. Vollig
unerwartet assozierte das Hise-SSURE;_s Protein gleich zu Beginn der Assoziationsphase mit
maximalen RU Werten an beide humane Plasmaproteine. Nach der Assoziation dissozierte
His¢-SSURE, s sofort von Vitronektin ab, so dass hier keine Bindung an immobilisiertes
Vitronektin gemessen werden konnte. Eine leichte Bindung an Faktor H war fiir das Protein
Hisg-SSURE |5 in der Dissoziationsphase zu erkennen. Die SPR-Analysen der Interaktion der
PavB-Derivate mit immobilisiertem Vitronektin sind nicht mit den Ergebnissen der
Vitronektinbindung aus Plasma zu vergleichen. Wéhrend das ldsliche Plasmaprotein am
starksten mit dem Hise-SSURE_s Protein interagierte, zeigte das Protein His¢-SSURE,.3 die
stirkste Bindung von den drei SSURE-Proteinen an immobilisiertes Vitronektin.
Unerwarteterweise interagien alle SSURE-Proteine auch mit dem Komplementfaktor H,
wobei hier ebenfalls fiir das PavB-Derivat mit zwei SSURE-Doménen die stirkste Bindung

gemessen wurde.
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Abbildung 28: SPR-Interaktionsstudie von Hise-SSURE Proteinen mit humanem Vitronektin und
Komplement-Faktor-H (Faktor H). Die Sensorgrammme zeigen das Bindungsverhalten der
Hiss-SSURE Proteine SSURE,, SSURE,; und SSURE;_s nach SPR-Analyse im Biacore T100
(GE Healthcare). Auf einem CMS5 Chip (GE Healthcare) wurden 30 pg/ml humanes
Vitronektin (Millipore) und 10 pg/ml humaner Plasminogen (Calbiochem) immobilisiert und
0,234 uM bis 30 uM Hiss-tag SSURE, 0,117 uM bis 15 uM Hisg-SSURE,.; oder 0,203 pM
bis 26 uM Hiss-SSURE, 5 fiir die Affinitdts-Messung eingesetzt. Bei allen drei Hiss-SSURE
Proteinen erfolgte nach der Bindungsperiode des Analyten und Stabilisierungsperiode mit PBS
eine Regeneration des Chips mit 40 mM NaOH fiir 10 s. Gezeigt sind reprisentative
Sensorgrammme einer Analyse nach Abzug der RU der Kontrollzelle ohne immobilisierten
Liganden.
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4.5.4 Identifizierung spezifischer Bindungsstellen von Hisc-SSURE Proteinen im

Fibronektinmolekiil

Das Bindungsverhalten Fibronektin-bindender Proteine (FnBPs) von Gram-positiven
Bakterien gegeniiber immobilisiertem und 18slichem Fibronektin wurde bisher insbesondere
fiir Staphylokokken und Streptokokken verschiedener Serogruppen ndher charakterisiert.
FnBPs dieser bakteriellen Spezies interagieren iiberwiegend mit Typl Domédnen im Bereich
des N-Terminus des Fibronektinmolekiils, iiber einen B-Zipper-Mechanismus [299], wobei
speziesspezifisch auch schwache Interaktionen mit der Gelatin-bindenden Doméne oder Typ |
-Doménen des C-Terminus denkbar sind. Anders als andere Streptokokken nutzen
Pneumokokken die Heparin-bindende Doméane (HBD) des C-terminalen Bereichs fiir einen
Kontakt zum immobilisierten Fibronektinmolekiil [342]. Eine einzige Studie beschéftigte sich
bislang mit der ndheren Aufkldrung der Fibronektin-Interaktion von Oberflichenproteinen der
Art Streptococcus pneumoniae und bestitigt die Interaktion von PavA mit der HBD [134]. Im
Folgenden wurde fiir das FnBP PavB die Fihigkeit, mit weiteren Regionen innerhalb des

Fibronektinmolekiils zu interagieren, analysiert.

4.5.4.1 Oberflichenplasmonresonanz-Analyse zur Charakterisierung der Bindung von

His¢-SSURE Proteinen an Fibronektin

Die Protein-Protein-Interaktionsstudien zeigten eine Fibronektin-Bindungsaktivitit der drei
Hise-SSURE Proteine. Diese zeigten eine unterschiedlich starke Bindung an immobilisiertes
Fibronektin. Deshalb sollte die Durchfiihrung einer weiteren SPR-Messung kldren, ob alle
drei Protein-Derivate gleiche Bindungsstellen innerhalb des Fibronektinmolekiils nutzen.
Dafiir wurde ein Versuchsansatz gewihlt bei dem zuerst die Interaktion der einzelnen
SSURE-Proteine fiir eine Konzentration im Séattigungsbereich gemessen wurde und
anschlieBend ein Gemisch aus den Proteinen Hisg-SSURE, und Hise-SSURE+3 bzw.
Hisg-SSURE,+3 und Hise-SSURE s auf den Chip injiziert wurde. Fiir His¢-SSURE, 3 wurde
unter Verwendung einer Konzentration von 15 uM eine Aktivitdt von 400 RU gemessen und
knapp 300 RU nach Injektion von 50 uM Hisc-SSURE, (Abb. 29). Nach der Kombination
beider Proteine, reduzierte sich der gemessene Response-Wert auf unter 200 RU. Nach
Zugabe von 4 uM Hise-SSURE; s zu dem Gemisch Hisg-SSURE,;; und Hisc-SSURE, nahm
der Response-Wert noch weiter ab. Offensichtlich konkurrierten alle drei Bindungspartner um

die gleichen Bindungsstellen im Protein.
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Abbildung 29: Kompetition von Hise-SSURE Proteinen um Bindungsstellen in Fibronektin
(SPR-Analyse). Das Sensorgramm zeigt die erreichten RU-Werte nach dem sequentiellen
Beladen des Fibronektin-Chips mit Hiss-SSURE,,; (tiirkis), Hise-SSURE,.; (gelb) und
Hisg-SSURE 5 (pink) bzw. nach Injektion der Proteingemische a- SSURE, + Hiss-SSURE,;3
(griin) und Hiss-SSURE,,; + Hiss-SSURE 5 (blau).
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4.5.4.2 Identifizierung von SSURE-Bindungsdomiinen im Fibronektinmolekiil

Es wird davon ausgegangen, dass Pneumokokken mit dem C-terminalen Ende des
Fibronektinmolekiils interagieren. Dabei sollen Fibronektin-Bindungsproteine (FnBPs) an die

Typ HI-Doménen plii2-14

innerhalb der Heparin-bindenden Doméne (HBD) anlagern [342]. In
der folgenden Bindungsstudie wurden rekombinante Typ III Fragmenten der C-terminalen
Region von Plasmafibronektin (Abb. 30A) genutzt um die Bindungsregion des FnBPs PavB
innerhalb des Fibronektinmolekiils zu bestimmen. Dazu wurden die sechs Hisg-Fibronektin
Fragmente Fnlll1-5, Fnlll4-7, Fnlll7-10, Fnlll10-12, Fnlll12-14 und Fnlll13-15 [237] in
E. coli produziert und gereinigt (Abb. 30B). Auf Grund der vorhergehenden SPR-Analysen,
die fir die Nutzung gleicher Bindungsstellen der drei Hisc-SSURE Proteine im
Fibronektinmolekiil sprechen, wurde das Hisc-SSURE,,; fiir die ndhere Einschrinkung der
Binderegion von SSURE-Proteinen innerhalb des Fibronektinmolekiils ausgewéhlt. Der
Nachweis der SSURE Interaktion mit den Fibronektinfragmenten erfolgte mit biotinyliertem
His¢-SSURE,.;  (50pg/ml) im  Far Western-Verfahren. Nach  Auftrennung  der
Fibronektinfragmente in einer denaturierenden PAGE, wurde im Far Western eine Bindung
des PavB-Derivats an alle Fibronektinfragmente festgestellt (Abb. 30C). Aulerdem war unter
diesen Bedingungen eine schwache Interaktion des SSURE-Proteins mit der Negativkontrolle,
dem 70 kDa Fragment des N-Terminus von Fibronektin (Sigma), zu erkennen.
Demgegeniiber war keine Bindung des His¢-SSURE,;3 an humanes Plasmafibronektin
(pFn, Invitrogen), welches als Positivkontrolle eingesetzt wurde, detektierbar. Auf Grund
dieser Ergebnisse wurden die Bedingungen fiir die Immobilisierung der Proteine geédndert.
Nachdem die Proteine mittels Slot-Spot-Verfahren (BioRad) auf die Nitrozellulosemembran
aufgebracht worden waren, und der Far Western unverandert durchgefiihrt wurde, konnte eine
Interaktion von Hise-SSURE:3 (Abb. 30D) mit pFn nachgewiesen werden. Wie erwartet
konnte eine Interaktion mit dem N-terminalen Bereich des Fibronektinmolekiils (70 kDa)
unter nativen Bedingungen nicht bestétigt werden. Allerdings interagierte auch hier das
SSURE-Protein mit allen Hisg-Fibronektin Fragmenten FnllI1-5, Fnlll4-7, Fnlll7-10,
Fnlll10-12, Fnlll12-14 und Fnlll13-15. Die gleichen Resultate wurden nach Verwendung des
biotinylierten Hise- SSURE, s—Proteins erhalten. Geht man von einer korrekten Faltung der
rekombinanten PavB-Proteine aus, deutet die Bindungsstudie auf eine Interaktion des
Oberflichenproteins PavB mit den Typ III-Domédnen des C-terminalen Bereichs von

Fibronektin hin.
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Nachweis der Bindung von SSURE an Typ III-Doménen innerhalb des
Fibronektinmolekiils. (A) Grafische Darstellung von Plasmafibronektin und der produzierten
Hisg-getaggten Fnlll-Fragmente (verdndert nach Ohashi & Erickson, 2005). (B) Es wurden
sechs Hisg¢-getaggte Fibronektinfragmente aus den Typlll-Doménen des Fibronektinmolekiils
produziert und mittels CBB Férbung iiberpriift. (C und D) Far-Western Experiment mit
biotinyliertem His¢-SSURE,.;  (FluoReporter®Mini-biotin-XX Protein Labeling Kit
Invitrogen™, Molecular Probes, USA). Die Detektion von gebundenem Protein erfolgte mit
einem Streptavidin-Alkalische Phosphatase Konjugat (Millipore) (C) 1 pg der Fibronektin —
Fragmente (Fnlll1-5 bis Fnlll13-15), Plasmafibronektin (pFn) und das 70 kDa Fragment des
N-Terminus (Sigma) wurden in einer 12%-igen SDS-PAGE aufgetrennt. (D) Bindung von
SSURE unter nativen Bedingungen nach Immobilisierung der Fibronektinfragemente und pFn
mittels Slot-Spot-Verfahren (BioRad) auf Nitrocellulose.
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4.6 Untersuchungen zur Beteiligung von Plasmafibronektin wihrend der Infektion

mit Streptococcus pneumoniae

Das extrazelluldre Glykoprotein Fibronektin nimmt nicht nur wichtige Funktionen bei der
Wundheilung und Blutgerinnung wahr, sondern fordert als unspezifisches Opsonin auch die
Antigenerkennung durch phagozytierende Zellen. S. pneumoniae rekrutiert einer Studie
zufolge Plasmafibronektin aus Serum an die bakterielle Oberfliche [311]. Erste
Untersuchungen zur Relevanz der Interaktion von Pneumokokken mit Fibronektin wihrend

einer Infektion in vivo und fiir die Opsonophagozytose in vitro wurden angefangen.

4.6.1 Verhalten von Streptococcus pneumoniae im induzierbaren Maus-knockout-

Modell fiir Plasmafibronektin

Fiir die Untersuchung des Einflusses von pFn wihrend einer Pneumokokken-Infektion in vivo
wurden zwei etablierte Maus-Modelle kombiniert. Das bereits vorgestellte murine
Infektionsmodell fiir die Lungenentziindung wurde auf den Mausstamm 129SVxC57BL/J6
(pFNKo-Miéuse) [318], bei dem eine konstitutive Depletion von Plasmafibronektin induziert
werden kann, ibertragen. Nach Induktion des pFn knockouts durch die zweimalige
intraperitoneale Injektion von 125 pg poly-IC wurden die Miuse mit einer Infektionsdosis
von 1 x 10" CFU S. p. D39 intranasal infiziert. Vor der Infektion wurde der Verlust von pFn
in den Mausen beziiglich im Immunblot iiberpriift und die Tiere in zwei Gruppen (pFn+/+ und
pFn-/-) eingeteilt (Abb. 31). Es wurden vier unabhidngige Versuche, die beziiglich
GruppengroBen und Geschlechter-Zusammensetzung  variierten, durchgefiihrt. Die
beobachteten Parameter fiir beide Gruppen sind in Tabelle 3 zusammengestellt. Auf Grund
eines geringen Zuchterfolgs und unterschiedlicher pFn-Depletions-Effizienz war es bei
keinem der Versuche moglich, zwei gleich groBe Gruppen von 6-8 Wochen alten Weibchen
mit einer Mindestanzahl von flinf Tieren zu bilden. Die Abbildung 31 zeigt beispielhaft den
Immunblot fiir ein Experiment bei dem zwei Gruppen aus je drei pFn+/+ und drei pFn -/-

Tieren gebildet wurden.
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Abbildung 31: Immunblot zur Verifizierung der Unterdriickung der pFn-Produktion in pFNKo-
Miusen. Zwischen 6 und 8 Wochen alte Méuse erhielten im Abstand von 48 h jeweils 125 pg
poly-IC (Amersham Biosciences, USA) I.P. zur Induktion des pFn knockouts. Zwei Wochen
spater wurde 15 pl Blut aus der Schwanzvene entnommen und im Immunblot mit einem anti-
huFibronektin (BIOZOL) auf das Vorhandensein von Plasmafibronektin (pFn) tberpriift.
Humanes aufgereinigtes Plasmafibronektin (hu pFn, Invitrogen) diente als Positivkontrolle mit
einer GroBe von 220 kDa. Bei vier der getesteten Mause (pFn+/+) konnte noch Fibronektin im
Plasma detektiert werden. Die Fibronektinproduktion wurde bei drei der gezeigten Miusen
unterdriickt (pFn-/-).

Die Verwendung des biolumineszierenden Pneumokokkenstamms D39/ux fiir die intranasale
Infektion der induzierten Tiere erlaubte eine direkte Visualisierung der Ausbreitung von
Pneumokokken in den pFn+/+ und pFn-/- Gruppen. Eine Uberwachung der Tiere erfolgte im
6-Stunden-Rhythmus im IVIS® Lumina Imaging System (Xenogen Corporation) ab 24 h bis
114 h post-Infektion. Friihestens 36 h nach intranasaler Infektion mit 1x10” Pneumokokken
konnten erste Biolumineszenzsignale bei den infizierten Tieren der Gruppe pFn+/+ detektiert
werden (Abb. 32). In den unterschiedlichen Versuchen wurden erste Anzeichen einer
Infektion bei Mausen der Gruppe pFn-/- mit einer zeitlichen Verzdgerung bei 48 h post-
Infektion registriert (Tab. 3). Auffdllig war in beiden Gruppen eine erhdhte Resistenz gegen
die Entwicklung einer Lungenentziindung in allen Versuchen. Nur wenige Tiere zeigten
Anzeichen einer Lungenentziindung bevor die Biolumineszenzmessungen eine Ausbreitung
der Pneumokokken im gesamten Korper anzeigten (siche Abb. 32). Auch die Entstehung
einer Bakteriimie oder Meningitis schien unabhingig von der Fibronektinproduktion zu sein
(ohne Abb.). Bei Betrachtung der vier zusammengefassten Experimente hatten 19,2% der pFn
positiven Tiere eine Lungenentziindung entwickelt, der Anteil bei der Kontrollgruppe mit
pFn-Depletion war mit 18,8 % unverdndert. Hatte sich eine Lungenentziindung etabliert, so
variierte die Dauer der Infektion bei pFn +/+ Tieren zwischen 12 bis 23 h und bei pFn -/-
Tieren zwischen 8 bis 30 h (Tab. 3). In drei aus vier Experimenten blieben insgesamt 16 von
26 Mausen (61,5%) der Gruppe pFn+/+ ohne Anzeichen einer Infektion bis Versuchsende,

wohingegen in allen vier Experimenten 6 von 16 Mausen (37,5%) der Gruppe pFn-/- keine
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Infektion entwickelten. Der Verlust von Plasmafibronektin bewirkte tendenziell eine zeitliche
Verzogerung der Etablierung einer Infektion, zeigte unter diesen Bedingungen jedoch keinen

Einfluss auf die Entstehung einer Pneumonie.

30 h 36 h

Abbildung 32: Infektion von pFnKo Méusen mit S. pneumoniae D39lux.
Dargestellt ist ein reprisentativer Versuch mit gleich groen Gruppen von pFn positiven
(pFn+/+) und pFn negativen (pFn-/-) Tieren. Erste Anzeichen einer Infektion von pFNKo-
Miusen mit 1x10” Pneumokokken sind frithestens nach 36 h im IVIS® Lumina Imaging
System (Xenogen Corporation) visualisierbar.
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Tabelle 3: Zusammenfassung beobachteter Parameter nach intranasaler Infektion von pFnKo Miiusen
mit S. pneumoniae aus vier unabhingigen Experimenten. Auf Grund unterschiedlicher pFn-
Depletions-Effizienz konnten keine gleich groen Gruppen von pFn+/+ und pFn-/- Tieren gebildet
werden. Tiere aus gleichen Experimenten sind farbig markiert (schwarz, blau, griin, rot).
Angegeben sind die Anzahl der Tiere pro Gruppe, die Anzahl der Tiere, bei denen Anzeichen einer
Infektion im IVIS® Lumina Imaging System (Xenogen Corporation) visualisierbar waren, sowie
der Zeitpunkt der eintretenden Infektion und die Infektionsdauer bis zum Tod des Tieres. Nur ein
Prozentteil der Versuchstiere entwickelte eine Lungenentziindung. Die Dauer der
Lungenentziindung ist ebenfalls fiir dieTiere aus beiden Gruppen gegeniibergestellt.

Parameter pFn+/+ Gruppe pFn-/- Gruppe
Gruppengrofie [n] 3,2,7,14 3,8,3,2
Anzahl infizierter Tiere [n] 2,2,3,3 2,6,1,1
Anzeichen einer Infektion [h post-Infektion] 36, 48, 45, 54,72, 42,72,40, 45, 48,

102, 42, 42,42, 72 48,57, 99, 96, 42
Infektionsdauer [h] 18,12,9,11,18,10,6, 12,17,6,6,11, 15,
12, 18, 23 16, 8
Anzahl der Tiere mit Lungenentziindung [n] 1,1,0,3 0,2,0,1
Dauer der Lungentziindung [h] 18,12, 18, 23 12, 30, 8
Uninfizierte Tiere [n] 1,0,4, 11 1,2,2,1
Tiere mit Lungenentziindung [% gesamt] 19,2 18,8

Der Gesundheitszustand der Tiere wurde wéhrend der Durchfiihrung der beschriebenen
Biolumineszenzstudien regelmifBig tiberwacht. Tiere, die starke Zeichen der Infektion
aufzuwiesen, wurden euthanisiert. Auf Grund der kleinen Gruppengroflen wurden alle Méuse,
bei denen Induktion, Infektion und Versuchsablauf vergleichbar waren, zusammengefasst
(Abb. 33). Die Uberlebensraten der beiden Gruppen zeigten keine auffilligen Unterschiede.
Bei einer Gesamtzahl von 12 pFn positiven Tieren deckt sich die durchschnittliche
Uberlebenszeit (Median) von 110 h mit der der pFn negativen Gruppe aus 14 Tieren. Ein
Mangel an Plasmafibronektin wirkt sich nach intranasaler Infektion mit 1x10” Pneumokokken

nicht signifikant auf das mittlere Uberleben von pFnKo-Méusen aus.
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Abbildung 33: Uberleben von pFnKo- Miusen nach LN. Infektion mit Pneumokokken. Drei unabhingig
voneinander durchgefiihrte Versuche mit einer Infektionsdosis von 0,5 — 1 x 10" S. p. D397ux
sind zusammengefasst. Tiere, die bis Versuchsabbruch keine Krankheitssymptome zeigten sind
griin markiert.

4.6.2 Einfluss von humanem Plasmafibronektin auf die Interaktion von

Pneumokokken mit Granulozyten

Bislang hat die Erforschung des Plasmaproteins Fibronektin, im Zusammenhang der Opsonin-
abhingigen Phagozytose von Streptokokken, wenig Aufmerksamkeit erfahren. Der 16slichen
Form von Plasmafibronektin (pFn) wird durch Bindung an Mikropartikel oder
Mikroorganismen eine unterstiitzende Funktion der Phagozytose im retikuloendothelialen
System [290] zugeschrieben. Staphylococcus aureus bindet zwar die 16sliche Form von
Fibronektin [341], ein Einfluss auf die Phagozytose durch Granulozyten wurde jedoch nicht
nachgewiesen [346]. Eigene Arbeiten sowie frithere Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe
belegen auch fiir S. pneumoniae die Fahigkeit, 16sliches Fibronektin aus humanem und
bovinem Plasma zu binden [311]. Da Streptokokken mit anderen Bindungsregionen im
Fibronektinmolekiil interagieren als Staphylokokken [177], ist eine Fibronektin-vermittelte
Phagozytose von S. pneumoniae nicht auszuschlieBen. PMNs, die bereits als Modell fiir
phagozytierende Zellen vorgestellt wurden, dienten in zwei unterschiedlichen
Versuchsansétzen zur Klarung des Einflusses von Fibronektin auf die Assoziation (Adhirenz
und Aufnahme) von Pneumokokken an phagozytierende Zellen. Im ersten Versuchsansatz
erfolgte die Infektion von 2 x 10° Granulozyten nach Priinkubation mit unterschiedlichen
Mengen an Fibronektin (pFn, Invitrogen). Nach 30-miniitiger Infektion mit S. p. 35A deutete
eine Zunahme der Gesamtfluoreszenz in Proben, die mit Fibronektin vorbehandelt wurden,

auf eine erhohte Assoziation von Pneumokokken gegeniiber unbehandelten PMNs hin
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(Abb. 34A). Eine Vorbehandlung der PMNs mit 0,5 pg Fibronektin fiihrte zu einer erhdhten
Adhdrenz und Invasion von S.p. 35A. Die gemessene Gesamtfluoreszenz gegeniiber
unbehandelten PMNs war signifikant erhoht (P< 0,05). Dieser Effekt konnte mit einer Menge
von 3 pg weiter auf eine 2,5-fache Zunahme gesteigert werden (P< 0,01). Die Analyse des
zweiten Versuchsansatzes erfolgte ebenfalls durchflusszytometrisch, wobei hier nicht die
PMNs vorbehandelt wurden, sondern die FITC-markierten Pneumokokken vor der Infektion
mit pFn inkubiert wurden (Abb. 34B). Nach der Vorbehandlung der Bakterien mit identischen
Mengen an Fibronektin, dnderte sich die Gesamtfluoreszenz der Zellpopulation nicht
erheblich (P> 0,05). Dieser Versuch zeigt, dass an professionelle Phagozyten gebundenes
Plasmafibronektin die Anheftung von Penumokokken fordert. Eine klassische Opsonisierung

von Pneumokokken durch pFn konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 34: FEinfluss von Plasmafibronektin (pFn) auf die Assoziation von S. pneumoniae an
Granulozyten (PMNs). Aus Vollblut von drei Spendern wurden PMNs isoliert und fiir die
Infektion mit FITC-markierten Pneumokokken des Stamms 35A eingesetzt (MOI 10). Im
FACSCalibur™ (BD) erfolgte die durchflusszytometrische Analyse. Zellassozierte
Pneumokokken resultierten in  positiven  Ereignissen des FITC-Kanals. Die
Fluoreszenzintensitit wurde fiir eine Zellzahl von 10000 gemessen und die Gesamtfluoreszenz
berechnet (MFI x % positive Ereignisse). Dargestellt ist die relative Zunahme der
Gesamtfluoreszenz  gegeniiber unbehandelten Zellen. (A) Die Inkubation von
polymorphkernigen Leukozyten mit unterschiedlichen Mengen an pFn (Invitrogen) fiihrt zu
einer Zunahme der Gesamtfluoreszenz nach Inkubation mit FITC-markierten S.p. 35A.
P < 0,05 fir 0,5 pg pFn und P < 0,01 fiir 3 pg pFn. (B) Erfolgt die Infektion der PMNs mit
Fibronektin-behandelten Pneumokokken, tritt keine Steigerung der Gesamtfluoreszenz im
Vergleich zu Proben ohne Fibronektin (0 pg) auf. P > 0,05.
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5 Diskussion

5.1 PavB von Streptococcus pneumoniae als potenzieller Kandidat eines Impfstoffes

Streptococcus pneumoniae ist nach wie vor ein ernstzunechmender Krankheitserreger.
Weltweit erkranken jéhrlich 10 Million Kinder unter fiinf Jahren an einer Pneumokokken-
Infektion. Einer Studie aus dem Jahr 2002 zufolge enden diese Infektionen bei 1 Million der
Félle todlich [42, 231]. Die Einflihrung von Polysaccharid-Vakzinen hat in einigen
Industriestaaten, wie den Vereinigten Staaten und Teilen Europas, zu einem Riickgang der
IPDs auf durchschnittlich 80% gefiihrt. Regionale Unterschiede wurden fiir alle
Risikogruppen registriert. Begriindet wird diese Beobachtung u.a. mit den unterschiedlichen
Impfempfehlungen der Lénder, dem Prozentsatz geimpfter Personen, Unterschiede bei der
Anwendung von Antibiotika oder der Verfiigbarkeit von anderen medizinischen MaBBnahmen
[147]. Die meisten IPD Fille wurden seit Einfithrung des PCV7 von Serotypen, die nicht im
Vakzin enthalten sind, hervorgerufen. In den vergangenen elf Monaten wurde in den USA
und Europa der 13-valente Impfstoff eingefiihrt, der den Vorgénger PCV7 ersetzen soll. Vom
PCV13 wird ein weiterer Riickgang invasiver Pneumokokken-Erkrankungen bei allen
Altersgruppen erhofft. Als Nebeneffekt der Immunisierung gegen Pneumokokken-
Erkrankungen wurde eine Zunahme antibiotikaresistenter Stimme registriert. Angesichts der
Beschrinkungen eines Polysaccharid-Impfstoffes sowie moglicher Gefahren, die von der
hohen Anpassungsfiahigkeit der Pneumokokken ausgehen, ist die Entwicklung eines
potenteren Vakzins dringend erforderlich. Idealerweise sollte dieser Impfstoff bei allen
Altersgruppen zur Bildung protektiver Antikorper gegeniiber allen Serogruppen fiihren.
Hochkonservierte Oberflichenproteine von Pneumokokken wiirden daher besser geeignete
Antigene als die Kapselpolysaccharide darstellen. Die Genom-Sequenzierung der
Pneumokokkenstimme R6 und TIGR4 ermdglichte die gezielte Suche nach hypothetischen
Oberflachenproteinen [136, 327]. PavB wurde in diesen Stimmen unabhéngig voneinander
als LPXTG verankertes Oberflichenprotein, welches sich aus einer variablen Anzahl von
SSURE Repeats zusammensetzt, identifiziert [28, 60]. Die annotierten Anzahlen an ssure
Sequenzen stimmten nicht mit den Ergebnissen der weiteren detaillierten molekularen
Analysen des pavB Genlokus fiir die Stamme TIGR4, R6, D39 und G54 iiberein [154, 180].
In dieser Studie wurde unter anderem die exakte Anzahl der Repeats von 5 ssure in
S. p. TIGRA4, 9 ssure in S. p. R6 und in S. p. A35 sowie 7 ssure in S. p. D39 festgestellt [154].

Diese Ergebnisse wurden durch Western Blot Analysen in der vorliegenden Arbeit bestitigt.
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Das Molekulargewicht der erhaltenen Proteinbanden in den Lysaten der Wildtypstdmme
TIGR4, R6, 35A und D39 entspricht jeweils der ermittelten Anzahl an SSURE-Doménen. Die
Anzahl an ssure-Sequenzen bestimmt somit die Grofe des Proteins und variiert innerhalb
S. pneumoniae. Die hohe Konservierung des pavB Lokus bei den Pneumokokken wurde durch
eine bioinformatische Analyse der annotierten Genome von 19 verschiedenen Stimme von
S. pneumoniae nachgewiesen [154]. Ein Alignment der Aminosduresequenzen der einzelnen
SSURE-Dominen dieser Stimme bestitigte die sehr hohe Homologie der SSURE-Doménen
untereinander. Auch konnte hier wie bei TIGR4 eine konservierte Anordnung der SSURE-
Doménen festgestellt werden. Die erste repetitive Einheit am aminoterminalen Ende
(first Repeat) zeigt bis zu 28 nahezu fast vollstindig konservierte Aminosdureaustausche
gegeniiber der Konsensus-Sequenz der core Repeats und ist zwischen den Stimmen fast zu
100% konserviert. Die Aminosduresequenzen der mittleren core Repeats sind ebenfalls
hochkonserviert. In einigen Féllen haben Einzelnukleotid-Polymorphismen zum Austausch
einzelner Aminosduren gefiihrt. Die Anzahl der annotierten core Repeats variiert zwischen
zwei und sechs SSURE. Experimentelle Arbeiten bewiesen nicht nur das Vorhandensein einer
zusitzlichen core SSURE-Doméne im Pneumokokkenstamm TIGR4, sondern zeigten auch
dass PavB aus bis zu neun SSURE-Dominen bestehen kann [154]. Am carboxyterminalen
Ende bildet die letzte SSURE-Domaéne (last Repeat) den Abschluss. Dieses ist etwas verkiirzt
gegeniiber der Konsensussequenz und verfiigt iiber mindestens einen Aminosdureaustausch
der bei allen untersuchten Stimmen auftritt.

Der Nachweis des pavB Lokus in allen der 23 getesteten klinisch relevanten Stimmen,
darunter 10 Serotypen, die im neuen 13-valenten Impfstoff enthalten sind, bestétigte die
Verbreitung von PavB in S. pneumoniae. Orthologe Sequenzen zu pavB wurden auch in den
nah verwandten Arten S. agalactiae, S. gordonii, S. mitis nachgewiesen [153]. Die
Hybridisierungsreaktion der pavB-DNA-Sonde mit genomischer DNA  anderer
humanpathogener Erreger wie E. coli, S. aureus, L. pneumophila, C. albicans und S. mutans

war negativ, daher wurde die PavB Produktion in diesen Stdmmen ausgeschlossen.

Die Organisation der SSURE-Doménen und die konservierten Unterschiede der
Aminosduresequenzen in speziellen repetitiven Sequenzen, machen den pavB-Lokus zu einem
vielversprechenden Marker fiir die phylogenetische Analyse der Art S. pneumoniae und nahe
verwandte Arten wie S. agalactiae, S. gordonii und S. mitis. In einer aktuellen Studie wird
davon ausgegangen, dass bei S. mitits, der nachsten verwandten Art der Pneumokokken, der

Verlust weniger Virulenzfaktoren zu einem kommensalen Lebensstil gefiihrt hat [88]. Hier
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konnte anhand der ssure-Doméne die divergierende Entwicklung der Streptokokkenart mitis
nachverfolgt werden und zudem tiiberpriift werden, ob evtl. eine Abnahme an SSURE-Repeats
zu der eingeschrinkten Virulenz beigetragen haben konnte oder der Verlust des

Kolonisierungsfaktors PavB die Pathogenitit noch weiter herabsetzen kann.

Die hohe Konservierung des Proteins PavB in S. pneumoniae macht PavB zu einem
interessanten Kandidaten fiir die Entwicklung eines proteinbasierten Pneumokokkenvakzins.
Unterstiitzend konnte die Lokalisation von PavB an der Bakterienoberfliche sowohl beim
bekapselten S. p. D39 als auch bei den unbekapselten bzw. schwach bekapselten Stimmen
D39Acps und 35A in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen eindeutig nachgewiesen
werden. Bei den generierten isogenen pavB-Mutanten wurde das Protein nicht mehr
produziert. Im Gegensatz dazu wurde in den fritheren Studien zum Nachweis des Proteins auf
der Oberfliche von Pneumokokken mittels Durchflusszytometrie auf den FEinsatz einer
Mutante als Negativkontrolle verzichtet [60, 251]. In eigenen durchflusszytometrischen
Analysen wurden des 6fteren unspezifische Signale bei den pavB-Mutanten registriert, daher

wurde der elektronenmikroskopische Nachweis bevorzugt.

Ein Immunblot mit Seren von Patienten, die an unterschiedlichen Ausprigungen einer
Pneumokokken-Infektion erkrankt waren, zeigte, dass PavB vom Immunsystem erkannt wird
und im Mensch zur Bildung spezifischer Immunglobuline fiihrt. Inwieweit diese Antikorper
an der Beseitigung von Pneumokokken aus den verschiedenen Infektionsorten beteiligt sind
oder Immunitét gegeniiber einer Zweitinfektion vermitteln, ist nicht geklart. Der protektive
Effekt von PavB-spezifischen Antikdrpern muss zunéchst in weiteren Protektionsstudien in
den verschiedenen Maus-Infektionsmodellen ndher analysiert werden. Auch konnte im
Vorfeld der Antikorper anti-PavB im Hinblick auf opsonisierende Eigenschaften in
Phagozytoseexperimenten untersucht werden. Vor Kurzem wurde das Plasmin- und
Fibronektin-bindende Protein A (Pfb A) bei Pneumokokken identifiziert, das Pneumokokken
vor phagozytotischen Zellen im Blut schiitzen soll [372]. Verschiedene FnBPs sollen
Resistenz gegeniiber der Phagozytose von Bakterien vermitteln [90, 141]. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass die Immunisierung mit den Fibronektin-bindenden Proteinen Sfbl,
Fbp54 und FbaA von S. pyogenes die Entstehung einer Infektion verhindern kann [111, 167,
326]. Als Fibronektin und Plasminogen -bindendes Protein konnte PavB unter

physiologischen Bedingungen ebenso antiphagozytotisch wirksam sein.
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Falls die Immunisierung mit PavB im Mausmodell Immunschutz vor der Entstehung
invasiver Pneumokokken-Infektionen verleiht, sollten in einem weiteren Schritt die
immunogenen Doménen von PavB bzw. einer SSURE-Doméne nédher bestimmt werden. Ein
Hinweis fiir die Identifizierung der entscheidenden Aminosduresequenzen liefert die
schwache Reaktivitdt der einzelnen rekombinant produzierten SSURE-Domidne SSURE,
gegeniiber den Patientenseren. Die multiplen Repeat-Proteine SSURE; ;3 sowie SSURE, s
reagierten mit allen Proben positiv. Auch war der Antikdrper anti-SSURE, wenig reaktiv mit
dem nativen Oberfldchenprotein. Fiir die bioinformatische Analyse der hydrophoben Bereiche
von PavB wurde das online-tool ProtScale (http://expasy.org/tools/protscale.html) verwendet.
Das nach Kyte and Doolittle (1982) erstellte Hydrophobizitétsprofil zeigt stark hydrophobe
Regionen am aminoterminalen und am carboxyterminalen Ende des Proteins. In Abstinden
von etwa 100 Aminosduren treten regelmédBig hydrophobe Bereiche auf. Unter
Beriicksichtigung der Grofle von 150 AS pro SSURE-Sequenz und der geringen
Immunogenitit einer einzelnen SSURE-Doméne, liegt die Vermutung nahe, dass eine
Aneinanderreihung von SSURE-Doménen die Immunogenitit des Proteins erhdhen konnte. In
den verschiedenen Pneumokokkenstimmen ist die Nukleinsduresequenz einzelner SSURE-
Dominen nahezu 100% homolog zueinander, weshalb eine Kreuzreaktivitit der Antikorper
unter den Pneumokokkenstimmen wahrscheinlich ist. Falls PavB die Produktion protektiver
Antikdrper auslosen kann, konnte es als Komponente eines generellen Pneumokokkenvakzins

gepriift werden.

5.2 Der Virulenzfaktor PavB: ein Kolonisierungsfaktor von Pneumokokken

Ein entscheidendes Ziel eines Pneumokokkenvakzins ist die Einddmmung der Kolonisierung
des Nasenrachenraums mit S. pneumoniae. Dort persistieren Pneumokokken asymptomatisch
unter der Kontrolle des angeborenen Immunsystems. Versagt dieser Teil des Immunsystems,
kann sich das Pathogen weiter im Wirt ausbreiten und lokale Infektionen wie Otitis media
oder invasive Erkrankungen wie Pneumonie, Sepsis oder eine bakterielle Meningitis ausldsen
[64, 304, 337]. S. pneumoniae hat sich eine Reihe von Strategien fiir das Entkommen vor dem
Immunsystem, fiir die Kolonisierung von Epithelien und das Uberwinden von
Gewebsbarrieren wie der Blut-Hirn-Schranke mittels Transzytose angeeignet. Dafilir nutzen
Pneumokokken verschiedene Virulenzfaktoren, die an der Kolonisierung beteiligt sind und
die ersten Schritte zur Entstehung einer Infektion einleiten [31, 45, 164]. Die Kapsel schiitzt

Pneumokokken vor der Aufnahme durch Phagozyten sowohl im Mukus als auch im Blut, und
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ermdglicht somit das Uberleben und die Vermehrung der Bakterien wihrend der
Kolonisierung und der Ausbreitung liber die Blutbahn [194]. Gleichzeitig maskiert eine dicke
Kapselpoysaccharidschicht Oberfldchenproteine, die fiir die effiziente Adhédsion von
Pneumokokken an Wirtszellen unerlésslich sind [119]. In vivo sowie in vitro kann die Menge
an CPS bei Kontakt mit Epithelzellen reguliert werden und somit einen Kontakt zwischen
Adhéasinen des Bakteriums und der humanen Wirtszelle zulassen [119, 170, 357]. Dieser
Prozess ist sehr heterogen und abhidngig von der genetischen Ausstattung des
Pneumokokkenstammes und den Eigenschaften der Zielzelle im Wirt. Auflerdem sind an der
Regulation  einiger  Virulenzfaktoren von S.  pmneumoniae  Zweikomponenten-
Regulationssysteme beteiligt. Bislang wurde davon ausgegangen, dass vorwiegend Cholin-
bindende Proteine wie PspC oder PspA die Adhidsion an eukaryotische Zellen vermitteln
[114, 227, 323]. Mittlerweile wurden auch fiir Oberflichenproteine ohne typische
Membranverankerungsmotive, wie PavA und NanB oder fiir die Lipoproteine PsaA, SIrA und
PpmA adhésive Eigenschaften, die den Kolonisierungsprozess unterstiitzen, festgestellt [61,
75, 131, 168, 267, 282]. Virulenzfaktoren mit LPXTG-Motiv verfiigen bei Pneumokokken
vielfach iiber enzymatische Aktivititen, jedoch tragen die drei Sortase-abhéngigen Proteine
RrgA des PI-1, PfbA und PsrP ebenfalls aktiv zur Adhésion an nicht-phagozytierende Zellen
bei [303, 372]. Das PsrP bindet spezifisch an Keratin-10 von Lungenepithelzellen und liefert
ein Beispiel fiir die gewebsspezifische Wirkungsweise von Virulenzfaktoren. PspC und PsaA
stellen wichtige Virulenzfaktoren von S. pneumoniae dar, fiir die bekannte Adhésin-Rezeptor-
Interaktionen beschrieben werden konnten. Dabei interagiert PspC mit humanem pIgR und
PsaA bindet spezifisch an E-Cadherin auf eukaryotischen Zellen [14, 375]. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass das Oberfldchenprotein PavB zur Kolonisierung des Wirts und
zur Virulenz von Pneumokokken beitrdgt. Dabei stellt PavB ein neues Adhésin von
Pneumokokken dar, welches an einen bislang unbekannten Rezeptor bindet und die Adhérenz

von Pneumokokken an eukaryotische Zielzellen unterstiitzt.

In Virulenzstudien war nach intranasaler Infektion von CD-1 Miusen mit einer tddlichen
Dosis des Pneumokokkenstamms D39 bzw. der isogenen pavB-Mutante die Uberlebensdauer
fiir Méuse, die mit dem PavB-defizienten Stamm infiziert wurden, signifikant verléngert. Die
unterschiedliche Ausbreitung biolumineszierender PavB-negativer Pneumokokken in die
Lungen der infizierten Méduse, verdeutlichte die Rolle von PavB bei der Entwicklung einer
Lungenentziindung. Die signifikante Zunahme der gemessenen Biolumineszenz 36 h

post-Infektion bei Tieren, die mit dem parentalen Pneumokokkenstamm S. p. D39/ux infiziert
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worden waren, korrelierte mit der Manifestation der Pneumokokken in den Lungen. In der
Vergleichsgruppe kam es zeitlich verzégert zu einer Zunahme der Biolumineszenz. Sobald
die Tiere eine Lungenentziindung entwickelt hatten, breiteten sich die Pneumokokken in
beiden Gruppen dhnlich schnell aus. Die Anwesenheit von PavB auf der Oberfliche der
Pneumokokken ist demnach nicht zwingend fiir das Erreichen des Blutstroms erforderlich.
Nach Infektion zweier Gruppen von Maidusen mit einer niedrigeren Dosis der beiden
Vergleichsstimme zeigte sich im Kolonisierungsmodell, dass sich der Verlust von PavB
nachteilig auf die Persistenz der Pneumokokken im Nasenrachenraum auswirkt. Der Grund
hierfiir liegt in einer eingeschrinkten Adhésionsfahigkeit der Mutanten und nicht in einer
schnelleren Abtotung PavB-defizienter Pneumokokken durch phagozytierende Zellen des
angeborenen Immunsystems. Das Oberflichenprotein PavB hatte in den durchgefiihrten
Phagozytoseversuchen keinen entscheidenden Einfluss auf die Aufnahme und Abtdtung der
parentalen Pneumokokkenstimme in Phagozyten. In Koinfektionsstudien erhielten CD-1
Maiuse gleiche Bakterienmengen des parentalen Pneumokokkenstamms und der isogenen
pavB-Mutante. Bereits 3 h nach der Infektion wirkte sich der Verlust von PavB in einer
eingeschriankten Fihigkeit der Pneumokokken zur Anheftung an das Nasopharynx-Epithelium
aus. Auch in den tiefer gelegenen Atemwegen, in den Bronchien und in der Lunge, konnten
sich Wildtypbakterien in der frithen Phase der Infektion signifikant besser ansiedeln und

vermehren als die pavB-Mutante.

Die erfolgreiche Kolonisierung von Wirtsgeweben ist der erste Schritt zum Vordringen in
tiefere Gewebsschichten durch invasive Prozesse. So unterstiitzen PspC, PsaA PpmA, SIrA
und PavA nicht nur die Kolonisierung von Geweben des Nasenrachenraums, sondern tragen
auch zur weiteren Ausbreitung von Pneumokokken im Wirt bei. In Virulenzstudien mit
Deletionsmutanten der genannten Proteine sind die Mutanten unterschiedlich stark in ihrer
Virulenz eingeschriankt bzw. vollstidndig attenuiert [52, 53, 75, 131, 134, 144, 163, 168, 267].
Der Virulenzfaktor PavA ist fiir die Kolonisierung des Nasenrachenraums, sowie fiir die
Entstehung einer Sepsis und der Pneumokokken-Meningitis von hochster Bedeutung [163,
267]. Der Verlust von PavB wirkte sich zwar entscheidend im Kolonisierungsmodell aus,
jedoch war die Virulenz der Pneumokokken wéhrend der Pathogenese einer Meningitis nicht
eingeschriinkt. Ebenso ist die mittlere Uberlebensdauer intraperitoneal infizierter Miuse mit
der pavB-Mutante nicht signifikant verldngert [286]. Das Fehlen von PavA wirkt sich
demgegeniiber drastisch auf die Pathogenese einer Sepsis und einer Meningitis aus. Dabei

wirkt der Virulenzfaktor nicht nur als Adhisin, sondern fordert auch den Ubertritt vom
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Lungengewebe in den Blutstrom [164]. In vitro Infektionsversuche mit PavB-defizienten
Mutanten bestitigten zusitzlich die Funktion von PavB als direktes Adhidsin, und schlieBen
eine direkte Beteiligung an der Aufnahme in die Zelle aus. Unter in vitro Bedingungen konnte
eine Abnahme der Adhésionsfdhigkeit fiir die pavB-Mutante des schwach bekapselten
S. p. 35A, jedoch nicht fiir die unbekapselte Mutante D39AcpsApavB gegeniiber dem Wildtyp
festgestellt werden. Diese Beobachtung steht im Widerspruch zu einer unabhingigen Analyse
des orthologen PavB aus S. p. R6, die eine Abnahme der relativen Adhédsionsfahigkeit des
unbekapselten D39-Derivats und des bekapselten S.p. D39 nach Deletion orthologer
Sequenzen nachwiesen [251]. Ein leichter Unterschied bei der Adhésion und Invasion von
Zellen unter in vitro Bedingungen konnte in vorliegender Arbeit zwischen dem bekapselten
S. p. D39 und der Mutante D39ApavB festgestellt werden. Mit der geringen Gesamtzahl
adhdrenter Pneumokokken des bekapselten Stammes D39 lassen sich allerdings keine
zuverldssigen Aussagen iiber den Beitrag von PavB zur Adhésion von Pneumokokken an
eukaryotische Zellen in vitro treffen [119, 267]. Im Kolonisierungsmodell zeigte sich, dass die
Kolonisierungsfahigkeit von S. p. D39ApavB stark reduziert ist. Gleichzeitig waren in die
Organe der oberen und unteren Atemwege weniger pavB-defiziente Pneumokokken
vorgedrungen als Wildtypbakterien. Ergdnzend wurde die Invasivitit PavB-defizienter
Pneumokokken untersucht. Nach dreistiindiger Infektion humaner Epithelzellen zeigte sich
der Wildtypstamm S. p. 35A adhésiver als die isogene pavB Mutante und es war gleichzeitig
eine erhohte Invasion des Wildtyps festzustellen. Setzte man fiir die Berechnung der
invasiven Rate die adhirenten Bakterien zu den invasiven Bakterien ins Verhiltnis, so zeigte
sich jedoch kein Unterschied zwischen Wildtyp und pavB-Mutante. Das bedeutet, dass PavB,
im Gegensatz zum Adhédsin PfbA, nicht direkt die Invasion in Epithelzellen fordert. Durch
adhdsive Eigenschaften von PavB wird die Gesamtzahl zellassozierter Pneumokokken
gesteigert und somit die Pathogenitdt von S. pneumoniae gesteigert. Die Ergebnisse aus den
Virulenzstudien und den Infektionsstudien mit eukaryotischen Epithelzellen belegen eine
Rolle fiir PavB in der frilhen Phase der Infektion, insbesondere der Kolonisierung. Fiir das

Uberwinden von Zellbarrieren werden zusitzliche Virulenzfaktoren, wie z.B. PavA benétigt.

Die beobachteten Unterschiede zwischen dem Verhalten eines Stamms unter physiologischen
Bedingungen und unter in vitro Bedingungen unterstreichen die Variabilitit der
Auswirkungen von Virulenzfaktoren, hier im Besonderen der Kapsel. So bestimmt das
Repertoire an Virulenzfaktoren die Spezifitdit des Bindungsverhaltens gegeniiber

Serumproteinen oder Wirtszellen und nimmt so Einfluss auf die Kolonisierung und die
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weitere Invasion von Epithelien [129, 164]. Demgegeniiber bestehen gewebsspezifische
Unterschiede in der Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix und dem zeitlichen und
ortlichen Angebot von Rezeptoren auf eukaryotischen Zellen. Der Verlauf des

Infektionsprozesses wird somit von multiplen Faktoren mitbestimmt.

Die Wechselwirkung zwischen PavB und eukaryotischen Zellen wurde mit dem PavB-Derivat
Hisg-SSURE, s nédher analysiert. Unter Zusatz des rekombinant produzierten Proteins nahm
die Anzahl adhirenter Wildtyp Pneumokokken auf A549 Zellen in Inhibitionsstudien ab.
Dieser inhibitorische Effekt trat nicht nach Inkubation mit His¢-Enolase oder der Verwendung
der pavB-Mutante auf. Die Nutzung eines spezifischen zelluldren Bindungspartners fiir PavB
sollte in weiteren Zellbindungsstudien mit Hisse-SSURE Proteinen iiberpriift werden. Dazu
wurden die Idslichen rekombinanten SSURE-Proteine in Bindungsversuchen mit
verschiedenen eukaryotischen Zellen eingesetzt. Gegeniiber PsrP, das nur an Keratin-10 auf
Lungenendothelzellen bindet [303], interagieren die PavB-Derivate auch mit Epithelzellen
des Nasopharynx und Nierenkarzinomzellen des Hundes, sowie murinen und humanen
Phagozyten. In Adhérenzstudien mit der humanen Hirnendothelzelllinie HBMEC waren
pavB-Mutanten ebenfalls in ihrer Adhédsionsfahigkeit eingeschrinkt. Die korrekte, native
Faltung der rekombinanten Proteine vorausgesetzt, kann so ein Zelltropismus fiir PavB
ausgeschlossen werden. Den zelluldren Bindungspartner von PavB verkorpert den
Beobachtungen zufolge wahrscheinlich ein speziestlibergreifendes Protein, dessen Identitét in

zukiinftigen Studien aufgedeckt werden soll.

5.3 Interaktionen von PavB mit humanen Proteinen

Der Schliissel zur Virulenz von Pneumokokken liegt wie bei vielen Gram-positiven
Pathogenen in der Nutzung humaner Serumproteine oder von Komponenten der
extrazelluliren Matrix (EZM). Diese Pneumokokken-Wirts-Interaktionen dienen dem
Entkommen der Bakterien vor dem Immunsystem oder fordern die Adhirenz an Wirtszellen
bzw. ermoglichen deren Invasion [114, 164, 227]. Die bislang am besten charakterisierte
Interaktion von Pathogen und Wirtsproteinen stellt die Fibronektin-vermittelte Adhédrenz und
Invasion der Gram-positiven Gruppe A Streptokokken dar [156, 216, 217, 238, 239, 320].
Fibronektin vermittelt nicht nur als Briickenmolekiil die Adhédrenz und Invasion in Epithel-
und Endothelzellen, sondern ist auch in die Aktivierung von Signalkaskaden involviert [5, 6,
244]. Diverse Fibronektin-Bindungsproteine (FnBPs) konnten fiir Streptokokken der Gruppen
A, B, C, D und E identifiziert werden. Verschiedene FnBPs, darunter Stb1, Fbp54 und M1,
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wurden fiir S. pyogenes beschrieben und deren Beitrag zur Fibronektin-vermittelten Adhirenz
bzw. Invasion in Epithelzellen nachgewiesen [71, 77, 217, 319]. Auch Pneumokokken
besitzen die Féhigkeit an immobilisiertes Fibronektin zu binden [342]. Als erstes Fibronektin-
bindendes Protein wurde PavA in Pneumokokken identifiziert. Obwohl PavA weder iiber
typische Merkmale eines Oberflichenproteins noch iiber die klassische Proteinstruktur
anderer Fibronektin-Bindungsproteine Gram-positiver Bakterien verfligt, vermittelt es eine
hohe Fibronektinbindungskapazitit. Der Verlust des Proteins reduziert die Anzahl an
Fibronektin adhérierte Pneumokokken auf 50%. Diese Beobachtung spiegelt die Exposition
weiterer Fibronektin-Bindungsproteine auf der Pneumokokken-Oberfliche wieder [134]. Auf
Grund der Fibronektinbindungsaktivitit einer SSURE-Doméne wurde PavB der Status eines
zweiten Pneumokokken FnBPs ohne bekannte Fibronektin-Bindungsmotive zugesprochen

[60, 153].

Die Bedeutung von PavB fiir die Bindung von Pneumokokken an immobilisiertes Fibronektin
konnte in Bindungsstudien mit FITC-markierten Pneumokokken bewiesen werden. Die
Ergebnisse deuten entweder auf einen stammabhingigen Einfluss des Oberflachenproteins bei
der Fibronektinbindung oder stiitzen die Hypothese, dass die Funktionalitit des nativen PavB
von der Kapselpolysaccharidschicht abhingig ist. Der Verlust von PavB filihrte beim
S. p. Serotyp 35A mit sieben SSURE Doménen zur Reduktion gebundener Bakterien. Die
isogene pavB Mutante des unbeskapselten D39Acps verhielt sich genauso adhésiv wie der
Wildtyp mit neun SSURE im PavB. Der bekapselte S. p. D39 bindet nur mit einer geringen
Effizienz an Fibronektin-beschichtete Polystyrenplatten, weshalb er fiir diese Analyse nicht
geeignet ist. Der Einfluss der Kapsel auf das Bindungsverhalten von Pneumokokken
gegeniiber immobilisiertem Plasmaprotein wurde bereits fiir humanes Thrombospondin-1
untersucht [277]. Der Verlust der Kapsel fiihrte zu einer erhohten Adhédrenz an das
immobilisierte Protein. Im Gegensatz zur Fibronektinbindekapazitét, die hauptsidchlich von
Proteinen ausgeht, ist fiir die Bindung an Thrombospondin-1 das Peptidoglykan der Zellwand
Gram-positiver Bakterien verantwortlich [277]. Die Kapsel verdeckt in diesem Fall
wahrscheinlich  die  erforderlichen  Bindungsdomidnen, widhrend elektrostatische
Wechselwirkungen mit dem CPS evtl. fiir die richtige Konformation von Proteinen
erforderlich sein konnten. Bindungsexperimente mit dem Stamm R6, der natiirlichen
Kapselmutante von D39, welche nur noch iiber siecben SSURE-Doménen verfiigt, oder der
Vergleich des bekapselten TIGR 4, sowie einer isogenen Kapselmutante mit den jeweiligen

pavB-Mutanten, konnte diese Frage 16sen. Ein weiterer Bindungsversuch mit einer pavApavB-
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Doppelmutante konnte kliren, inwieweit die verbleibende Fibronektinbindungskapazitit des
S. p. 35A oder anderer Pneumokokkenstimme nach Verlust von PavA und PavB erhalten
bleibt. In Abhéngigkeit vom verwendeten Stamm bleibt zu vermuten, dass ein gewisses Mal3
der Fibronektinbindung bestehen bleibt. Wie Proteinbindungsstudien zeigen, konnte die
restliche Bindung z.B. durch PfbA, CbpG oder bei pilierten Stdimmen vom RrgA Protein des
Pi-1 vermittelt werden [133, 198, 372].

Viele prokaryotische und eukaryotische Proteine, die an der Bindung von EZM Proteinen
beteiligt sind, beinhalten repetitive Sequenzen. Es wird vermutet, dass solche Proteine
pathogenen Bakterien Vorteile bei der Anderung von Umweltbedingungen verschaffen und
evolutiondren Anpassungsprozessen unterliegen [8]. Unterstiitzt wird diese Vermutung mit
der Beobachtung, dass die Kultur des Kapselderivats von D39, der Stamm R6, unter
Laborbedingungen zum Verlust von zwei SSURE-Dominen gefiihrt hat, und so zur
Abschwichung der Virulenz beigetragen haben konnte. Auffillig ist des Weiteren, dass pavB
orthologe Gene in Verbindung mit einem genabwirts gelegenen Zweikomponenten-
Regulationssystem (TCS08) auftreten, welches in Verbindung mit der Virulenz von
Pneumokokken und dem Zellobiosemetabolismus steht [208, 329]. Obwohl bisher keine
Regulation von pavB durch das TCSO08 untersucht wurde, legt die Organisation der Gene

einen Einfluss des TCS08 auf die Genexpression von pavB nahe.

Fiir Multi-Repeat-Proteine wird weiterhin angenommen, dass die Anzahl an repetitiven
Sequenzen die Proteinaktivitit und -funktion beeinflusst [15]. Protein-Protein-
Interaktionsstudien mit den drei Hisg-getaggten SSURE-Proteinen dienten zur nédheren
Charakterisierung der Bindung von PavB an Fibronektin. Des Weiteren wurden zusétzliche
Bindungspartner unter den Wirtsproteinen, deren Bindung zur Virulenz von S. pneumoniae
beitragen konnte, identifiziert. Der Vergleich des Bindungsverhaltens der drei His¢-getaggten
SSURE-Proteine zeigte, dass sich die Anzahl der Repeats im PavB Protein auf die Interaktion
mit Plasmaproteinen und matrizelluldren Proteinen auswirkt. In zwei unabhéngigen Studien
wurde jeweils eine rekombinant produzierte Repeat-Domine von PavB bzw. des orthologen
Proteins von R6 (PfbB) auf ihre Féhigkeit zur Bindung von Fibronektin oder Plasminogen
untersucht [60, 251]. Da bislang fiir keine einzelne Repeat-Doméne eines Proteins
Strukturdaten erhéltlich sind, wird davon ausgegangen, dass stabile Strukturen erst durch die
Kombination von zwei repetitiven Doménen entstehen [195]. Der direkte Vergleich des
Bindungsverhaltens einer SSURE-Doméne mit dem eines Tandems und des PavB-Derivats

mit fiinf SSURE-Doménen erlaubte die fundierte Beurteilung der Bindungskapazitit von
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PavB gegeniiber humanen Proteinen. Die Ergebnisse der durchgefiihrten Protein-Protein-
Interaktionsstudien bestitigen die Wechselwirkung aller drei rekombinanten PavB-Derivate
mit immobilisiertem Fibronektin und Plasminogen. Den SPR-Analysen zufolge nimmt die
Bindung der SSURE-Proteine mit einer steigenden Anzahl von SSURE-Doménen zu. Eine
einzelne SSURE-Domine zeigte nur eine geringe Bindung an Fibronektin. Die
Fibronektinbindung nahm mit der Anzahl von SSURE-Doménen zu und war bei Verwendung
des PavB-Derivats SSURE;s am stirksten. Diese Beobachtung korreliert mit dem
Interaktionsmodell anderer FnBPs, bei dem sich die Fibronektin-bindende Doméne im
Ubergangsbereich von repetitiven Sequenzen befindet [207, 246, 297-299]. Entgegen der
Annahme, dass die 16sliche Form des Plasmafibronektins nicht von Pneumokokken gebunden
wird [342], deutete das Overlay-Experiment mit humanem Plasma auf eine
Fibronektinbindungskapazitit der beiden PavB-Derivate SSURE,;3 und SSURE, s hin. Bei
Verwendung eines Repeats von PavB, dem SSURE,, konnte in diesem Bindungsexperiment
keine Bindung von 16slichem Plasmafibronektin nachgewiesen werden. Weitere SPR-Studien
mit den immobilisierten SSURE-Proteinen als Liganden und 16slichem Plasmafibronektin als
Analyt, konnten zum einen den Beweis der direkten Bindung eines FnBPs von
Pneumokokken an l6sliches Fibronektin erbringen und zum anderen zur Aufklarung der

spezifischen Wirkungsweise repetitiver Proteindoménen beitragen.

Studien zur Plasminogenbindung von Streptokokken deuten auf einen Zusammenhang
zwischen bakteriengebundenem Plasminogen und einer gesteigerten Adhirenz an Wirtszellen
und der Penetration der Basallaminia hin [96]. Die Streptokinase A fungiert dabei als
bakterieller Plasminogenaktivator [328]. Das aktive Plasmin fordert dann die Invasion von
Bakterien in die Wirtszelle [365]. In einer urspriinglichen Bindungsstudie zur Identifizierung
von Plasminogen-Bindungsproteinen von Pneumokokken interagierte kein Protein mit einem
theoretischen Molekulargewicht von PavB mit Plasminogen [33, 154]. Der Nachweis des
Oberflachenproteins PavB in Bakterienlysaten war in der vorliegenden Studie erst nach
Anderung der Acrylamid-Konzentration fiir die SDS-PAGE mdglich, womit die ,,falsch
negativen* Ergebnisse der vorigen Studie erkldrbar sind. Bislang wurden drei Plasminogen-
Bindungsproteine von Pneumokokken identifiziert: die Enolase, GAPDH und das CbpE
Protein [17, 33], wobei der Enolase eine Schliisselrolle zukommt. Die Bindung von
Plasminogen durch Enolase und die anschlieBende Aktivierung durch tPA oder UPA sind
essentiell fiir die Degradation der EZM und die Ausbreitung der Pneumokokken im Wirt [35].
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Eine eindeutige Bindungskapazitit fiir 16sliches sowie oberflaichengebundenes Plasminogen
konnte mit den durchgefiihrten Bindungsstudien fiir die beiden PavB-Derivate Hiss-SSURE+3
sowie Hisg-SSURE,.s nachgewiesen werden. Die Interaktion einer SSURE-Domidne mit
immobilisiertem Plasminogen war schwicher als im Vergleich zu der Bindung an Fibronektin
und in SPR-Analysen fast nicht nachzuweisen. Inwieweit PavB zur Rekrutierung von
proteolytischer Aktivitdt an die Pneumokokken-Oberflache beitrdgt und &dhnlich wie Enolase
oder CbpE die Plasminogen-vermittelte Migration durch die extrazellulire Matrix [17, 33]
fordert, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht analysiert. Weitere Studien zeigten, dass auch
die Adhésionsfihigkeit von Plasminogen-vorbehandelten Pneumokokken gegeniiber
Epithelzellen zunimmt. Auch hier konnte PavB, genauso wie an der beobachteten
perizelluldren Transmigration von Pneumokokken nach Plasminogenrekrutierung, mitwirken
[16]. Lysinreste gelten als die entscheidenden Aminosdurereste in Adhdsinen von
Pneumokokken, die fiir eine Plasminogen-Interaktion erforderlich sind [35, 70]. Ahnlich wie
andere bakterielle Plasminogen-Bindungsproteine, verfiigen SSURE-Dominen von PavB
tiber Lysin (K) -reiche und geladene Sequenzen, fiir die eine Rolle bei der
Plasminogenbindung vermutet wird. In eigenen bioinformatischen Analysen von PavB wurde
die Aminoséuresignatur KK, die bei der Enolase an der Bindung der Lysinbindungsstellen I
(LBS1) im Plasminogenmolekiil beteiligt sein soll [33], identifiziert. Mit einem Abstand von
ca. 150 AS tritt dieses Motiv am C-terminalen Ende von vier der fiinf SSURE-Sequenzen im
Protein PavB aus TIGR4 auf. In der ersten SSURE-Doméne, die einer hoheren Variabilitit
unterliegt [154], fehlt dieses mogliche Bindungsmotiv. Im nativen PavB konnte die rdumliche
Anordnung mehrerer SSURE-Doménen die Anzahl an gebundenen Plasminogenmolekiilen
erhohen. Weitere funktionelle Analysen konnen auch zur Aufkldrung dieser Protein-Protein-

Interaktion beitragen.

Ein gut untersuchter Mechanismus zur Interaktion von Pneumokokken mit einem humanen
Plasmaprotein ist die Nutzung von Vitronektin als Briickenmolekiil zur eukaryotischen
Zielzelle. An o,fs-Integrin gebundenes Vitronektin erhdht die Adhirenz von Pneumokokken
an humane Epithel- und Endothelzellen und setzt eine ILK-abhédngige Signalkaskade in Gang,
die zur Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts fiihrt. Gleichzeitig erfolgt eine o, 33 .Integrin-
abhingige Internalisierung der Pneumokokken nach Priinkubation von Epithelzelllinien mit
Vitronektin [32]. Zellgebundenes Vitronektin liegt in der multimeren Form vor, an die
Pneumokokken priferentiell binden [32, 317]. Eine konzentrationsabhidngige Rekrutierung

von Vitronektin aus Plasma an die Pneumokokkenoberfliche wurde ebenfalls beschrieben
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[32]. Bislang ist unklar, welche Adhéasine der bakteriellen Oberflache 16sliches oder in die
EZM eingelagertes Vitronektin binden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Interaktion des
neu identifizierten Adhésins PavB auch fiir dieses Plasmaprotein analysiert. Die Bindung von
Vitronektin aus Plasma konnte fiir alle drei PavB-Derivate gezeigt werden, wobei die Anzahl
von Repeats die Bindungskapazitidt erhohten. Die durchgefiihrten SPR-Analysen deuten
ebenfalls auf eine Affinitdt der SSURE-Proteine gegeniiber immobilisiertem Vitronektin hin.
Uberraschenderweise nahm hier die Affinitéit gegeniiber Vitronektin mit steigender Anzahl
von SSURE-Doménen ab. Anders als bei der Bindung an Fibronektin kénnten hier die
Bindungsbereiche direkt in der Primirstruktur einer SSURE-Sequenz liegen und nach
struktureller ~Anordnung mehrerer Doménen nicht mehr zugédnglich sein. Das
Bindungsverhalten der einzelnen SSURE-Proteine gegeniiber immobilisiertem Vitronektin
muss in weiteren Affinititsmessungen verifiziert und in Kinetik-Studien ndher analysiert
werden. Der Beitrag von PavB zur Bindung von 16slichem Vitronektin aus Plasma konnte in

durchflusszytometrischen Analysen mit der pavB-Mutante S. p. 35A tiiberpriift werden.

Ahnlich wie das Cholin-bindende Protein PspC konnte PavB ein multifunktionelles
Oberfliachenprotein von Pneumokokken darstellen, das tiber mehrere Bindungspartner
verfiigt. Im Gegensatz zu PspC, welches verschiedene Polymorphismen zeigt, sind der
Aufbau von PavB und die Aminosduresequenz einer SSURE-Doméne hochkonserviert. PspC
und Hic sind die Haupt-Bindungsproteine fiir Faktor H [83, 84, 115, 149, 191, 270]. Faktor H
ist ein zentrales Regulatorprotein des alternativen Wegs der Komplementkaskade und wird in
der Leber und konstitutiv von speziellen Endothel- und Epithelzellen produziert. Das
einzelstrangige Glykoprotein besteht aus 20 Doménen mit je 60 AS, den sogenannten short
consensus Repeats (SCR) und liegt mit einer Konzentration zwischen 300 bis 800 pg/ml in
humanem Plasma vor [280]. Faktor H verhindert die Bindung des Komplement-Faktors B an
C3b und beschleunigt den Abbau der C3-Konvertase des alternativen Wegs (C3bBb).
AuBerdem ist er ein Kofaktor fiir die Faktor I-vermittelte Inaktivierung von C3b [248, 356,
367]. Pneumokokken rekrutieren Faktor H an ihre Oberflaiche und schiitzen sich so durch
Inaktivierung von C3b durch Faktor H vor der Komplement-vermittelten Opsonophagozytose
[150, 269]. Die Faktor H-Bindungsdoméne liegt in der konservierten N-terminalen Region
von PspC Proteinen und Hic. Es wurde gezeigt, dass sich hier ein hochkonserviertes Motiv

aus 12 Aminosdureresten (ALNIKLSAIKTK) befindet, das fiir die Anlagerung von PspC an

gebundenen Faktor H und die Rekrutierung von Faktor H aus Plasma verantwortlich ist [115,

191]. Nachdem fiir die SSURE-Proteine ebenfalls eine Affinitit zu immobilisiertem Faktor H
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gemessen werden konnte, wurde die Aminosduresequenz von PavB hinsichtlich der 12-mer
Sequenz analysiert. Uberraschenderweise wurde in der Konsensussequenz der core Repeats
und des last Repeats eine 12-mer Aminosdureabfolge ALSPLGENVKTK gefunden. Zur
ndheren Analyse der Bindungsregion von Faktor H sollte gekldrt werden ob das erste SSURE
Repeat (first Repeat) auch ohne dieses potenziell Bindungsmotiv iiber eine Faktor H-
Bindungskapazitit verfiigt. Ein Peptid-Spot-Array mit verschiedenen synthetischen Peptiden
konnte kliren, ob die Ubereinstimmung der ersten beiden und der letzten drei Aminosiuren
mit dem Motiv der anderen Faktor H-Bindungsproteine fiir die Interaktion von PavB mit
Faktor H ausreichend ist. Auch fiir die neue Klasse der Oberflachenproteine, der Phts, wurde
die Fahigkeit zur Bindung von Faktor H festgestellt. Die inhibierende Wirkung von Pht
Proteinen auf die Bindung von aktivem C3 an die Oberflache von Pneumokokken wird mit
der Interaktion dieser Proteine mit Faktor H in Zusammenhang gebracht [235]. Die Resistenz
gegeniiber der opsonisierenden Wirkung von C3 wird als entscheidender Faktor fiir das
Persistieren von Pneumokokken im Nasopharynx angesehen [184, 193]. PavB konnte somit
nicht nur als Adhédsin direkt zur Kolonisierung des Nasenrachenraums beitragen, sondern
durch die Rekrutierung von Faktor H auch die Resistenz gegeniiber der Komplement-

vermittelten Opsonophagozytose in vivo erhdhen.

Desweiteren fordert die Rekrutierung von Faktor H an die bakterielle Oberfliche die
Adhidsion von Pneumokokken und die Aufnahme in phagozytierende sowie nicht-
phagozytierende Zellen in vitro, und die Invasion des Lungengewebes in vivo [4, 115, 270].
Faktor H bindet sowohl an oberflichengebundenes C3b als auch an polyanionische
Oberflichenmolekiile auf eukaryotischen Zellen oder an Bestandteile der extrazelluliren
Matrix [159, 199, 211]. Zusétzlich vermittelt das RGD-Motiv von Faktor H die Bindung an
eukaryotische Zellen durch die Interaktion mit dem Integrin CR3 (onm/B2) auf PMNs [92, 126].
Vor Kurzem konnte gezeigt werden, dass die Faktor H-vermittelte Aufnahme von
Pneumokokken in phagozytierende und epitheliale Zellen die Bindung an CR3 und die
Umstrukturierung des Aktinzytoskelets voraussetzt [4]. Dafiir wird ein Mechanismus
vorgeschlagen, bei dem der an die Pneumokokken gebundene Faktor H im Bereich der
Heparin-bindenden Doméne iiber Glykosaminoglykane an die Zelle adhédriert und dann den
Kontakt zum Integrin herstellt. PspC-defiziente Mutanten sind deutlich in ihrer Féhigkeit den
l16slichen Faktor H aus Plasma zu rekrutieren, eingeschriankt [115]. Allerdings ist nicht
ausgeschlossen, dass zusétzlich zu PspC oder Hic andere Proteine wie beispielsweise PavB,

an der Faktor H-vermittelten Adhérenz beteiligt sind. Der Vergleich einer pavB-Mutante mit
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einer isogenen pspC-Mutante konnte in weiteren funktionellen Analysen hilfreich bei der
Aufklarung der spezifischen Funktion der Oberflichenproteine bei der Faktor H vermittelten

Adhérenz und Invasion sein.

PspC stellt iiber eine weitere Bindungsdoméne in den repetitiven Doménen (R) den direkten
Kontakt zu hpIgR auf mukosalen Epithelien her und ermdglicht so den retrograden Transport
von Pneumokokken in die Epithelzelle [97, 118, 375]. Verantwortlich fiir die Bindung ist das
hexamere Motiv YRNYPT in der a-helikalen Doméane von PspC. Obwohl diese Signatur in
PavB nicht vorliegt, war in SPR-Analysen der SSURE-Proteine eine Bindung an die
sekretorische Komponente von hpIgR (SC) zu messen (unverdffentlichte Daten). Auch hier
stellt sich die Frage inwieweit PavB den hpIgR auf eukaryotischen Zellen erkennt und fiir die
Adhision an die Zelle nutzt. In vitro Infektionsstudien mit der pavB-Mutante des S. p. 35A
und der hplgR-produzierenden Epithelzellinie MDCKplgR koénnten einen ersten Eindruck
tiber die Funktionalitdt dieser Protein-Wechselwirkung liefern. Auch sollte die beobachtete
Affinitdt zur SC bei der weiteren Suche nach dem eukaryotischen Rezeptor fiir PavB mit
beriicksichtigt werden. In ersten Versuchen zur Identifizierung des Rezeptors war es noch
nicht moglich mittels eines Strep-getaggten SSURE,.3;-Proteins eine ausreichende
Proteinmenge eines potenziellen Rezeptors aus einem Lysat der Membranfraktion von A549
Zellen zu isolieren. Zu iiberpriifen bleibt ebenfalls, welche Domidne der sekretorischen
Komponente von PavB erkannt wird und ob diese Bindung auch fiir sIgA besteht. PspC nutzt
fiir die Bindung von SC eine andere Bindungsstelle als fiir Faktor H und kann dadurch mit
beiden Komponenten gleichzeitig interagieren [84, 115]. Interessanterweise flihrte in einer
Virulenzstudie der Verlust von PspC nur bei einem von vier analysierten Serotypen zu einer
Abschwichung der Virulenz nach intranasaler Infektion von Maiusen. Die Infektion mit
PspC-defizienten Pneumokokken des Stamms D39 fiihrte in dieser Studie zu gleichen
Uberlebensraten wie der Wildtypstamm [168]. In der vorliegenden Arbeit war dagegen die
Uberlebensrate der Miuse nach Infektion mit der pavB-Mutante D39ApavB deutlich
gegeniiber dem parentalen D39 verlangert. Andererseits ist PspC bei D39 ein wichtiger
Virulenzfaktor im Sepsis-Modell [144]. Eventuell konnte der Grund dafiir in Unterschieden
der Affinitdt und Kinetik von Protein-Wechselwirkungen der beiden Oberflichenproteine
PavB und PspC mit Faktor H oder SC liegen. Falls sich die Protein-Wechselwirkung von
PavB mit hplgR und Faktor H weiterhin bestitigt, stellt PavB ein hochinteressantes

multifunktionelles Adhésin von Pneumokokken dar.
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Erwdhnenswert ist auch die beobachtete Bindungskapazitdt von PavB-Derivaten flir humanes
Thrombospondin-1 [286]. Pneumokokken binden an oberflichengebundenes TSP-1, sind aber
auch in der Lage die 16sliche Form aus dem Plasma zu rekrutieren [277]. Die dicke
Peptidoglykanschicht Gram-positiver Bakterien wird auf der bakteriellen Seite fiir die
Interaktion mit zellgebundenem Thrombospondin-1 verantwortlich gemacht, da sich eine
Zerstorung der Oberflachenproteine mit Pronase E nicht negativ auf die TSP-1 vermittelte
Adhédrenz auswirkt, diese aber mit Peptidoglykanfragmenten inhibiert wird [277]. Ein
Einfluss der Pronase E-Behandlung auf die TSP-1-Rekrutierung aus Plasma wurde nicht
beschrieben. Gleichzeitig ist die Beteiligung von Oberflichenproteinen an der
Thrombospondin-Bindung nicht génzlich ausgeschlossen. Die Bindung von PavB an TSP-1
muss zundchst in weiteren Protein-Protein-Interaktionsstudien, wie der SPR-Analyse
verifiziert werden. Zusidtzlich konnte die Thrombospondin-Bindungseffizienz von
S.p. 35AApavB und S.p. D39AcpsApavB gegeniiber den entsprechenden parentalen
Wildtypstimmen verglichen werden. Im Falle einer Beteiligung an der TSP-1-Rekrutierung
aus dem Plasma sollte der Einfluss der PavB-TSP-1-Interaktion auf die Phagozytose von
Pneumokokken nach Pridinkubation mit TSP-1 analysiert werden. Es wurde gezeigt, dass an
Pneumokokken gebundenes TSP-1 einen antiphagozytotischen Effekt auf PMNs ausiibt [277].
Auch wenn PavB keinen direkten Einfluss auf die Phagozytose ausiibt, konnte es als
Adhisionsmolekiil fiir anti-phagozytotisch wirksame Komponenten, wie TSP-1, genutzt

werden.

Es ist moglich, dass das Repertoir der Bindungspartner von PavB noch nicht vollstindig ist.
Neben den beschriebenen Protein-Wechselwirkungen konnten bspw. adhisive Eigenschaften
auch fiir Plasmin oder Fibrinogen bzw. Fibrin bestehen. Fibrin und TSP-1 sind in die
Assoziation von Pneumokokken an Blutplittchen involviert [226]. Adhédsine wie PavB
konnten durch Bindung dieser Komponenten dazu beitragen die Krankheitserreger in

geschidigtem Gewebe zu konzentrieren und so das Vordringen in die Blutbahn begiinstigen.

Im Anschluss an diese Arbeit konnen weiterfiihrende Studien mit PavB einen grof3en Beitrag
zur Aufklarung von Protein-Wechselwirkung der verschiedenen zelluldren oder plasmatischen
Wirtsproteine mit Oberflichenproteinen von Pneumokokken leisten. Wichtig fiir ein besseres
Verstidndnis der SSURE-Interaktion mit Plasmaproteinen sind die Strukturaufkldarung von
PavB und die 3D-Analyse der Komplexe die bei einer Bindung von SSURE-Proteinen an
Plasmaproteine entstehen. Die beobachteten multiadhésiven Eigenschaften der PavB-Derivate

liefern interessante Teilgebiete fiir zukiinftige Studien. Mit der Untersuchung der
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funktionellen Auswirkungen der Protein-Wechselwirkungen auf die Adhédsion von
Pneumokokken an phagozytierende wie nicht-phagozytierende Wirtszellen, der Invasion in
Zielzellen oder auf die Degradation der EZM konnte die Vielseitigkeit eines Virulenzfaktors
im Detail aufgekldrt werden. Die gewonnenen Informationen konnten hilfreich bei der
Analyse anderer Virulenzfaktoren sein und dabei helfen, ein besseres Verstindnis fiir das
Zusammenwirken  verschiedener Komponenten wihrend der Pathogenese einer

Pneumokokken-Infektion zu erhalten.

5.4 PavB als Modell fiir die Analyse der Interaktion zwischen Fibronektin-

Bindungsproteinen von Pneumokokken und Fibronektin

Die Charakterisierung von Fibronektin-Bindungsproteinen Gram-positiver Bakterien ist fiir
die Entwicklung neuer Impfstoftkomponenten, sowie Therapeutika von grundlegendem
Interesse. Vielversprechend waren bisher Protektionsstudien mit gut charakterisierten
Proteinen wie Sfbl [111, 296]. In Inhibitionsstudien mit rekombinanten Fragmenten der
Fibronektin-Bindungsdomine von FnBPs aus S. aureus waren Meerschweinchen vor der
Wundentstehung nach Infektion geschiitzt, und es wurde zusétzlich ein beschleunigter
Heilungsprozess von bestehenden Wunden beobachtet [210]. Angesichts der verbreiteten
Antibiotika-Resistenz unter Pneumokokken weltweit, ist die Entwicklung neuer
Therapieansitze zwingend erforderlich. Bislang ist wenig iiber die Interaktion zwischen
FnBPs von Pneumokokken und Fibronektin bekannt. Es wird davon ausgegangen, dass
Pneumokokken untypischerweise die Heparin-bindende Doméne (HBD) im C-terminalen
Bereich des Fibronektinmolekiils binden [342]. Andere Gram-positive Kokken interagieren
hauptséchlich mit Typ [-Doménen des N-terminalen Bereichs des Molekiils [221, 314].
Anhand der Wechselwirkung von Sfb1l mit Fibronektin wurde ein Interaktionsmodell, in dem
vier bis fiinf der Typ [-Doménen an verschiedene Bindungsbereiche innerhalb einer
repetitiven Domine der FnBPs anlagern, erstellt. An dieser Interaktion sind konservierte
Motive aus bis zu fiinf Aminosduren beteiligt [297-299]. Die beiden Virulenzfaktoren PavA
und PavB verfiigen weder iiber den typischen Aufbau noch iiber Fibronektin-Bindungsmotive
der FnBPs Gram-positiver Bakterien, interagieren aber beide mit dem immobilisierten
Plasmaprotein [60, 134, 154]. Dabei soll das Oberflichenprotein PavA mit dem C-terminalen
Bereich die Bindung zu den Typ III-Domidnen der HBD herstellen [134]. Urspriingliche
Strukturvorhersagen schlugen fiir PavB ein Modell vor, in dem der C-terminale Teil einer

SSURE-Domine eine Bindungsstelle fiir Fibronektin bilden konnte [153, 297]. Der Abstand
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aufeinanderfolgender SSURE-Dominen betrigt ca. 40 A und entspricht damit etwa dem
Abstand von Typ IlI-Modulen. AuBlerdem wére eine Interaktion der einzelnen SSURE-
Doménen mit aufeinanderfolgenden Typ I oder Typ II Repeats denkbar [153]. Fiir die
funktionelle Analyse der Bindungsregion von PavB innerhalb des Fibronektinmolekiils wurde
zunichst die Bindungsspezifitidt der drei SSURE-Proteine fiir Fibronektin in einer weiteren
SPR-Analyse untersucht. Dazu wurde fiir jedes SSURE-Protein die Interaktion mit einer
Konzentration, bei der eine Absittigung der Bindungsstellen erreicht wurde, gemessen und
anschlieBend in einem kompetitiven Ansatz die Interaktion der Gemische aus zwei bzw. drei
der SSURE-Proteine analysiert. Die Kombination der SSURE-Proteine Hise-SSURE, und
Hiss-SSURE,. 5 fithrte im Vergleich zu den jeweiligen Einzel-Messungen zu einer Abnahme
der gemessenen Werte. Da der weitere Zusatz des PavB-Derivats Hise-SSURE, s in einer
weiteren Abnahme der gemessenen Interaktion resultierte, kann davon ausgegangen werden,
dass alle drei SSURE-Proteine um die gleichen Bindungsstellen im Fibronektinmolekiil
konkurrieren. In einem Bindungsversuch mit biotinyliertem SSURE-Protein war es moglich
spezifische Bindungsstellen im C-terminalen Bereich des Fibronektinmolekiils zu
identifizieren. Eine Interaktion mit dem 70 kDa -Fragment des N-terminalen Bereichs wurde
nur nach Denaturierung des Fragments festgestellt, wihrend unter nativen Bedingungen keine
Bindung des SSURE-Proteins nachgewiesen werden konnte. Uberraschenderweise
interagierten alle Fragmente der Typ III-Doménen mit dem SSURE-Protein und nicht nur
Fragmente die Typ III-Module aus der HBD (12FIII-14FIII) enthielten. Die Interaktion von
SSURE, 3 mit den Typ III-Fragmenten konnte inzwischen in SPR-Analysen bestétigt werden.
In zukiinftigen Bindungsanalysen soll gepriift werden, ob eventuell auch eine Affinitit
gegeniiber Typ I oder Typ II-Doménen des N-terminalen Bereichs besteht. Die Mdglichkeit
zur Nutzung unterschiedlicher Bindungsregionen im Fibronektinmolekiil ist mittlerweile fiir
einige Oberflachenproteine von anderen Gram-posititven Pathogenen beschrieben worden.
Dabei binden die Oberflichenproteine Embp von Staphylococcus epidermidis, ShdA von
Salmonella enteritica und Pap31 von Bartonella henselae spezifisch an 12FIII oder 13FIII
innerhalb der HBD [67, 81, 173]. Borrelia burgdorferi produziert das Oberflichenprotein
BBK32, welches eine geringe Sequenzédhnlichkeit zu Sfbl oder FnBPA aufweist und nicht
nur mit der Gelatin-bindenden Doméne und Typl-Modulen interagiert [272], sondern auch
mit den Typ III Fibronektinmodulen 1-2FIII und 3FIII [266]. Die Doménen 1FIII und 2FIII
sind an der Initialisierung der Fibrillogenese beteiligt, wobei eine Konformationsédnderung des
Fibronektinmolekiils vollzogen wird und sich diese Bereiche an Typ I[-Doménen am

N-terminalen Ende anlagern koénnen [7, 340]. Da Typ III-Doménen nicht iiber
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Disulfidbindungen stabilisiert sind, konnten sich FIII-Dominen teilweise entfalten und eine
Angriffsfliche fiir die Anlagerung anderer Proteine bieten [261, 262]. Fiir BBK32 konnte
gezeigt werden, dass die Nutzung dieser Typ III-Doménen die geordnete Fibronektin-
Aggregation induzieren kann. Es wird vermutet, dass eine Konformations-Modulierung
erfolgt, die Bindungsstellen innerhalb des Fibronektins fiir o4f;- und oyf;—Integrine
unzuginglich macht. Auf diese Weise konnte die Interaktion mit der Wirtszelle reguliert
werden [266]. Dabei sollen zwei Sequenzmotive, die Homologien zu Anastellin, einem
Fragment des ersten Typ III Repeats aufweisen, die Bindung an die Typ III-Domidnen
vermitteln. Auch PfbA verfiigt liber eine homologe Sequenz eines Typ III Repeats, jedoch
wurde die Interaktion dieses FnBPs mit Fibronektin nicht genauer analysiert [372]. Die
direkte Interaktion eines PavB-Derivats mit allen Typ III-Doménen des C-terminalen Endes
von Fibronektin stellt ein bislang unbekanntes Phinomen dar und kdnnte die Grundlage fiir
ein neues Modell der Interaktion eines FnBPs mit Fibronektin liefern. Die Uberpriifung eines
Modells, bei dem eine, bzw. eine Kombination mehrerer SSURE-Dominen mit jedem
beliebigen Typ III-Modul interagieren und die Bindungsstirke mit einer steigenden Anzahl
von Repeats erhoht werden kann, wird mittels funktionellen Analysen schwer durchzufiihren
sein. Da der Zustand des Fibronektinmolekiils und somit die Zuganglichkeit einzelner
Bindungsregionen, sowohl in I6slicher als auch in oberflichengebundener Form sehr variabel
ist, konnten SSURE-Proteine eine multifunktionelle Aufgabe bei der Wechselwirkung von
Pneumokokken mit Fibronektin iibernehmen. Bei der Bindung an die Domédne 10FIII von
16slichem Fibronektin, konnte z.B. die Blockierung der RGD-Sequenz zu einer verminderten
Anlagerung an Integrine fithren. Im Einklang damit steht die beobachtete Abnahme der
Adhidrenz von Pneumokokken nach Inkubation der Bakterien mit Plasmafibronektin [311].
Entgegen der Annahme, dass die Bindung von FnBPs zu einer Aktivierung von Fibronektin
fiihrt, und somit eine Anlagerung von Gram-positiven Bakterien an eukaryotische Zellen, vor
allem iiber das asPiIntegrin fordert, konnte die Bindung von loslichem Fibronektin bei
Pneumokokken zu einer Abnahme der Adhérenz fiihren [297]. Gleichzeitig konnte ein
dhnlicher Effekt, wie er fiir BBK32 beobachtet wurde, auftreten und nicht nur die
Fibrillogenese, sondern auch die Adhirenz an oberflichengebundenes Fibronektin
beeinflussen. Zu tlberpriifen bleibt, ob andere konservierte Fibronektin-bindende Proteine der
Pneumokokken wie PavA oder PfbA in &hnlicher Weile wie PavB mit immobilisiertem
Fibronektin interagieren und ob diese genauso wie die SSURE-Proteine losliches
Plasmafibronektin aus Plasma rekrutieren. Um eine Wechselwirkung mit Typ I- oder Typ II-

Doménen génzlich ausschlieBen zu konnen, sollten weitere Bindungsstudien unter
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Abénderung der Bedingungen durchgefiihrt werden. Der Einsatz von PavB in zukiinftigen
Protein-Interaktionsstudien kann mafBgeblich zur Aufklarung der Interaktion von FnBPs der
Pneumokokken mit Fibronektin beitragen. In weiteren funktionellen Analysen zur
Fibronektin-vermittelten Adhirenz von Pneumokokken und zur Identifizierung der
moglicherweise daran beteiligten Integrine konnte sich die Verwendung von PavB- bzw.

PavA-defizienten Mutanten als vorteilhaft erweisen.

Die Rolle von Plasmafibronektin (pFn) fiir die Kolonisierung und die Etablierung einer
bakteriellen Infektion wurde bislang fiir S. aureus und S. pyogenes néher untersucht. Diese
nutzen die Bindung von ldslichem Fibronektin fiir die Interaktion mit dem klassischen
Fibronektin-Rezeptor asP;-Integrin, wodurch eine erhdhte Aufnahme in die Zelle erreicht
wird und die Ausbreitung im Wirt beschleunigt werden kann [6, 77, 122, 217, 228, 245, 307,
320, 338, 343]. Auch Pneumokokken verfiigen tiber ein gewisses Spektrum an Fibronektin-
bindenden Proteinen (FnBPs), die zur beobachteten Fibronektin-abhidngigen Adhirenz von
Pneumokokken an Epithelien und Endothelien des Wirts beitragen konnen [134, 153, 154,
251, 311, 372]. Dabei fungiert Fibronektin wahrscheinlich nicht nur als Briickenmolekiil fiir
die Anheftung an Wirtszellen, sondern fordert auch die Invasion von Pneumokokken in
humane Epithel- und Endothelzellen auf dhnliche Weise wie bei S. aureus unter
Umstrukturierung des Aktinzytoskelett und der Aktivitdit von Mikrotubulli [5, 6, 311]. Im
Anschluss an Versuche zur Fibronektin-vermittelten Invasion von Pneumokokken und
Identifizierung des daran beteiligten eukaryotischen Rezeptors, konnte die Fibronektin-
geforderte Invasion in Epithelzellen durch Zusatz von asf;-Integrin- und a,p;-Integrin-
Analoga bereits inhibiert werden. Der klassische Vitronektin-Rezeptor o,ps-Integrin konnte
somit nicht nur in die Vitronektin-vermittelten Adhirenz von Pneumokokken involviert sein
[32]. Die Anlagerung von Fibronektin an das o,f3-Integrin kann ebenfalls den ersten Schritt
fiir die Fibrillogenese einleiten [364, 373] und konnte somit die Anheftung und Invasion von
Pneumokokken beschleunigen. Zur nidheren Identifizierung des spezifischen Rezeptors der
Fibronektin-abhingigen Anlagerung und Invasion von Pneumokokken stehen spezifische
Integrin-defiziente murine Fibroblasten zur Verfiigung. Bislang konnte kein Einfluss der
Bi-Untereinheit auf die Fibronektin-vermittelte Invasion von Pneumokokken festgestellt
werden (unverdffentlichte Daten), weshalb Infektionsstudien mit den Ps-defizienten
Fibroblasten im Anschluss an diese Versuche durchgefiihrt werden sollten. Es ist nicht

ausgeschlossen, dass je nach Angebot auf der Zelloberfliche beide Rezeptoren oder
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zusdtzliche Fibronektin-bindende Integrine fiir die indirekte Anheftung von Pneumokokken

genutzt werden konnen.

Fibronektin zirkuliert in hohen Konzentrationen in humanem, sowie murinem Blutplasma und
kommt in verschiedenen Isoformen als Bestandteil der extrazelluldiren Matrix vor [300]. Auf
Epithelien und Endothelien konnte das Glykoprotein in zellgebundener Form (cFn) eine
Angriffsfliche fiir humane Pathogene liefern und so den Kolonisierungsprozess unterstiitzen
oder die Invasion in die eukaryotische Zelle ermdglichen. Sobald das Gewebe durchlissig fiir
Plasmabestandteile wird konnte die Exposition der Bakterien zu Plasmafibronektin (pFn)
erfolgen. Die Rekrutierung von pFn an die Oberfliche des Pathogens bei der Entstehung von
Wunden und der Ausbreitung im Wirt konnte den Infektionsverlauf auf verschiedenste Weise
beeinflussen. Der Infektionsprozess wird von verschiedenen Faktoren, hauptsidchlich dem
Repertoir verschiedener FnBPs Gram-positiver Pathogene sowie der vorherrschenden
Fibronektinkonzentration am Infektionsort und der Infektionsroute mitbestimmt. Zusétzlich
zu diesen Faktoren hingt die Konformation und Aktivitit des Fibronektinmolekiils von der
Art der Fibronektin-Interaktion der FnBPs ab, womit es nahezu unméglich ist, den Beitrag
von Fibronektin wéhrend der Pathogenese einer bakteriellen Infektion vollstindig
aufzukliren. Die Genexpression der fnb Gene ist bei einer Infektion mit S. aureus zwar
hochreguliert und die Produktion von FnBPA hat sich als wichtig fiir die Invasion von
Epithelien herausgestellt, jedoch konnte die vollstindige Bedeutung der FnBPs fiir die
Pathogenese einer Infektion mit Staphylokokken noch nicht gekliart werden [209, 268, 308].
Die Beteiligung von Plasmafibronektin an der Pathogenese einer Pneumonie sollte erstmals in
einem in vivo Infektionsmodell niher betrachtet werden. Nach intranasaler Infektion von pFn-
negativen und pFn-postiven Méausen mit dem pathogenen S. pneumoniae Stamm D39 konnte
bei der verwendeten Dosis von 1 x 10" Pneumokokken kein signifikanter Einfluss der
Plasmafibronektin-Produktion auf das Uberleben oder die Ausbreitung der Bakterien im
Organismus festgestellt werden. In beiden Mausgruppen breiteten sich die Pneumokokken
dhnlich schnell aus. Die Entwicklung einer Lungenentziindung und die Ausbreitung der
Pneumokokken in der Maus waren im Vergleich zum klassischen Infektionsmodell zeitlich
verzogert. Gegeniiber dem etablierten Maus-Pneumoniemodell, bei dem der Auszucht-
Mausstamm CD-1 verwendet wird, handelt es sich bei den pFn-knockout-Miusen um einen
Inzuchtstamm mit dem genetischen Hintergrund von C57BL/6 Miusen. Bekanntlich reagiert
das Immunsystem dieses Stamms auf bakterielle Infektionen mit einer TH1-Antwort, welche

die Aktivitdt von Makrophagen und die Produktion opsonisierender Antikorper fordert [125].
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Da die zellulire Immunantwort maf3geblich an der Beseitigung von Pneumokokken beteiligt
ist, konnte der verwendete Mausstamm weniger anfillig gegeniiber einer intranasalen
Pneumokokken-Infektion sein und die Verwendung einer hoéheren Infektionsdosis die
Entwicklung einer Lungenentziindung beschleunigen. Jedoch kdnnte auch mit einer erh6hten
Infektionsdosis die Uberlebensrate der beiden Gruppen unbeeinflusst sein und ein direkter
Einfluss von Plasmafibronektin unentdeckt bleiben. Die intraperitoneale Infektion dieses
pFn-knockout Stamms mit S. pyogenes zeigte in einer Studie von Nyberg et al. ebenfalls
keinen Effekt von Plasmafibronektin auf die Uberlebensrate infizierter Miuse. Allerdings
konnte durch die Verwendung eines FnBP-negativen Streptokokkenstamms und die
Kombination mit in vitro Infektionsdaten gezeigt werden, dass die Bindung von pFn an S.
pyogenes die Virulenz von Streptokokken vermindern kann [230]. Die Produktion des FnBPs
F1 fiihrte in Abwesenheit von Plasmafibronektin wohl iiber einen cFn-vermittelten Prozess
zur erhohten Invasion in die Milz, die eine Ausbreitung der Streptokokken unterstiitzt. In
Anwesenheit von pFn soll dieser Prozess unterdriickt werden und so die Ausbreitung im
Gewebe beschriankt werden. Der Einfluss von FnBPs wéhrend einer bakteriellen Infektion
wird widerspriichlich diskutiert, da sowohl fordernde als auch inhibierende Effekte der
Fibronektin-Bindung auf die Virulenz von Kokken beobachtet wurden [73, 206, 230, 324,
325]. Fir S. pyogenes und S. mutans wurde eine Fibronektin-vermittelte Resistenz gegeniiber
phagozytierenden Zellen nachgewiesen [90, 141, 162], und ein Zusammenhang zwischen der
Bindung von Plasmakomponenten und der Virulenz von S. mutans im Endocarditis-
Rattenmodell festgestellt [162]. Dabei konnte gezeigt werden, dass minimale Konzentrationen
von Plasma das Profil der produzierten Oberflichenproteine beeinflussen, wodurch die
Bindung von Fibronektin verstirkt wird und zu einem anti-phagozytotischen Effekt fiihrt.
Auch fiir Pneumokokken konnte die Rekrutierung von Plasmafibronektin an die Oberfldche
nachgewiesen werden [311]. Jedoch hatte die Vorbehandlung der Pneumokokken mit
Fibronektin keinen Einfluss auf die Assoziation der Pneumokokken an phagozytierende
Zellen. Demgegeniiber forderte zellgebundenes Plasmafibronektin die Assoziation an PMNs
und steht damit im Einklang der Ergebnisse der Fibronektin-abhdngigen Adhédrenz von
S. pneumoniae an nicht-phagozytierende Zellen. Die physiologische Bedeutung von
Plasmafibronektin fiir die Phagozytose von Pneumokokken in vivo und fiir die Ausbreitung
im Wirt wird den Beobachtungen zufolge wahrscheinlich nicht nur einseitiger Natur sein.
Vielmehr bleibt zu vermuten, dass die Virulenz von Pneumokokken entscheidend von der
vorherrschenden Fibronektinform am Infektionsort mitbestimmt wird. Fibronektin-bindende

Proteine wie PavB, PavA oder PfbA konnten durch unterschiedliche Bindungseigenschaften
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gegeniiber Fibronektin zur gewebsspezifischen Regulation des Kolonisierungsprozess und der
Ausbreitung im Wirt beitragen. Die Verwendung von FnBP-defizienten Pneumokokken-
Mutanten im pFn-knockout-Modell kdnnte sich bei der Untersuchung bestimmter Teilaspekte
des Infektionsprozesses als hilfreich erweisen. Ein tieferer Einblick flir die Relevanz der
beobachteten Wechselwirkungen von Pneumokokken und Fibronektin bei der Infektion von
eukaryotischen Zellen wird jedoch erst mit der Charakterisierung spezifischer

Bindungsregionen der FnBPs im Fibronektinmolekiil méglich sein.
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6 Material

6.1 Mikroorganismen und Nihrmedien

In dieser Arbeit wurden S. pneumoniae Wildtypstimme und deren isogene Insertions-
Deletions-Mutanten zur ndheren Charakterisierung des deletierten Pneumokokken-Proteins
PavB verwendet. E. coli Stimme wurden im Rahmen molekularbiologischer Arbeiten fiir
Subklonierungen eingesetzt und dienten als heterologe Expressionssysteme.

6.1.1  Streptococcus pneumoniae Wildtypstimme

Die in dieser Arbeit verwendeten Pneumokokken-Wildtypstimme wurden fiir die Isolierung
chromosomaler DNA oder fiir die Generierung von S. pneumoniae Mutanten eingesetzt.

Tabelle 4: Verwendete S. pneumoniae Wildtypstimme.
Stammbezeichnung Serotyp Quelle/Referenz
P 37 (35A) 35A NCTC10319 (Pracht et al., 2005)
P 257 (D39) 2 NCTC 7466 (Tiraby & Fox, 1974)
P 261 (TIGR4) 4 Tettelin et al., 2001

P 139 (R6x) unbekapselt Tomasz & Hotchkiss, 1964

P 173 (R800) unbekapselt Holmes et al., 2001

P 309 (G54) 19F Dopazo et al., 2001
P 64 23F Statens Serum Institute
P 63 19F Statens Serum Institute
P60 A% Statens Serum Institute
P 59 7F Statens Serum Institute
P 58 8 Statens Serum Institute
P57 6B Statens Serum Institute
P 56 6A Statens Serum Institute
P55 4 Statens Serum Institute
P 54 3 Statens Serum Institute
P 53 1 Statens Serum Institute
P52 1 ATCC 12213
P51 2 ATCC 11733

P41 5 ATCC 6305
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P 39 3 ATCC6303
P 36 3 NCTC 7978
P35 2 NCTC 7466
P 34 1 ATTC 33400

6.1.2  Streptococcus pneumoniae Mutanten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Durchfithrung von in vitro und in vivo Infektionsstudien
oder fiir Proteinbindungsstudien Insertions-Deletions-Mutanten hergestellt und in den
einzelnen Versuchen mit dem isogenen, paerntalen Wildtypstamm verglichen.

Tabelle 5: Verwendete und hergestellte S. pneumoniae Mutanten.
Stammbezeichnung  Wildtyp Modifikation Resistenz Quelle/Referenz
[ng/ml]
PN 126 35A ApavB Em', 5 Jensch et al., 2010
(35AApavB)
PN 111 D39 Acps Km", 50 Rennemeier et al.,
(D39Acps) 2007
PN 140 D39 AcpsApavB Km', 50 Jensch et al., 2010
(D39AcpsApavB) Erm’, 5
PN 149 (D39/ux) D39 luxABCD Km", 150 Jensch et al., 2010
PN 150 D39 luxABCD, ApavB Km', 150 Jensch et al., 2010
(D39/uxApavB) Erm", 5
PN127 (D39ApavB) D39 ApavB Erm', 5 Jensch et al., 2010
PN179 35A gfp Tet', 1 Laborstamm
(35A GFP)
PN189 35A g Erm', 25 diese Arbeit

(35A GFPApavB) Tet', 1
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6.1.3  Escherichia coli Stimme und andere Mikroorganismen

Alle in dieser Arbeit verwendeten E. coli Stimme dienten fiir die molekularbiologische
Subklonierung von Vektoren oder als heterologe Expressionssysteme fiir Pneumokokken- und
Wirts-Proteine und werden im Folgenden beschrieben. Von den in Tabelle 7 aufgefiihrten
Mikroorganismen wurde genomische DNA fiir die Durchfiihrung einer Dot-Spot-Analyse zur
Identifizierung ssure homologer Sequenzen verwendet.

Tabelle 6: Verwendete E. coli Stimme.

E.coli Stamm genetische Eigenschaften Quelle/Referenz
DHS5 «a A(lac)U169, endAl, gyrA46, hsdR17, Biolabs
D80A(lacZ)M15, recAl, relAl, supE44,
thi-1
XL1 blue MRF' A(merA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, Stratagene

endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96,
reldl, lac[F proAB laclqg Z AM15

Tnl0O(Tet)]
M15 [pREP4] Nal®, Str® Rif°, Thi., Lac., Ara+, Gal+, Qiagen, Hilden
Mtl., F., RecA+, Uvr+, Lon+, Km'
BL 21 (DE3) F-, ompT, hsdSB (r—mB-), gal, decm (DE3) Novagen
BL21 Codon Plus | E. coli B F— ompT hsdS(rB—mB-) dcm~+ Strategene
(DE3) RP Tetr gald (DE3) endA Hte [argU prol t-
Cam']
E. coli, Xenogen pAUL-A Tn4001 lux-ABCDE, Km' Xenogen

(Francis et al. 2001)

Tabelle 7:  Andere Mikroorganismen als Quelle genomischer DNA.

E.coli Stamm Charakteristika Quelle/Referenz
C. albicans Wildtyp Staib et al., 2000
L. pneumophila Wildtyp Jepras et al., 1985
S. aureus MAI12, Wildtyp Rachid et al., 2000
S. agalactiae Wildtyp Jerlstrom et al., 1991
S. gordonii Wildtyp Oggioni & Pozzi, 1996
S. mitis B6, Wildtyp Konig et al., 1998

S. mutans UA159, Wildtyp Ajdi¢ et al., 2002
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6.1.4  Niahrmedien fiir die Kultur von Mikroorganismen

Die Kultivierung der verwendeten Mikroorganismen fand unter spezifischen Bedingungen
statt. Die Anzucht von Pneumokokken und E. coli erfolgte auf Festmedium als auch in
Fliissigmedium wie unter 7.1 beschrieben.

Tabelle 8: Zusammensetzung der Nihrmedien fiir die Kultur von S. preumoniae und E. coli.

Nihrlosungen Zusammensetzung Mikroorganismus

und -platten

Blutagarplatten (Oxoid) 23 g/l Pepton S. pneumoniae
5 g/l NaCl
14 g/l Agar
65 ml/l Hammelblut
pH 7.4

THY-Medium 36,4 g/l Todd Hewitt Broth S. pneumoniae
0,5% Hefeextrakt

CpH8-Medium 800 ml Pre C S. pneumoniae
26 ml Supplement
20 ml Glutamin (0,1%)
20 ml Adams III
10 ml Natriumpyruvat (2%)
30 ml Phosphatpuffer (pH 8,0)
36 ml Hefeextrakt (2,5%)

LB-Medium 1 % Bacto-Trypton E. coli
0,5% Hefeextrakt
1% NaCl
pH 7,5

LB- Agarplatten 1% Bacto-Trypton E. coli
0,5% Hefeextrakt
1% NaCl
1,5% Agar
pH 7,5
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Tabelle 9:  Auflistung der Komponenten fiir die Zusammensetzung des CpH8-Mediums fiir die
Transformation von S. pneumoniae.

CpHS8-Komponenten

PreC 1,208 g Natrium-Acetat, 5 g Caseinhydrolysat, 5 mg L-Tryptophan,
5 mg L-Cystein ad 1 1 H,O pH 7,5
Supplement 60 ml "3 in 1 Salze’, 120 ml Glukose (20%), 6 ml Saccharose
(50%), 120 ml Adenosin (2 mg/ml), 120 ml Uridin (2 mg/ml
3 in 1-Salze 100 g MgCl, 6 H,0, 500 mg CaCl,, 3,3 mg MnSO,4 Hy0 ad 11
H,0
Phosphatpuffer (pH 8,0) 947 ml K,HPO, (1 M), 53 ml KH,PO4 (1 M)
Adams III 160 ml Adams I, 40 ml Adams II, 2 g L-Asparagin, 400 mg Cholin-
HCl 17 mg CaCl,
Adams II 500 mg FeSO,4 7 H,0, 500 mg CuSO, 5 H,O, 500 mg ZnSO, 7
H,0, 200 mg MnCl, 4 H,0O, 10 ml HCI konz. ad 1 1 H,O
Adams I 0,15 mg Biotin, 150 mg Nikotinsdure, 175 mg Pyridoxin-HCl,
600 mg Ca-Pantothenat, 160 mg Thiamin-HCI, 70 mg Riboflavin
ad 1 1 H,O

6.1.5 Antibiotika

Falls nicht anders angegeben erfolgte die Kultivierung von E. coli und S. pneumoniae unter
Selektionsdruck. Dabei wurden fiir beide Mikroorganismen unterschiedliche Konzentrationen
des entsprechenden Antibiotikums eingesetzt.

Tabelle 10: Eingesetzte Konzentrationen der Antibiotika fiir die Selektion verwendeter Mikro-
organismen. Angegeben ist die Konzentration der Stammldsung in mg/ml, die im entsprechenden
Kulturmedium verdiinnt [pug/ml] vorliegt

Antibiotikum [mg/ml] Konzentration Konzentration fiir Losungsmittel
fiir E. coli S. pneumoniae
[pg/mi] [ng/ml]
Ampicillin, 100 100 100 dest. H,0
(Applichem)

Erythromycin, 25 (Sigma) 250 5 70% Ethanol
Kanamycin, 50 (Serva) 50 50 dest. H20
Tetracyclin, 10 (Serva) 10 1 Methanol

Penicillin G (Sigma) - 100 Units/ml dest. H,0

Gentamicin (Sigma) - 10 mg/ml -




Material 112

6.2 Eukaryotische Zellen und Kulturmedien

In dieser Arbeit wurden verschiedene eukaryotische Zellen fiir die Analyse des Adhérenz-
und Invasionsverhalten von S. pneumoniae Wildtypstimmen und den isogenen pavB-
Mutanten eingesetzt. Aullerdem wurden Zellbindungsstudien mit rekombinanten PavB-
Derivaten durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte wie unter 7.4 beschrieben statt.

6.2.1 Eukaryotische Zellen und Zelllinien

Fiir Infektionsversuche unter in vitro Bedingungen und Zellbindungsanalysen kamen sowohl

Epithel- als auch Endothelzelllinien zum Einsatz.

Tabelle 11: Charakteristika und Herkunft verwendeter humaner und muriner Zelltypen.

Zelltyp Zellart Quelle
A549 adhirente alveolére Epithelzellen, Typ Il Pneumozyten aus ATCC CCL-185
humanem Lungenkarzinom
(Giard et al., 1972)
Detroit 562 humane adhidrente Epithelzellen aus Pharynx (Rachen)- ATCC CCL-138
Karzinom (Peterson W.D. Jr., 1968)
Kwang Sik Kim,
HBMEC humane adhirente Hirnendothelzellen (humanbrain- Johns Hopkins
derivedmicrovascular endothelial cells) University School
(Lum et al., 2003) of Medicine,
Baltimore, USA
MDCK canine Nierenepithelzellen (Madin & Darby, 1985) ATCC CCL-34
774 Murine makrophagenartige Zelllinie TIB-67™
PMNs humane polymorphkernige Leukocyten (Granulozyten) aus freiwillige

humanem Vollblut

Spender
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6.2.2  Kulturmedien eukaryotischer Zellen

Fiir jede Zellart wurde ein entsprechendes Kulturmedium angesetzt und bei 4°C bis zu 6
Monaten gelagert.

Tabelle 12: Zusammensetzung der Kulturmedien fiir die verwendeten Zelllinien.

Zelltyp Medium

A549 DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) low Glucose (1 g/l) (PAA,
Laboratories GmbH), 10% FBS, 2 mM Glutamin, 0,1 mg/ml Streptomycin,
100 Units/ml Penicillin

Detroit 562 RPMI 1640 (PAA, Laboratories GmbH), 10% FBS, 2 mM Glutamin, 1 mM
Natriumpyruvat, 0,1 mg/ml Streptomycin, 100 Units/ml Penicillin

HBMEC RPMI 1640 (PAA, Laboratories GmbH), 10% FBS, 10% Nu-Serum IV, 2 mM
Glutamin, 1% Nichtessentielle Aminosduren, 1% MEM Vitamine, 1 mM
Natriumpyruvat, 0,1 mg/ml Streptomycin, 100 Units/ml Penicillin

J774 DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) high Glucose (4,5 g/1) (PAA,
Laboratories GmbH), 10% FBS, 2 mM Glutamin, 0,1 mg/ml Streptomycin, 100
Units/ml Penicillin

MDCK Eagle’s MEM (Minimum Essential Medium), 10% FBS, 2 mM Glutamine, 0,1
mg/ml Streptomycin, 100 Units/ml Penicillin
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6.2.3 Zellkulkturzusitze

Fiir das Ansetzen der zellspezifischen Medien wurden folgende Zusétze verwendet:

Tabelle 13: Zellkulturzusitze fiir die Kultur von eukaryotischen Zellen.

Zusatz Zusammensetzung und Herkunft
FBS (FBS) Fetal Bovine Serum “Gold” (PAA, Laboratories GmbH)
Penicillin/Streptomycin 0,1 mg/ml Streptomycin, 100 Units/ml Penicillin (PAA,
Laboratories GmbH)
MEM Vitamine MEM Vitamines (100x) (PAA, Laboratories GmbH)
Nichtessentielle Non Essential Amino Acids (100x) (PAA, Laboratories GmbH)
Aminoséuren
Nu-Serum IV Nu-Serum IV™ [V Culture Supplement
(BD Biosciences)
Trypsin/EDTA 5 mg/ml Trypsin, 2,2 mg/ml EDTA (PAA, Laboratories GmbH)
PBS/EDTA 2,2 mg/ml EDTA geldst in PBS pH 7,4, steril filtriert
Einfriermedium zellspezifisches Medium (PAA, Laboratories GmbH), 10% FBS,
10% DMSO
Accutase PAA, Laboratories GmbH
Zeocin 100 mg/ml (Invitrogen)

6.3 Plasmide und Oligonukleotide

Fir die heterologe Expression von Pneumokokken-Proteinen in E. coli, sowie fiir die
Generierung von Insertions-Deletions-Mutanten wurden die aufgelisteten Plasmide und
Oligonukleotide hergestellt und verwendet.

Tabelle 14: Verwendete Vektoren

Vektor Eigenschaften Quelle

pGEM-T Easy TA-Klonierungsvektor, Py, lacZ, Amp" Promega

pQE-30 Expressionsvektor, Pys, lacO, his6, QIAGEN
Amp"
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Tabelle 15: Verwendete und generierte rekombinante Plasmide.

Plasmid Vektor genetische Eigenschaften Quelle/Referenz
pCR2.1erm pCR2.1 ermB Laborbestand
pQssure2 pQE-30 TIGR4 ssure2, his6, Amp" Jensch et al., 2010
pQssure2+3 pQE-30 TIGR4 ssure2+3, his6, Amp" Jensch et al., 2010
pQssurel-5 pQE-30 TIGR4 ssurel-5, his6, Amp" Jensch et al., 2010
pGEM315 pGEM-T Easy 5’-Ende pavB TIGR4 Jensch et al., 2010
mit BamHI/Hindlll
Schnittstellen
pGEM316 pGEM-T Easy 3’-Ende pavB TIGR4 mit Pstl/ Jensch et al., 2010
Hindlll Schnittstellen
pQE376 pQE-30 3" -und 5-Ende von pavB Jensch et al., 2010
TIGR4 mit PSTI Schnittstelle,
ermB iiber PSTI-Schnittstellen
eingebracht
pET15b FN3 1-5 pET15b Py, lacl, his6, Amp®, fu""'1-5 erhalten von Erickson
H. P, Duke University,
England
(Ohashi et al., 2005)
pET15b FN3 4-7 pET15b Py, lacl, his6, AmpR , fnIII 4-7 erhalten von Erickson
H. P, Duke University,
England
(Ohashi et al., 2005)
pET15b FN3 7-10 pET15b Py, lacl, his6, Amp®, fu"" 7-10  erhalten von Erickson
H. P, Duke University,
England
(Ohashi et al., 2005)
pET15b FN3 10-12 pET15b Py, lacl, his6, Amp®, fn"" 10-12  erhalten von Erickson
H. P, Duke University,
England
(Ohashi et al., 2005)
pET15b FN3 12-14 pET15b Py, lacl, his6, Amp®, fn"" 12-14  erhalten von Erickson
H. P, Duke University,
England
(Ohashi et al., 2005)
pET15b FN3 13-15 pET15b Py, lacl, his6, Amp®, fn"" 13-15  erhalten von Erickson

H. P, Duke University,
England
(Ohashi et al., 2005)
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Tabelle 16: Verwendete Oligonukleotide. Unterstrichen sind die eingefiigten Sequenzen fiir die Erkennung
der Restriktionsenzyme (XXXXXX).

Oligonukleotid Funktion Sequenz (5'—3") Twm (C°)
Erml (Pstl) Amplifizierung von ermB fir =~ CTGCAGACGGTTCGTG 60
die Insertions- TTCGTGCTG
Deletionsmutagenese
Erm2 (Pst) Amplifizierung von ermB fir = CTGCAGCGTAGGCGCT 64
die Insertions- AGGGACCTC
Deletionsmutagenese
Fnbmutl (BamHI) Amplifizierung des GGATCCCCGATCTGGA 66
5"homologen Bereichs von ACAGCGGAGC
ssure fiir die Insertions-
Deletionsmutagenese
Fnbmut2 (Pst) Amplifizierung des CTGCAGCCAACTAGGA 66
5"homologen Bereichs von CAAAGAAGCCAC
ssure fiir die Insertions-
Deletionsmutagenese
Fnbmut3 (Pst) Amplifizierung des CTGCAGGCTACCAAAT 68
3’homologen Bereichs von ACTGGTGAGACTC
ssure fur die Insertions-
Deletionsmutagenese
Fnbmut4 (HindIll) Amplifizierung des AAGCTTGGTTTTTTCTT 68
3"homologen Bereichs von GAACAGCTCTAGC
ssure fur die Insertions-
Deletionsmuzagenese
FnblpQE (BamHI) = Amplifizierung von ssure; s fir GGATCCCCAGGAGACA 70
die Proteinexpression CCGTTCTCACTC
Fnb2pQE (Pst]) Amplifizierung von ssure; s fir =~ CTGCAGGTTTTCACCT 70
die Proteinexpression GCCATCGTGTTGG
Fnbrepl (BamHI) Amplifizierung von ssure,; =~ GGATCCAAAGACAGTA 66
fiir die Proteinexpression TCGATGTTCCAGC
Fnbrep2(Pst) Amplifizierung von ssure;.; CTGCAGGTTTATGTTA 64
flir die Proteinexpression ATAGTGACTTTTTTAG
Fnbrepl (BamHI) Amplifizierung von ssure; GGATCCAAAGACAGTA 66
fiir die Proteinexpression TCGATGTTCCAGC
Fnbrep2 (Pst]) Amplifizierung von ssure, CTGCAGAACGTTGTCT 70
flir die Proteinexpression GCAACGGCTTTTTG
Fnbrep5 Herstellung der ssure-Sonde | GCGCGCGCGCGCGGAT 70
CCGCAAGTCCAGCAGA
AACTACTCC
Fnbrep6 Herstellung der ssure-Sonde = GCGCGCGCGCGCCTGC 70
AGGCCAGAACCAGAGT

TAGAAGGTG
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6.4 Protein und DNA -Groffenstandards

Die GroBen-Identifizierung von DNA-Fragmenten nach Auftrennung in einem Agarosegel
und von Proteinen nach Auftrennung in einer SDS-PAGE verlief immer anhand von
speziellen GroBBenstandards.

Tabelle 17: GrofBienstandards fiir DNA- und Proteingele

DNA- Grofienstandard Bandengrofie in bp Quelle

Mass Ruler ™M DNA Ladder Mix 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2500, Fermentas
2000, 1500, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
200, 100, 80

HindlIII- Marker DIG-markiert 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564 Roche

Protein -Groflenstandard Bandengrofle in kb Quelle
PageRuler™ Prestained Protein Ladder 10, 15, 25, 35, 40, 55, 70, 100, 130, 170 Fermentas
PageRuler™ Unstained Protein Ladder =~ 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 85, 100, 120, Fermentas
BenchMark™ Prestained Protein 180, 115, 82, 61:,(292,0307, 26,19,15,6 Invitrogen

Ladder

6.5 Enzyme

Die im Folgenden genannten Restriktionsenzyme wurden fiir molekularbiologische Arbeiten,
wie die Herstellung rekombinanter Plasmide fiir die Subklonierung oder fiir die heterologe
Expression (siehe 7.3.1), verwendet. Auch fiir die DNA-Isolierung aus Pneumokokken (siche
7.7.3) sowie die in vivo Infektionsversuche (siehe 7.5.3) kamen die in Tabelle 18 aufgelisteten
Enzyme zum Abbau von RNA, Protein oder von Strukturen der bakteriellen Zellmembran
und eukaryotischer Strukturen zum Einsatz:

Tabelle 18: Auflistung der verwendeten Enzyme

Enzym Funktion Quelle
BamHI Restriktionsverdau NEB
EcoRI Restriktionsverdau NEB
HindIll Restriktionsverdau NEB
Sphl Restriktionsverdau NEB
Lysozym Zelllyse, Abbau von Applichem
Peptidoglykan
Mutanolysin Lyse der Zellmembran Sigma
RNase A RNA-Verdau Serva
Hyaluronidase Type IV-S Abbau von Hyaluronséure zur Sigma-Aldrich

Erleichterung der intranasalen
Infektion mit S. preumoniae
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PronaseE (Streptomyces griseus) Proteinabbau VWR
AmpliTaqg Gold PCR (Amplifikation von DNA- Applied Biosystems
Fragmenten)
6.6 Kommerzielle Kits

Die im Folgenden genannten Kits kamen fiir die Durchfiihrung molekularbiologischer
Arbeiten sowie das Aufreinigen, Markieren und Analysieren von Proteinen zum Einsatz.

6.6.1 Verwendete Kits fiir die Molekularbiologie

pGEM-T-Easy-Vektor System Promega
DIG Oligonucleotide 3"-End Labeling and Detection Kit Roche

QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN
Qiagen®Plasmid MiniKit (100) QIAGEN

6.6.2 Verwendete Kits fiir die Proteinbiochemie

Fluoresbrite® YG Carboxylate Microspheres 3.00 pm Polysciences, Inc.

Polystyrene Latex Beads Sigma
FluoReporter®Mini-biotin-XX Protein Labeling Kit Invitrogen™, Molecular
Probes, USA
Amersham™ Cy™S35 Mono-Reactive Dye Pack GE Healthcare
Protino® Ni-TED 1000 und 2000 Macherey-Nagel GmbH
Regeneration Scouting Kit, BIACORE GE Healthcare
6.7 Antikorper und Anti-Seren

Der Nachweis von Proteinen auf der Pneumokokkenoberfliche sowie von Protein-Protein-
Interaktionen oder Protein-Zell-Interaktionen aber auch von DNA-Hybridisierungsereignissen
erfolgte immunologisch unter Verwendung von Antikorpern. Dabei wurde ein spezifischer
Primédrantikrper oder ein Antiserum verwendet, dessen Bindung mit einem
Sekundirantikorper nachgewiesen wurde. Fiir die verschiedenen Anwendungen kamen
entweder Fluoreszenz-markierte oder Enzym-markierte Sekundérantikorper zum Einsatz. Die
im Laufe dieser Arbeit verwendeten Antikorper wurden in den aufgelisteten Konzentrationen
verwendet.
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Tabelle 19: Verdiinnungen fiir die verwendeten Antikorper.

Antikorper Verwendung Verdiinnung  Herkunft
Primérantikorper
Kaninchen anti- S. preumoniae IgG Immun-fluoreszenz 1:100 Eurogentec
(Sepharose A aufgereinigtes Serum)
Kaninchen anti-huFibronektin, Immun-fluoreszenz 1:600 BIOZOL
polyklonal &
Western Blot

Ziege anti-huPlasminogen polyklonal Western Blot 1:500 Affinity

Biologicals,

Kanada
Maus anti-huVitronektin, polyklonal Far Western 1:1000 Santa Cruz
sc-15332 Biotechnoloy
Kaninchen anti-SSURE, IgG, Western Blot 1:200 Eurogentec
polyklonal
Maus anti-SSURE,_s Serum Western Blot & 1:1000 diese Arbeit
Maus anti-SSURE 5 IgG, polyklonal EM 1:20 diese Arbeit
Kaninchen anti-o-Enolase Serum Western Blot & 1:500 Eurogentec
FACS 1:50
Kaninchen anti-PspC (SH2) Serum FACS 1:100 Eurogentec
Maus Penta-His™ ELISA, Western 1:600 QIAGEN
Blot & FACS
Enzymkonjugate
Ziege anti-Kaninchen Peroxidase Western Blot 1:5000 Dianova
gekoppelt
Ziege anti-Maus Peroxidase gekoppelt Western Blot 1:2000- Dianova
1:5000
Kaninchen anti-Ziege Peroxidase Far Western 1:1000 Sigma
gekoppelt
Ziege anti- human IgG (y-chain) Far Western 1:500 Sigma
Peroxidase gekoppelt
Anti-Digoxygenin F(ab),-Fragmente Southern Blot 1:10000 Roche
Peroxidase gekoppelt
Streptavidin-Alkalische Phosphatase Far Western 2,5ug Millipore GmbH
gekoppelt, 1 mg
Sekundérantikorper,
Fluorochrom gekoppelt

FITC Ziege anti-Kaninchen IgG FACS 1:300 - 1:600 Dianova
Alexa Fluor 488 Ziege-anti-Kaninchen = Immun-floureszenz 1:600 Invitrogen
IgG
Alexa Fluor 488 Ziege-anti -Maus [gG =~ Immun-floureszenz 1:300 Invitrogen
Alexa Fluor 488 Ziege-anti -Ratte [gG =~ Immun-floureszenz 1:2500 Invitrogen
Alexa Fluor 568 Ziege-anti - Immun-floureszenz 1:350 Invitrogen
Kaninchen IgG
Alexa Fluor 568 Ziege-anti -Maus IgG = Immun-floureszenz 1:350 Invitrogen
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6.8 Seren konvaleszenter Patienten

Die Seren von Patienten, die an einer Pneumokokken-Infektionen erkrankt waren, dienten fiir
den Nachweis der Immunogenitit von PavB-spezifischen Antikérpern unter in vivo
Bedingungen. Dafiir wurden von Gregor Zysk, Universitit Diisseldorf [377] Seren von
konvaleszenten Patienten mit verschiedener Pathogenese bereitgestellt.

Tabelle 20: Seren konvaleszenter Patienten mit Pneumokokken-Infektion.

Bezeichnung Erkrankung
1.S Meningitis
26.S (= 28.5) Pneumokokkensepsis
29.S Pneumokokkenpneumonie
20.S Pneumokokkenpneumonie
32.8 Pneumokokkenmeningitis
32.8.2 Pneumokokkenmeningitis
51.8 Meningitis
52.8 Pneumonie
53.8 Meningitis
6.9 Verwendete Proteine und Peptide

Fir die Durchfiihrung von Infektionsexperimenten, Zellbindungsversuchen und Protein-
Protein-Interaktionsstudien kamen diverse, rekombinant produzierte Proteine aus S.
pneumoniae zum Einsatz. Diese wurden in E. coli produziert und affinitdtschromatographisch
gereinigt. Einige Proteine humanen Ursprungs wurden kauflich erworben.

Tabelle 21: Verwendete rekombinant hergestellte Proteine und erworbene Proteine bzw. Peptide.

Proteine Quelle
Hiss-SSURE,, Hisc-SSURE,.3, His-SSURE, s His¢- Enolase, eigene proteinbiochemische
Hisg- FNIII-Fragmente Reinigung
Ovalbumin, 5x kristal. Serva
BSA, Albumin Fraktion V, Protease-frei Roth
Plasmafibronektin, human Invitrogen und Millipore
Plasminogen, human Haemochrom Diagnostica,
Deutschland
Humanes Vitronektin, human Millipore

Komplement-Faktor H, human Calbiochem
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CSP-1 (Competence Stimulating Peptide, Morrison, D., University of
EMRLSKFFRDFILQRKK) Ilinois at Chicago, Chicago
(Havarstein et.al, 1995)

6.10 Mausstimme

Die in dieser Arbeit verwendeten Mausstimme unterscheiden sich je nach
Verwendungszweck beziiglich Thres genetischen Hintergrundes und der Herkunft.

Tabelle 22: Verwendete Mausstimme.

Stamm Verwendung Herkunft

CD-1 In vivo Infektionsmodel fiir S. pneumoniae Harlan Winkelmann,
Borchen, Deutschland;
Charles River, Sulzfeld,

Deutschland
BALB/c Herstellung von Maus anti-PavB Serum Zuchtbestéinde des Max
von Pettenkofer- Instituts,
Miinchen
pFNKo-Méiuse Induzierbare Defizienz fiir Plasmafibronektin, Fassler, R., Max Planck
(129SVxC57BL/J6) Infektionsstudien mit S. prneumoniae Institut fiir Biochemie,
(Takahashi et. al, 2007) Martinsried

6.11 Pharmakologische und immunmodulatorische Substanzen fiir den in vivo

Gebrauch

Fiir die Durchfiihrung von Infektionsstudien mit S. pneumoniae im in vivo Maus-Modell
wurden die in Tabelle 23 aufgelisteten Substanzen zur Anésthesie und Immunisierung von
Maiusen, sowie zur Induktion des Fibronektin-knockouts (siehe 7.5.7) eingesetzt

Tabelle 23: Pharmakologische und immunmodulatorische Substanzen.

Substanz Firma
Poly-IC, Poly(I)-Poly(C) double strand Amersham Biosciences, USA
Ketamin, Ketanest S Pfizer Pharma, Karslruhe,
Deutschland
Xylazin, Rompun® Provet AG, Lyssach,
Deutschland
Isofluran CP® Cp-Pharma, Burgdorf,
Deutschland
Freund’sches-Adjuvanz, KFA (komplett) Sigma

Freund’sches-Adjuvanz, IFA (inkomplett) Sigma
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6.12 Puffer, Siulen und Losungen

6.12.1 Allgemeine Puffer und Losungen fiir das Arbeiten mit Zellen und Blutproben

1 x PBS, pH 7,4 37 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 80 mM Na,HPO,, 1,8 mM
KH,;HPO,,

Saponinldsung 1% Saponin w/v in Zellkulturmedium, steril filtriert

TritonX-100 1% Triton X-100 in PBS oder dest. H,0

(Permeabilisierungspuffer)

Cacodylatpuffer 100 mM Cacodylat (Dimethylarseninsiure
Natriumsalz-Trihydrat), 90 mM Sucrose, 10 mM
MgCl,, 10 mM CaCl,

EM-Fixierungslosung Cacodylatpuffer, 2% Glutaraldehyd, 3% Formaldehyd
FACS-Puffer 0,5% FBS in PBS

FACS-Fixierpuffer 0,5% FBS, 1 % PFA in PBS

PFA-Stammldsung 37% Paraformaldehyd v/w bei 70°C unter Riihren

16sen, 0,1M NaOH tropfenweise dazugeben bis die
Losung klar wird. Steril filtrierte Aliquots bei -20°C
lagern.

Citratpuffer 106 mM Na-Citrat auf 1 1 dest. H,0

Natriumcarbonatpuffer , pH 9,2 100 mM Na,C0O3,100 mM NaHCO; im Verhéltnis 1:1
frisch gemischt

ACD-Losung 85 mM Trinatrium-Citrat, 66,6 mM Citrat

(Acid-Citrat-Dextrose) Monohydtrat, 111 mM D(+) Glucose, steril filtriert

Trypanblau 0,4% Trypanblau in PBS

DIF-Fixierlosung 2% PFA in 1x PBS

DIF-Blockierlosung 10% FBS in 1x PBS

TBS, pH 7,5 50 mM Tris, 150 mM NaCl auf 11 H,0, bei 4°C drei
Monate haltbar

Mowiol 20 g Mowiol4-80 (Sigma) in 80 ml 1 x PBS unter

Riihren 16sen, 40 ml Glycerin zugeben, liber Nacht
riihren und Losung bei 26000 x g abzentrifugieren.
Uberstand bei -20°C lagern.
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6.12.2  Puffer und Losungen fiir molekularbiologische Arbeiten

TE-Puffer, pH 7
TES-Puffer, pH 8,0
50x TAE
Ethidiumbromidldsung
Lysozym

RNase A

Pronase E

X-QGal

Laurylsarcosyllésung
Phenol-Chloroform-Isoamyl

6 x DNA Probenpuffer

Losungen fiir Southern Blot

20 x SSC, pH 7,0
Depurinierungspuffer

Denaturierungspuffer

High-SDS-Puffer

Maleinsaure-Puffer

Maleinsdure- Blockierpuffer
Waschpuffer

Detektionspuffer

20 mM Tris-HCIL, 100 mM EDTA

50 mM Tris, 5 mM DiNaEDTA, 10 mM NaCl,
2 M Tris, 600 mM EDTA, 0,57% Eisessig

100 pl EtBr (1 %) auf 200 ml dest. H,0

5 mg/ml in TES

5 mg/ml in TES

5 mg/ml in TES, 30 min bei 37°C vorinkubieren,
frisch verwenden

0.2 g 5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-B-D-
galactopyranosid in 10 ml Dimethylformamid (DMF)
oder DMSO

10% in 250 nm DiNatrium-EDTA
25:25:1-Gemisch, Roth

25% Bromphenolblau, 25% Xylencyanol,
15% Ficoll

3 M Nac(Cl, 0,3 M Na-Citrat
0,25 M HCL

1,5 M Na(Cl, 0,5 M NaOH

7% SDS, 50% Formamid, 5 x SSC, 50 mM NaPOs,
pH 7,0, 0,1% N-Laurylsarcosin, 2% Blockierreagenz
(Roche)

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

Maleinséure-Puffer, 1% Blocking-Reagenz (Roche)
Maleinsiaure-Puffer, 0,3% Tween20®

0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, pH 9,5
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6.12.3 Puffer, Losungen und Substanzen fiir die Proteinbiochemie

IPTG-Stammlésung
Protease Inhibitor (PI)
10 x SDS-Page-Laufpuffer

20 x Semi-Dry-SDS-Transferpuffer

1 x Semi-Dry-SDS- Transferpuffer

5 x SDS-PAGE-Proteinprobenpuffer

ECL-Western Blotting Detection

ABTS-Tabletten und Puffer

Entwickler fiir AP-Konjugate

AP-Puffer

NBT

BCIP

Bradford Reagenz

Ponceau S Solution

Chloronaphthol-Farbelosung

Coomassie-Farbelosung

Coomassie-Entfarber

1 M IPTG in dest. H»0
Complete protease inhibitor cocktail, Roche
120 mM Tris, 0,96 M Glycin, 0,5% SDS

116 g Tris, 58 g Glycin, 74 ml 10% SDS, ad 800 ml
dest. H,0

50 ml 20 x Semi-Dry-SDS-Transferpuffer, 200 ml
Methanol, ad 1000 ml dest. H,0

6 ml H,0, 10 ml Sammelgelpuffer, 10% SDS, 10 ml
Glycerin, 5 ml B-Mercaptoethanol, eine Spatelspitze
Bromphenolblau

GE Healthcare ( Amersham) und Millipore
Roche

10 ul NBT und 60 ul BCIP pro Blot in 10 ml AP-
Puffer ansetzen

SmM MgCl,, 100 mM Tris/HCI pH 8.8 in 20 ml 100
mM NacCl

7,5% Nitrotetrazolium Blau geldst in 70%
Dimethylformamid

5% 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat geldst in
70% Dimethylformamid

Sigma

Sigma

eine 4-Chloro-1-Naphthol Tablette (Sigma) in 10 ml
Methanol gelost

0,2% Coomassie Brilliant Blue™ R250, 50%
Methanol, 5,8 % Eisessig, ad dest. H,0

40% Methanol, 10% Eisessig, ad dest. H,0
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Silberféarbung
Losung 1 30% EtOH, 0,5% Glutaraldehyd (25%), 0,5 M Na-
Acetat (60 g/1), 0,2% Na,S,0; (3,14 g/1)
Losung 2 1% AgNO; (1 g/1), 0,02% Formaldehyd (37%)

Losung 3, pH 11,3 -11,8 2,5% Na,COs, 0,01% Formaldehyd,
Losung 4 50 mM EDTA

Puffer fiir Biacore, alles GE Healthcare Europe GmbH:

Aktivierungreagenz 50 mM N-hydroxysuccinimide, NHS
Aktivierungreagenz 20 mM (Diethylaminopropyl)carbodiimide, EDC
Kopplungspuffer 10 mM Natriumacetat, pH 4.0

10 mM Natriumacetat, pH 5.0
10 mM Natriumacetat, pH 5.5

Laufpuffer HBS-EP+ 10 x, pH 7,4

Regenerationspuffer 50 mM NaOH

6.12.4 Siiulen und Puffer fiir die Proteinaufreinigung

HisTrap™ FF Columns 1ml, GE Healthcare GmbH:

Bindungspuffer, pH 7,4 20 mM NaH,POg4
500 mM NacCl
20 mM Imidazol

Elutionspufter, pH 7,4 20 mM NaH,POg4
500 mM NaCl
500 mM Imidazol

Strippingpufter, pH 7,4 20 mM NaH,POg4
500 mM NaCl
50 mM EDTA

Polypropylene Columns (5 ml) QIAGEN mit Ni-NTA Agarose, QIAGEN:
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Bindungspuffer, pH 7.4

Elutionspufter, pH 7,4

Strippingpuffer

20 mM NaH2P 04
500 mM NacCl
20 mM Imidazol

20 mM NaH2P 04
500 mM NacCl
500 mM Imidazol

20 mM NaH2P 04
500 mM NacCl
50 mM EDTA

HiTrap IMAC HP Columns 1ml, GE Healthcare GmbH:

Priparationspuffer

Bindungspuffer, pH 7.4

Elutionspufter, pH 7,4

Strippingpuffer, pH 7,4

Protino® Ni-TED, Macherey Nagel:

Bindungspuffer, 1x LEW, pH 8,0

Elutionspufter, pH 8,0

Mono Q 5/50 GL, ehemals Amersham Biosciences/GE Healthcare GmbH:

100 mM CoCl,

20 mM NaH,POq4
500 mM NacCl
20 mM Imidazol

20 mM NaH,POy4
500 mM NacCl
500 mM Imidazol

20 mM NaH,POq4
500 mM NacCl
50 mM EDTA

50 mM NaH2P04
300 mM NaCl

50 mM NaH2P04
300 mM NaCl
250 mM Imidazol

Bindungspuffer, pH 8,0

Elutionspufter, pH 8,0

Hi-Trap™-FF crude, GE Healthcare GmbH und Protein A-Sepharose, S.aureus (Sigma):

20 mM Tris-HCl

20 mM Tris-HCl
1 M NaCl

Bindungspuffer, pH 7

Elutionspuffer, pH 2,2

PBS

100 mM Glycin/HCl
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7 Methoden

7.1 Methoden fiir das Arbeiten mit Bakterien

7.1.1  Kaultivierung von Escherichia coli

E. coli Stimme wurden entweder auf LB-Agarplatten oder in LB-Fliissigmedium unter Zusatz
von Antibiotikum tiiber Nacht bei 37°C kultiviert. Bei der Anzucht der Bakterien in
Fliissigkulturen erfolgte die Inkubation unter Schiitteln bei 180 bis 200 rpm und 37°C.

7.1.2  Kultivierung von Streptococcus pneumoniae

Die Kultivierung von S. prneumoniae Stimmen erfolgte bei 37°C und 5% CO, im
Brutschrank. Der benétigte Stamm wurde aus der Glyzerinkonserve auf Blutagarplatten
ausgestrichen und nach ca. 8 h auf eine weitere Blutagarplatte fiir die Inkubation iiber Nacht
fiir 12 h iberstrichen. Von dieser Platte wurde Bakterienmaterial aus Bereichen mit
Einzelkolonien mit einem Wattestdbchen abgenommen und fiir das Beimpfen einer 30 ml
THY-Flissigkultur unter Zusatz des entsprechenden Antibiotikums mit einer optischen
Dichte (OD) von 0,06 bis maximal 0,09 bei 600 nm eingesetzt. Die Kultivierung der
Fliissigkultur erfolgte standardméBig fiir bis zu 4 h bis zum Erreichen einer ODgppnm von 0,35
bis 0,40 in einem 37°C warmen Wasserbad (GLF).

7.1.3  Bestimmung der Bakterienzahl von Pneumokokken

Nach Erreichen der gewiinschten optischen Dichte bei 600 nm wurden die Bakterien bei 4750
rpm (5261 x g) fiir 6 min sedimentiert (Beckman Coulter Allegra® X-15R, Beckmann
Coulter) und vorsichtig in 2 bis max. 5 ml PBS resuspendiert. Um iiberschiissige
Mediumbestandteile zu entfernen wurde erneut fir 6 min zentrifugiert. Das
Bakteriensediment wurde in 1 ml PBS resuspendiert und 10 pl fiir eine ODgoonm -Bestimmung
eingesetzt. Da eine ODgoonm von 1 einer Anzahl von 1 x 10° Pneumokokken entspricht, konnte
aus dem Messwert die Bakterienkonzentration pro ml bestimmt werden. Fiir die Verwendung
im Experiment wurde entweder die entsprechende Bakterienmenge direkt entnommen oder
eine Verdiinnung in PBS bzw. Infektionsmedium erstellt.

7.1.4  Kryokonservierung von Bakterien

Fiir die Lagerung iiber lingere Zeit wurden Stammkulturen der Bakterien in entsprechendem
Medium mit 20% (v/v) Glycerin angelegt und bei -80°C aufbewahrt. Die S. pneumoniae
Stimme wurden hierfiir auf Blutagarplatten iiber Nacht kultiviert, am ndchsten Tag mit einem
Wattestab abgenommen und in 1 ml THY, 20% Glycerin resuspendiert.
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7.1.5  Transformation von Streptococcus pneumoniae

Bei S. pneumoniae handelt es sich um einen natiirlich transformierbaren Organismus, dessen
Kompetenz durch die Zugabe von kompetenzstimulierendem Peptid (CSP) gesteigert werden
kann [124]. Der zu transformierende Stamm wurde standardmiBig auf Blutagarplatten
kultiviert, in CpH8-Medium mit einer ODgponm von 0,03 bis 0,04 angeimpft und bei 37°C und
5% CO, im Brutschrank inkubiert. Bei Erreichen der optimalen Kompetenz in der frithen
exponentiellen Wachstumsphase (ODgoonm von ca. 0,1 bis 0,15 und 0,05 bis 0,1 fiir D39) [27]
wurde 1 ml der Bakteriensuspension mit 1 pg CSP-1 (EMRLSKFFRDFILQRKK) [124]
versetzt und fiir weitere 20 min bei 37°C kultiviert. Es folgte ein 4-miniitiger Kiihlschritt auf
Eis woraufhin 250 pl der kompetenten Kultur mit 200 ng bis 1 pg DNA gemischt und fiir 30
min bei 30°C inkubiert wurden. Nach der sich anschlieBenden Inkubation bei 37°C fiir 90 min
erfolgte die Selektion positiver Transformanten auf antibiotikahaltigen Blutagarplatten iiber
Nacht bei 37°C und 5% CO,. Positive Klone wurden auf Blutagarplatten mit steigenden
Antibiotikakonzentrationen weiter selektioniert und fiir die Herstellung einer Glycerinkultur
vermehrt.

7.1.6  Herstellung von bakteriellem Proteinlysat fiir den Nachweis der Expression von

Pneumokokken-Proteinen im Western Blot

Die Uberpriifung der Produktion bakterieller Proteine erfolgte standardmiBig im Western
Blot Verfahren. Fiir die Probengewinnung wurden 50 ml THY mit entsprechendem
Antibiotikum mit Ubernachtkulturen von S. pneumoniae bei einer ODgoonm von 0,08
angeimpft und bis zu einer ODgoonm 0,5 bis 0,6 kultiviert. Die Zellzahl pro ml Kultur wurde
wie beschrieben bestimmt, die bendtigte Bakterienmenge abzentrifugiert und mit PBS
gewaschen. Der Nachweis von PavB erforderte eine Mindestmenge von 1x10° Bakterien,
wéhrend der Nachweis der Enolase auch mit kleineren Mengen moglich war.

Fiir den Nachweis cytosolischer Proteine wurde das gewaschene Bakteriensediment in 1 ml
PBS, 1 mM PMSF aufgenommen und in 2 ml Schraubgefile mit 500 mg Precellys-
Glaskiigelchen pipettiert. Die mechanische Lyse erfolgte im Precellys (PeqLab) bei 6,800
rpm, 3 x 30 Sek. mit 30 Sek. Pause. Die Kiigelchen wurden fiir 5 min bei 4°C und 8,500 rpm
in der Tischzentrifuge abgetrennt und das Lysat erneut flir 30 min bei 4°C und 13,000 rpm
zentrifugiert. Im Uberstand waren die zytosolischen Proteine enthalten und konnten bei
Bedarf in der SpeedVac RV-C 2-25 (Christ) bei RT aufkonzentriert werden.
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7.1.7  Markierung der Bakterien mit Fluoresceinisothiocyanat

Fir die Visualisierung von S. pneumoniae in der Durchflusszytometrie und in
Bindungsstudien wurden die Bakterien mit dem Fluorochrom Fluoresceinisothyocyanat
(FITC, Ex 495 nm/Em 521 nm) markiert. Eine Pneumokokkenkultur wurde hierfiir bis zu
einer ODgpo von 0,35 bis 0,40 in THY kultiviert und bei 4500 rpm fiir 10 min sedimentiert.
Das Bakteriensediment wurde mit 2 ml eines 0,1 M Na-Carbonat Puffers (pH 9,2) gewaschen
und anschlieBend die bendtigte Bakterienmenge in 200 ul FITC-Losung (1 mg/ml FITC in
Na-Carbonat Puffer) fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Die markierten Pneumokokken wurden
dreimal mit 1 ml PBS gewaschen und neutralisiert.

7.1.8 Bindungsstudie mit fluoreszenzmarkierten Bakterien

Zur Bestitigung der direkten Interaktion des Oberfldchenproteins PavB von S. pneumoniae
(,, FITC-ELISA*) mit humanem Fibronektin (hupFn) wurde eine Mikrotiterplatte (Nunc,
Maxisorp) mit humanem Plasmafibronektin (Invitrogen) iiber Nacht bei 4°C in PBS
beschichtet. Als Kontrolle zum Ausschluss unspezifischer Bindungen dienten Ansétze mit
PBS und 0,5 pg immobilisiertes BSA. Dem zweimaligen Waschen der Platte mit PBS am
nichsten Tag, folgte ein mindestens vierstiindiger Blockierungsschritt mit 2% BSA in PBS.
Inzwischen wurden die Bakterien fluoreszenzmarkiert. Das Bakteriensediment wurde nach
dem letzten Waschschritt in dem benétigten Volumen PBS resuspendiert, so dass die
Bakteriensuspension eine Konzentration von 2 x 10° Bakterien pro ml hatte. Vor der Zugabe
von 100 pl mit 2 x 10® FITC-markierten Bakterien je Kavitdt wurde die Mikrotiterplatte
dreimal vorsichtig mit PBS gewaschen. Die Bindung der markierten Bakterien an die
beschichtete Oberfliche erfolgte fir 1 h bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank. Zur
Berechnung der Bindung erfolgte die Messung des 100%-Wertes der Fluoreszenz (FUjgge,) im
Mikroplatten Reader FLUOstar Omega, BMG Labtech bei 485 nm/520 nm
(Excitation/Emission). Der Wert der Messung nach wiederholtem Waschen mit 100 ul PBS
(FUy) lieferte die relative Bindung (% Bindung) der Pneumokokkenstimme an das
immobilisierte Protein gemif der Formel:

% Bindung =FUy x 100/ FUji00%

Da der Fluoreszenzwert der 100%-Messung der Ausgangszellzahl von 2 x 10° Bakterien
entspricht, 14t sich die Anzahl gebundener Bakterien nach Waschen aus der relativen
Bindung der Gesamtmenge ermitteln:

Anzahl gebundener Bakterien = 2 x 10%/100 x % Bindung
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7.1.9  Detektion von Oberflichenproteinen auf Pneumokokken mittels

Immunfluoreszenz

Falls spezifische Antikorper fiir die Detektion oberflichenassozierter Proteine zur Verfiigung
stehen, ist es moglich diese mittels eines Fluorophor-gekoppelten Sekundérantikorpers
nachzuweisen. Die Fluoreszenz des gebundenen Sekundirantikorpers kann entweder mittels
Fluoreszenzmikroskopie direkt sichtbar gemacht werden oder mittels Durchflusszytometrie
quantitativ gemessen werden. Fiir die Immunfluoreszenzfarbung von Pneumokokken wurden
5 x 107 Bakterien in 100 ul PBS, 0,5% FBS resuspendiert, mit der entsprechenden
Verdiinnung des spezifischen Primérantikorpers oder Serums fiir 30 min bei 4°C inkubiert,
danach bei 3500 rpm in einer Tischzentrifuge fiir 5 min abzentrifugiert und mit 100 pl PBS,
0,5% FBS gewaschen. Die sedimentierten Bakterien wurden nun fiir die Farbung mit dem
Sekundirantikérper in 100 pl des FACS-Puffers aufgenommen und ebenfalls fiir 30 min bei
4°C belassen. Nach zwei Waschschritten mit FACS-Puffer bei 3500 rpm zur Beseitigung
unspezifisch gebundener bzw. liberschiissiger Antikorper wurde das Bakteriensediment in 200
ul FACS-Puffer mit 1% PFA aufgenommen und fiir 30 min bei 4°C fixiert und entweder im
FACS-Gerdt (FACSCalibur™, FACSCanto™, FACSAria™ alle BD, Germany)
durchflusszytometrisch gemessen oder auf einen Objekttriger zur mikroskopischen
Untersuchung aufgebracht. Die Auswertung der durchflusszytometrischen Daten erfolgte
anhand der Programme WinMDI (http://www.facs.scripps.edu/software.html) oder
FACSDiva™ (BD, Germany).

7.1.10 Nachweis der Bindung von SSURE-Proteinen und Fibronektin an

Pneumokokken mittels Durchflusszytometrie

Vom Bakterium selbst sezernierte wie auch vom Wirt produzierte Proteine konnen sich an
Oberflachenstrukturen von Bakterien anlagern und verschiedene Funktionen wahrnehmen.
Innerhalb dieser Arbeit wurde durchflusszytometrisch die Fahigkeit von S. pneumoniae zur
Bindung des rekombinanten Oberfldchenproteins PavB und des humanen Plasmafibronektins
(pFn) untersucht. Dafiir wurden 1 x 10° Bakterien in 100 pl PBS mit ansteigenden
Konzentrationen hupFn (Invitrogen) oder mit Cy5-markierten SSURE-Proteinen fiir 20 - 30
min bei 37°C versetzt. Cy5S-markierte Enolase, die sich in vivo nach Sekretion an der
Oberflache von Pneumokokken anlagert, diente als Positivkontrolle fiir die Bindung. Sollte
die Fibronektinbindung an S. pneumoniae aus humanem Plasma bestimmt werden, so erfolgte
die Inkubation von 1 x 10 Bakterien in 100 ul PBS mit 0% -100% Volumenanteil an
frischem humanem Plasma.

Bei der Verwendung von nichtmarkierten rekombinant hergestellten Proteinen erfolgte eine
Immunfluoreszenzfiarbung. Im Gegensatz dazu wurden Ansitze mit Cy5-markierten Proteinen
nach der Inkubation gleich zwei mal mit 100 ul PBS durch wiederholtes Zentrifugieren bei
3500 rpm und 5 min gewaschen und sofort mit PBS, 0,5% FBS, 1% PFA fixiert. Auch hier
erfolgte die Lagerung bis zur durchfluBzytometrischen Messung (FACSCalibur™ und
FACSCanto™, BD, Germany) bei 4°C.
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7.1.11 Immunfirbung von Pneumokokken fiir die Detektion von PavB mittels

Elektronenmikroskopie

Fiir die Vorbereitung der Untersuchung mittels Elektronenmikroskopie (EM) wurden die
Pneumokokken in 50 ml THY kultiviert, abzentrifugiert, mit PBS gewaschen und das
erhaltene Sediment in 1 ml PBS aufgenommen. Von dieser Suspension wurden 100 pl
nochmals zentrifugiert und in einer 1:20 Verdiinnung des polyklonalen Maus- anti-PavB
Antikorpers resuspendiert. Wéahrend der 1-stiindigen Inkubationszeit bei 30°C wurden die
Proben gelegentlich geschiittelt und anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen. Mit Protein
A/G beschichtete 15 nm Gold-Partikel wurden dazu pipettiert, fiir 30 min bei 30°C inkubiert,
zweimal gewaschen und mit 1% Formaldehyd in PBS fixiert. Die fixierten Proben wurden auf
Plastik Folie (300 butvar plastic films , 300 mesh copper grids ) gegeben und 5 min gewartet
bis sie sich absetzten. Vor der elektronenmikroskopischen Analyse mit dem Zeiss EM910
wurde mit TE Puffer (10 mM TRIS, 2 mM EDTA, pH 6.9) und mit destilliertem Wasser
gewaschen und die Proben luftgetrocknet. Die gesamte Durchfithrung der Elektronen
Mikroskopie erfolgte durch Manfred Rhode (HZI, Braunschweig). Die Aufnahme der Bilder
erfolgte mit einer ProScan Kamera (1024x1024, Scheuring, Deutschland) mittels
ITEM-Software (Olympus Soft Imaging Solutions, Miinster, Germany).

7.1.12 Prainkubation von PneumokokKken fiir die in vitro Infektion

In in vitro Infektionsversuchen wurde versucht die Bindungsstellen von PavB auf der
zelluldren Seite mit rekombinanten Proteinen zu blockieren. AuBBerdem konnte das Antiserum
gegen PavB fiir Blockierungsexperimente auf der bakteriellen Seite oder zum Austesten
opsonisierender Eigenschaften eingesetzt werden. Hierflir wurde die benétigte Menge
Infektionslosung mit einer 1:50 Verdiinnung des Antiserums fiir 20 min bei 37°C inkubiert
und fiir den Opsonisierungsversuch mit humanen polymorphkernigen Makrophagen (PMNs)
eingesetzt. Ein Antiserum gegen PspC, welches zur Opsonophagozytose fiihrt, wurde als
Kontrolle verwendet.
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7.2 Molekularbiologische Methoden

7.2.1  Konstruktion von Streptococcus pneumoniae pavB-Mutanten

Die Generierung der hier verwendeten pavB Insertions-Deletionsmutanten erfolgte iiber die
Methode des allelic replacement im Rahmen der Diplomarbeit von M. Rothe (Universitit
Wiirzburg). Hierfiir wurde der 5°- und der 3’-Bereich des Gens fiir die SSURE-Doméinen
(pavB)aus dem Stamm TIGR4 iiber eine PCR amplifiziert (Primerkombinationen
Fnbmutl/Fnbmut2 und Fnbmut3/Fnbmut4) und fiir die spitere Klonierung in den pQE-30
Vektor (QIAGEN) entsprechende Restriktionsschnittstellen angefiigt. Die homologen DNA-
Fragmente zum 5'pavB und 3’'pavB wurden zusammen in den pGEM®-T Easy Vektor
(Promega) subkloniert.Uber eine Pstl- Schnittstelle zwischen den beiden genomischen
Bereichen war es mdoglich eine Antibiotikumresistenz-Kassette fiir Erythromycin B, welche
von Pstl- Erkennungssequenzen flankiert ist, nach Subklonierung des Fragments in den
pQE-30 Vektor einzufiihren. Das resultierende Vektorderivat pQE376 (siche 8.5) wurde dann
fiir die Transformation verschiedener Pneumokokkenstdmme eingesetzt. Die homologe
Rekombination der 5°- und der 3’-DNA Fragmente mit den genomischen Bereichen fiihrte zur
Deletion der genomischen ssure-Doméne. Die erfolgreiche Insertion des rekombinanten
DNA-Fragments wurde fiir verwendete Stimme im Southern Blot und das Fehlen der PavB
Produktion mittels Immunblot bestétigt.

7.2.2  Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Fiir das Umklonieren von DNA-Fragmenten in einen anderen Vektor oder fiir den Transfer
von Plasmiden in einen anderen E. coli Stamm wurde das QIAGEN®Plasmid MiniKit (100)
(QIAGEN) verwendet. Das Pellet einer 1 ml Kultur wurde laut Angaben des Herstellers
aufbereitet und die isolierte Plasmidlosung bei -20°C gelagert.

7.2.3  Isolierung der chromosomalen DNA aus Pneumokokken

Fiir genomische Analysen von verschiedenen Pneumokokkenstimmen sowie zur
Verifizierung der generierten pavB-Mutanten im Southern Blot wurde eine 50 ml THY-Kultur
bei einer ODgyo von 0,6 fiir 10 min bei 4500 rpm zentrifugiert und das Sediment in 6 ml
TES-Puffer aufgenommen. Die Zugabe von 5 mg Lysozym in 1 ml TES und 10 pl
Mutanolysin (2500 U/ml) bewirkte die Zelllyse wéhrend einer Inkubationszeit von 1 h bei
37°C. Anschliefend inkubierte das Zelllysat weitere 30 min bei 37°C mit 100 pul RNase A
(5 mg/ml) und 500 pl PronaseE fiir die Entfernung stérender RNA und Proteine. Nach einer
weiteren einstiindigen Inkubation unter Zusatz von 500 pl einer Laurylsarcosyllosung konnten
die Proteine mit 2 ml Phenol extrahiert werden. Zur Phasentrennung erfolgte die
Zentrifugation bei 12000 rpm (Sorvall, Rotor SS-34) und 4°C fiir 15 min. Die obere klare,
wissrige Phase enthielt die DNA, welche in einem neuen Reaktionsgefdll mit 2 ml Phenol-
Chloroform-Isoamyl (25:24:1, Roth) gemischt wurde. Es folgte eine weitere Zentrifugation
bei 12000 rpm und 4°C in 15 min. Aus dem erhaltenen Uberstand wurde durch Zugabe von
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3 M Natriumacetat pH 5,2 (1/10 Vol) und 1 Volumen Isopropanol (99,8%) die DNA gefallt
und bei 12000 rpm fiir 10 min bei RT zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstands wurde
die DNA mit 500 pl EtOH 70% bei 12000 rpm fiir 10 min bei RT gewaschen und dann bei
37°C getrocknet. Das Losen der genomischen DNA erfolgte in 50 bis 500 pul DEPC
behandeltem dH,O. Zur Qualitdtskontrolle der DNA erfolgte die Messung im NanoDrop
(PeqLab) bei den Wellenlingen 260 nm und 280 nm. Uber den Messwert bei 260 nm wurde
die enthaltene DNA-Konzentration bestimmt, wobei ein Quotient 260 nm/280 nm von
mindestens 1,7 eine zu hohe Verunreinigung durch Proteine ausschloss.

7.2.4  Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [291] ermdglichte die spezifische Amplifikation von
DNA-Sequenzen mittels zwei spezifischer Oligonukleotide (primer). Mittels PCR wurden im
Zuge der Klonierungsarbeiten von M. Rothe genomische Bereiche aus den S. pneumoniae
Stimmen TIGR4 und D39 fiir die Subklonierung in Vektoren amplifiziert und eine ssure-
spezifische Sonde fiir die Durchfilhrung der Dot-Spot-Analyse hergestellt. Fiir die
Amplifikation kleiner Genabschnitte bis zu 2,5 kb wurde die AmpliTaq Gold (Applied
Biosystems) im hotstart Verfahren verwendet und eine Elongatonszeit von 1 min pro 1 kb
gewihlt. Die Hybridisierungstemperatur lag etwa 5°C unterhalb des Schmelzpunktes der
verwendeten Primer.

50 pnl Reaktionsansatz einer Standard-PCR : 38,5 ul H,O
5 pl 10 x Reaktionspufter
1 pl 10 mM dNTPs
1 ul Oligonucleotid 5’ (20 pmol)
1 ul Oligonucleotid 3’ (20 pmol)
1 ul Tag-DNA-Polymerase
1 ul DNA (0,5 -2 pg)
1,5 pl 25 mM MgCl,

Bedingungen fiir die Amplifizierungsreaktion: Start: 95°C 7 min
Denaturierung: 95°C 30 sec
Annealing: x °C, 1 min, 30 Zyklen
Polymerisation: 72°C, 1 min/ kb
Finale Auffiillreaktion: 72°C 4 min
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7.2.5  Agarose-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung von PCR-Produkten und DNA-Priparationen bzw. —Restriktionsansitzen
sowie von Plasmid-Préparationen wurden diese auf ein Agarosegel (1% in TAE) aufgetragen
und unter konstanter Spannung von 120 V aufgetrennt. Auf Grund der negativen Ladung des
Zucker-Phosphatriickrads von DNA und RNA wandern diese im elektrischen Feld der Grof3e
nach unterschiedlich schnell zur Anode und konnen mit Hilfe interkalierender Substanzen
sichtbar gemacht werden. Anhand eines DNA-GroBenstandards konnte nach Farbung im
Ethidiumbromidbad (1 pg/200ml) die DNA im UV-Licht detektiert und die Fragment-Grofie
bestimmt werden.

7.2.6  Digoxygenin -Markierung von Oligonukleotiden

Zum Nachweis bestimmter DNA-Abschnitte iiber DNA-DNA Hybridisierung im Southern
Blot oder im Dot-Spot-Verfahren (BioRad), wurden Digoxygenin (DIG)-markierte
Oligonukleotid-Sonden in einer PCR-Reaktion hergestellt. Reagieren diese mit einem
AP-gekoppelten anti-DIG Antikorper (Roche), wird nach Zugabe von der Entwicklersubstanz
CSPD (Roche) ein Signal auf einem Rontgenfilm sichtbar. Die Markierung der DNA mit
Digoxigenin erfolgt wdhrend einer PCR durch den Einbau von DIG-markiertem
Desoxyuridinphosphats welches das dTTP im DIG-dNTP-Gemisch ersetzt (Roche).

Fir die Durchfiihrung eines Southern Blorts wurde ein ca. 400 bp grofer Bereich des
pavB -Gens von TIGR4 mit den Primer fnbmutl und fnbmut2 synthetisiert. Zusétzlich wurde
eine 1 kb groBBe DNA-Sonde fiir den Nachweis der erm-Kassette (erml/erm2) hergestellt.
Eine weitere DNA-Sonde wurde fiir die DNA-Dot-Spot-Analyse zum Nachweis
ssure-homologer Bereiche mit der Primerkombination Fnbrep5/Fnbrep6 hergestellt. Die PCR-
Produkte wurden im Agarosegel iiberpriift und fiir die DNA-DNA-Hybridisierungsreaktion
mit dem QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) aufgereinigt.

Ansatz fiir die DIG-Markierung: 0,6 pl MgCl, (50 mM)
2 pl 10 x Reaktionspuffer
2 pl DIG-Labeling Mix, Roche (200 pM dNTPs)
1 pl Oligonukleotid 5° (20 pmol)
1 pl Oligonukleotid 3° (20 pmol)
0,2 ul Tag- Polymerase
1 ul genomische DNA aus S. p. TIGR4
ad. 20 pl bidest. H,0
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7.2.7 Southern Blot Verfahren

Im Southern Blot Verfahren nach Southern [313] wurden die pavB-Mutanten beziiglich des
Genverlusts  Uberpriift. Dazu wurde genomische DNA iiber Nacht mit den
Restriktionsenzymen HindIll oder EcoRIl/Sphl bei 37°C verdaut und in einem Agarosegel
elekrophoretisch aufgetrennt. Nach kurzer Anfarbung und Dokumentation des Gels wurde die
DNA zur Bildung von Einzelstrdngen mit einer 0,25 M HCI-Ldsung fiir 15 min depuriniert
und zur Denaturierung und Neutralisierung fiir weitere 15 min in einer 0,4 N NaOH-Losung
geschwenkt. Fiir den Transfer der DNA auf eine positiv geladene Nylonmembran mittels der
Kapillar-Blot-Methode wurde das Gel fiir 15 min in Transferpuffer (10 x SSC-Puffer)
dquilibriert. Das Gel wurde dann auf eine Briicke bestehend aus 3 Lagen getrdnkten
Whatman-Papiers iiber einem Pufferreservoir platziert. Je zwei zusétzliche, auf die Grof3e des
Gels angepasste Lagen Filterpapier direkt unter dem Gel und oberhalb der aufliegenden
Nylonmembran sorgten fiir den Puffertransfer aus dem Reservoir. Der Aufbau wurde durch
mehre Lagen Zellstoffpapier, beschwert von einem ca. 500 g schweren Gewicht, komplettiert.
Durch Kapillarkrifte wurde somit die DNA vom Gel auf die Membran {ibertragen. Nach
einem Lauf von mindestens 6 h wurde die Membran luftgetrocknet bevor die DNA mit UV-
Licht fiir 1 bis 2 min fixiert und zusétzlich bei 80°C fiir 2 h gebacken wurde.

7.2.8  Durchfiihrung und Detektion der DNA-DNA-Hybridisierung

Fiir die Hybridisierungsreaktion mit der DIG-markierten Sonde wurde die Nylonmembran fiir
2 h bei 42°C im Hybridisierungsofen mit 25 ml High-SDS-Puffer dquilibriert. 100 ng der
Sonde wurden fiir 5 min bei 99°C erhitzt , kurz auf Eis gestellt und mit 100 pl Lachssperma-
DNA (10 pg/ml, Invitrogen) versetzt bevor das Gemisch in frischem Hybridisierungspuffer
zur Membran pipettiert wurde. Der Hybridisierung iiber Nacht bei 42°C folgten zwei
Waschschritte fiir jeweils 15 min bei 30°C mit 2 x SSC/0,1% SDS und ein Waschschritt mit
0,1 x SSC/0,1% SDS bei 64°C fiir 15 min. Vor der Inkubation mit dem anti-DIG Antikorper
(Roche) wurde die Membran fir 5 min in 1 x Maleinsdurepuffer/0,3% TWEEN20
geschwenkt. In einer Verdiinnung von 1:10,000 in 0,1 M Maleinsidure-Blockierpuffer
inkubierte das AP-Antikorper-Konjugat fiir 30 min bei RT. Der ungebundene Antikorper
wurde durch zwei Waschschritte fiir 15 min mit Waschpuffer entfernt worauf die
Aquilibrierung in Detektionspuffer fiir 5 min folgte. Das Substrat CSPD fiir die Alkalische
Phosphatase (AP) wurde in einer 1:100 Verdiinnung in Detektionspuffer gelost und fiir 10 bis
15 min bei 37°C inkubiert. Von dem CSPD wird unter Lichtemission ein Phosphatrest durch
die enzymatische Aktivitit der AP abgespalten. Nach Auflage und Entwicklung eines
photonenempfindlichen Rontgenfilms konnten darauf positive Hybridisierungsereignisse als
schwarze Banden visualisiert werden.
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7.2.9 DNA-Dot-Spot-Analyse

Zu Beginn der Arbeit wurden verschiedene bekapselte und unbekapselte Stimme von
S. pneumoniae, sowie weitere bakterielle Spezies auf das Vorhandensein der ssure-Doméne
im Genom tiiberpriift . Dazu wurden 1 pg genomische DNA verschiedener S. pneumoniae
Isolate mit Hilfe des BioRad Dot-Spot-Gerits auf einer positiv geladene Nylonmembran
(Macherey-Nagel) immobilisiert, durch UV-Exposition fiir 1 min auf der Membran fixiert und
fir 2 h bei 80°C getrocknet. Unter Verwendung der DIG-markierten DNA erfolgte die
Hybridisierung und Entwicklung wie fiir die Southern Blot Analyse beschrieben.

7.3 Methoden fiir das Arbeiten mit Proteinen

7.3.1  Allgemeine Proteinbiochemische Methoden

7.3.1.1 Induktion der Proteinproduktion in Escherichia coli

Fiir die Produktion Hise-getaggter SSURE-Proteine wurde eine Vorkultur der entprechenden
rekombinanten E. coli Klone in 3 bis 5 ml ampicillin-haltigem (100 pg/ml) LB-Medium
angeimpft und zum Inokulieren einer 250 bis 500 ml Hauptkultur mit einer Start- ODgoopnm Vvon
0,1 verwendet. Diese wurde bei 30°C und 195 rpm inkubiert, und entweder nach 6 h mit
250 ml 1 mM IPTG-haltigem LB ohne Antibiotika verdiinnt, oder die 500 ml LB-Kultur beim
Erreichen einer ODggonm von 0,8 mit 1 mM IPTG induziert. Die Bakterien wurden entweder
nach vier Stunden bei 30 °C und 195 rpm, oder einer optischen Dichte von 1,8 bis 2, bei 4°C
und 6000 x g sedimentiert. Zur Uberpriifung der Proteinproduktion wurden vor Induktion und
vor Ernten der Kultur Proben fiir die SDS-PAGE entnommen und mit der Coomassie-
Brilliant-Blau- (CBB) Féarbung tiberpriift. Die Bakteriensedimente wurden bei -20°C bis zum
Zellaufschluss gelagert.

7.3.1.2 Zellaufschluss von Escherichia coli zur Gewinnung des Proteinrohextraktes

Erfolgte die Proteinreinigung unter Verwendung eines Protino® Ni-TED Kits (Macherey
Nagel), so wurde das Sediment einer 250 -500 ml Kultur in 1 ml LEW Puffer resuspendiert,
unter Zusatz von 1 mg/ml Lysozym 30 min auf Eis inkubiert und solange im Sonifier 250
(Branson) ultraschallbehandelt bis die Suspension klar wurde (Pulszeit 15 Sekunden/duty
cycle intermittierend/ 70%). Fiir die Reinigung der His¢-fag Fusionsproteine iiber Ni-NTA-
Sepaharose, HiTrap und IMAC HP-Sdulen wurden die sedimentierten E. coli in
Bindungspuffer resuspendiert, in 2 ml Schraubgefiale mit 500 mg PreCellys -Glaskiigelchen
pipettiert und im PreCellys (PeqLab) mechanisch lysiert (6,800 rpm, 3 x 30 Sek., 30 Sek.
Pause). Bei groeren Volumina erfolgte der Aufschluss in einer vorgekiihlten French Press®
Cellpressure (SLM Insturments) mit einem konstanten Druck von 1200 psi g auf Eis. Nicht
lysierte Zellen und Membranfragmente der Lysate wurden bei 30 min bei 10,000 x g 4°C
abgetrennt und der Uberstand fiir die affinititschromatographische Aufreinigung iiber ein
70 um Zellsieb (Falcon) gegeben.
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7.3.1.3 Reinigung von Proteinrohextrakten iiber Metallionen-

Affinititschromatographie

Proteine konnen auf Grund ihrer physikalischen und chemischen Eigenschaften mit Hilfe
einer Vielzahl von Methoden, die nicht im Naheren erldutert werden, aufgereinigt, werden.
Das Prinzip der Proteinreinigung iiber Affinititschromatographie beruht auf der Interaktion
bestimmter Gruppen im Protein mit einer Matrix, an der das gewiinschte Protein bindet, und
anschlieBend unter anderen Pufferbedingungen eluiert werden kann. Mit Hilfe eines
synthetischen Affinitits-Anhang (tag) lassen sich z. B. heterolog exprimierte Proteine aus
einem heterogenen Gemisch isolieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Hise-Proteine
SSURE,, SSURE,:;, SSURE,s aus S. pneumoniae, sowie Fragmente von humanem
Fibronektin  (Fnlll-Fragmente), rekombinant hergestellt und iiber Metallionen-
Affinititschromatographie aufgereinigt.

Die Hisg-Proteine SSURE,, SSURE,.;, SSURE;s wurden mit der Metallionen-
Affinitdtschromatographie aus E. coli Zelllysaten auf Grund ihrer Affinitdt zu Nickel-Ionen
aufgereinigt. Als Sdulenmaterial fiir die Reinigung per Hand diente entweder eine
Ni-NTA-Agarose (QIAGEN) oder Ni-TED-Protino® Séulen (Macherey-Nagel) wobei fiir die
Reinigung und Regenerierung der jeweiligen Matrix die empfohlenen Puffer und die
Protokolle der Hersteller befolgt wurden. Die Reinigung mittels HPLC (GE Healthcare
GmbH) erfolgte mit 1 ml HisTrap™ FF Columns (GE Healthcare GmbH) nach Vorschrift des
Herstellers, wobei die Probe je nach Volumen {iiber eine 1 ml oder 5 ml Schleife in
Bindungspuffer auf die Anlage geladen wurde. Da die Reinigung der sechs
Fibronektinfragmente (Hise-FNIII) {iber Nickel-Sdulen keine zufriedenstellenden Ergebnisse
lieferte wurde die Matrix gegen Cobaltionen (Cobalt(Il)chlorid in HiTrap IMAC HP
Columns, GE Healthcare) ausgetauscht. Kobalt zeigt eine niedrigere Affinitdt fiir
Histidinreste, was zu einer spezifischeren Bindung an den Oligopeptid-tag fiihrt und eine
Bindung an intrinsische Histidine ungewiinschter Proteine idealerwiese verhindert. Auch hier
wurden die Empfehlungen von GE Healthcare GmbH fiir Pufferzusammensetzungen,
Beladen, Elution und Regeneration der Saule befolgt. Der gesamte HPCL-Lauf erfolgte bei
konstantem Druck von 1 ml/min. Fiir die Elution der Hise-tag Proteine wurde ein linearer
Gradient von 20 mM bis 500 mM Imidazol eingestellt. Eine Stufe bei 5% (44 mM) fiir die
Dauer von 5 Sdulenvolumen sollte unspezifisch gebundene E. coli Proteine von der Siule
entfernen. Die Elutionsfraktionen wurden im Fraktionssammler aufgefangen und mittels SDS-
PAGE und CBB-Férbung tiberpriift. Enthielten die Fraktionen nur das gewiinschte Protein, so
wurden diese direkt in PBS pH 7,4 umgepuffert. Bei Verunreinigungen mit Proteinen
unerwarteter Groflen wurde versucht diese mittels Dialyse oder der Zentrifugation in Vivaspin
6®-Rohrchen  (Sarstedt) aus dem Proteingemisch zu entfernen, bevor eine
Anionenaustauschchromatographie durchgefiihrt wurde.

7.3.1.4 Reinigung von Proteinen iiber Anionenaustauschchromatographie

Bei der Anionenaustauschchromatographie wird eine Reinigung des gewiinschten Proteins auf
Grund seiner Ladung angestrebt. Da die Aminosdurezusammensetzung den Isoelektrischen
Punkt (pI-Wert) bestimmt, ist es mdglich durch die Wahl geeigneter Puffer und spezifischem
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pH-Wert das Proteinmolekiil zu deprotonieren und somit fiir eine Aufreinigung iiber einen
Anionenaustauscher zugédnglich zu machen. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten
Anionenaustauscher Mono Q 5/50 GL (GE Healthcare GmbH) handelt es sich um ein
hydrophiles Tridgermaterial der geladenen Amino-Gruppe CH,-N+(CHj3)s. Je weiter der
pH-Wert des Puffers vom pI-Wert entfernt liegt, desto stdrker ist die Bindung an den
Ionenaustauscher iiber elektrostatische Wechselwirkung (Coulombsches Gesetz). Dabei ist zu
beachten dass der pK-Wert des Puffers nicht mehr als 0,5 Einheiten vom angestrebten
pH-Wert abweicht [189]. Fiir die in dieser Arbeit iiber HPLC (AKTApurifier™, GE
Healthcare GmbH) gereinigten Proteine wurde ein Tris/HCI-Puffer pH 8 gewéhlt, dem fiir die
Elution graduell NaCl beigemischt wurde (0 bis 1M). Auch hier erfolgte eine fraktionierte
Sammlung der Proben zur Uberpriifung mittels der CBB- Firbung.

7.3.1.5 Umpuffern von Proteinlosungen mittels Dialyse und Gelfiltration

Im Laufe der Reinigung von Proteinen sowie deren Markierung mit Fluorophoren ist hdufig
die Verwendung eines speziell auf die Anwendung abgestimmten Puffers notig. Die Dialyse
der Proteinlosung erfolgte bei groBeren Mengen (2 bis 5 ml) mit Hilfe eines Dialyseschlauchs
geeigneter Ausschlussgrofle (Roth), bei kleineren Volumina von 500 ul bis 1,5 ml in einer
Dialysekassette (SlideAlyzer, Pierce, Thermofischer) jeweils iliber Nacht bei 4°C unter
Riihren. Bei viermaligem Pufferwechsel war von einer ausreichenden Dialyse auszugehen.
Die schnellere Alternative zur Dialyse von 1 bis 1,5 ml Proben bestand in der Verwendung
der Gelfiltrationssdulen PD-10 (GE Healthcare GmbH) laut Angabe des Herstellers. Im
Gegensatz zur Dialyse war hier keine Abtrennung unerwiinschter Proteine kleineren
Molekulargewichts moglich.

7.3.1.6 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Konzentration von gereinigten bzw. markierten Proteinen erfolgte
photometrisch nach dem Bradford-Test [48]. Verschiedene Verdiinnungen des Analyten
wurden in 500 pl PBS pH 7,5 hergestellt und nach Zugabe des Bradfordreagenz (Sigma-
Aldrich) 20 min bei RT lichtgeschiitzt inkubiert. Durch die Komplexbildung des Farbstoffes
Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 (CBB) mit Proteinen verschiebt
sich das Absorptionsmaximum auf 595 nm womit es moglich ist anhand eines intern
mitgefiihreten Standards (BSA, Roth) die Proteinmenge auf Mikrogramm genau zu
berechnen.

7.3.1.7 Konzentrieren von Proteinlosungen

Haufig liegen heterolog produzierter Proteine am Ende der Reinigung in einer zu geringen
Konzentration vor. Diese wurde fiir spezielle Anwendungen (z.B. Oberflachen-
plasmonresonanz-Analyse, Immunisierung) durch Zentrifugation bei 10 min bei 4500 x g im
Vivaspin 6®-Rohrchen (Sarstedt) erhoht. Zum Konzentrieren cytosolischer Fraktionen aus



Methoden 139

Bakteriensedimenten wurde in der Vakuumzentrifuge bei 40°C auf das gewiinschte Volumen
eingeengt.

7.3.1.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Sowohl zur quantitativen und qualitativen Beurteilung von Proteinldsungen als auch zur
Auftrennung von Bakterienlysaten erfolgte die Auftrennung mit der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) [178]. Hier werden denaturierte Proteine gemil3 ihrer Grof3e
in einem SDS-haltigen pordsen Polyacrylamidgel negativ geladen und elektrophoretisch
aufgetrennt. Das Sammelgel des Polyacrylamidgels enthélt 4% Acrylamid und unterscheidet
sich vom darunterliegenden Trenngel neben der Acrylamidkonzentration auch durch pH-Wert
und Ionenstdrke. Die Porengrofle des Trenngels wurde durch Zugabe von 8 bis 14%
Acrylamidlosung (Roth) je nach Grofle des Analyten festgelegt (Tab. 24). Die Denaturierug
der Proben erfolgt durch Zugabe von SDS-Probenpuffer wobei das enthaltene
B-Mercaptoethanol Disulfidbriicken reduziert. Durch Erhitzen der Probe bei 96°C fiir 5 bis
10 min wird die Quartésstruktur der Proteine vollstindig aufgeldst und die Probe danach
direkt in die Taschen des Sammelgels gegeben. Als GroBenstandard diente ein vorgeférbter
Molekulargewichtsstandard (Fermentas und Invitrogen). Die Elektrophorese erfolgte je nach
Geldicke (0,75 mm oder 1,5 mm) und Probenbeschaffenheit bei einer konstanten Voltzahl
von 100 bis 180 V fiir 1 bis 2 Stunden. Fiir eine CBB-Fiarbung oder die Verwendung im
Immunblot wurde im Anschluss das Trenngel entfernt.

Tabelle 24: Pipettier- Schema fiir ein SDS - Gel (0,75 oder 1,5 mm) mit Trenn-und Sammelgel.

Sammelgel Trenngel

(4 ml) (7,5 ml)
Komponenten 4% 8% 10% | 12% | 16%
dest. H,0 2,5 ml 35ml | 3,0ml | 2,5ml | 1,5ml

Acrylamid/Bisacrylamid (30 %) 0,5 ml 20ml | 2,5ml | 3,0ml | 4,0 ml

Tris-HC1 1,5 M, pH 8,8 - 1.9ml | 1,9ml | 1.9ml | 1,9 ml
Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8 1,0 ml - - - -
10 % SDS 40 wl 75ul | 75ul | 75l | 75l
APS (10 %) 20 pl 40pul | 40l | 40pl | 40 pl
TEMED 4 ul 4 ul 4 ul 4 ul 4 ul

7.3.1.9 Proteinfirbemethoden fiir Polyacrylamid-Gele

Die im SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mit Farbemethoden unterschiedlicher
Sensitivitit visualisiert. StandardméfBig war der Nachweis ab 0,5 pg Protein mit der
Coomassie Brilliant Blue™ (G-250) Firbelosung moglich, welche in saurer alkoholischer
Losung mit fixiertem Protein komplexiert. Uberschiissiger Farbstoff wurde nach friihestens
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1 h Schwenken bei Raumtemperatur mit 40% EtOH, 10% Essigsdure entfernt und mit dH,O
gewaschen.

Mit der CBB-Firbung nicht sichtbare Verunreinigungen und Degradationsprodukte der Probe
konnen mit einer Silberfairbung detektiert werden. Das Proteingel wird hierfiir fiir 10 min mit
Losung 1 fixiert und dann 3 bis 6 Mal mit dH,O gewaschen. Wahrend einer 10 -20 miniitigen
Inkubation in Losung 2 reicherte sich AgNO; im Gel an. Das NaCO; im Féarbesubstrat
(Losung 3) aktivierte die irreversible Farbereaktion mit dem Protein. Durch Zugabe von
0,05 M EDTA wurde die Reaktion abgestoppt und die Gele konnten zur Digitalisierung mit
dem Bio-Rad Geltrockner konserviert werden.

Losungen fir die Silberfarbung:

Losung 1: 30% EtOH, 0,5% Glutaraldehyd (25%), 0,5 M Na-
Acetat (60 g/1), 0,2% Na,S,0;3 (3,14 g/)

Losung 2: 1% AgNOs (1 g/1), 0,02% Formaldehyd (37 %)

Losung 3, pH 11,3 -11,8: 2,5% Na,COs, 0,01% Formaldehyd,

Losung 4: 50 mM EDTA

7.3.1.10 Immunblot im Semi-Dry Verfahren

Mit Hilfe eines Immunblots (Western Blot) [333] konnen auf einer Membran immobilisierte
Proteine unter Verwendung einer spezifischen Immunreaktion mit Antikdrpern nachgewiesen
werden. Die Proteine wurden vom SDS-Gel entweder auf eine mit Methanol aktivierte PVDF
Membran (Millipore) oder eine mit Transferpuffer befeuchtete Nitrocellulosemembran
(Hartenstein) transferiert. Auf drei Lagen befeuchtetes Watmannpapier wurde die Membran
luftblasenfrei platziert und das Gel vorsichtig aufgelegt. Den Abschluss bildeten wieder drei
Lagen feuchtes Watmannpapier fiir den Puffertranster. Der Transfer erfolgte in der Semi-Dry-
Apparatur (BioRad) bei konstanter Voltzahl von 15 V fiir 2 h bei dicken 1,5 mm Gelen und
groflen Proteinen bzw. fiir 1 h bei diinnen Gelen (0,75 mm). Vor der Immunreaktion erfolgte
die Absittigung freier Bindungsstellen auf der Membran mit 10% Magermilchpulver fiir 2 h
bei Raumtemperatur oder bei 4°C {iber Nacht. Der Inkubation mit dem Primérantikorper fiir
mindestens 1,5 h bei RT folgten mehrere Waschschritte mit PBS/0,05% TWEEN20. Auch
nach einer 1-stiindigen Inkubation mit Peroxidase-konjugiertem Sekunddrantikérper wurde
mindestens dreimal gewaschen. Die Enzym-gekoppelte Nachweisreaktion wurde durch die
Zugabe von Entwicklersubstrat ausgelost. Bei starken Antigen-Antikorper-Reaktionen machte
man sich die Reaktion von 4-Chloro-1-naphthol mit H,0, zu Nutze, welche ein purpurnes
Farbprodukt auf Sekundérantikorper-gebundenen Proteinen liefert. Die Farbreaktion konnte
durch Waschen mit dH,0 abgestoppt werden. Waren schwache Signale der Immunreaktion zu
erwarten wurden diese {iber die Enhanced Chemiluminescence (ECL) detektiert
(GE Healthcare GmbH und Millipore).
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7.3.1.11 Markierung von SSURE-Proteinen mit einem Fluorophor

Der Nachweis der Bindung von Hiss-SSURE Proteinen an Wirtszellen mittels Fluorophor
gekoppelter Proteine kann iiber die unspezifische Bindung von Fluorescein Isothiocyanat
(FITC) an die Proteine erfolgen. Hierfiir wurde 1 ml einer Proteinlosung mit einer
Mindestkonzentration von 1 mg/ml iiber Nacht bei 4°C gegen 0,1 M Na-Carbonatpuffer
pH 9,2 dialysiert oder die entsprechende Menge BSA als Kontrollprotein darin gelost. Die
Probe wurde in ein 2 ml Reaktionsgefdl} tiberfiihrt und tropfenweise unter vortexen mit 50 pl
einer FITC-Losung (1 mg/ml in 0,1 M Na-Carbonatpuffer pH 9,2) versetzt. Das FITC-
Protein-Gemisch wurde fiir 2 h bei RT lichtgeschiitzt auf dem Rollinkubator inkubiert und der
Na-Carbonatpuffer durch erneute Dialyse gegen PBS pH 7,2 ausgetauscht. Zur Beurteilung
der Markierungs-Effizienz erfolgte die Absorptionsmessung bei 280 nm und 497 nm in der
Quarzkiivette sowie ein Fluoreszenzscan eines SDS-Gels. Die Lagerung der FITC-markierten
Proteine erfolgte ohne Zusétze bei 4 bis 8°C bzw. -20°C fiir die langere Aufbewahrung.

Da sich die Markierung der drei Hisc-SSURE Proteine qualitativ und quantitativ stark
unterschied, wurde das Cy'“’-labeling Kit der Firma GE Healthcare fiir die weitere
Markierung von Proteinen eingesetzt. Die Konjugierung mit diesem kleinen organischen
Molekiil, dessen Absorptions-und Emissionsmaxima bei 633 nm/680 nm liegen, erfolgte laut
Anweisungen des Herstellers mit einer Mindestproteinmenge von 1 mg/ml. Auch hier wurde
zur Uberpriifung der erfolgten Kopplung ein Fluoreszenzscan eines SDS-Gels durchgefiihrt
und die relative Menge von markiertem zu unmarkiertem Protein im NanoDrop (PeqLab)
bestimmt. Losungen CyS5-gekoppelter Proteine wurden bei 4 bis 8°C gelagert und deren
Stabilitdt gelegentlich im SDS-Gel {iberpriift.

7.3.2  Interaktionsstudien mit SSURE-Proteinen und humanen Plasmaproteinen

Eine Vielzahl verschiedener Methoden steht zur Aufklirung von Protein-Protein-
Interaktionen zur Verfligung. In dieser Arbeit kamen die im Folgenden beschriebenen
Methoden zur Identifizierung potenzieller Bindungspartner des Oberflichenproteins PavB
von Pneumokokken im Wirt zum Einsatz. Da in bereits eine Interaktion von S. pneumoniae
mit Fibronektin, Vitronektin und Plasminogen gezeigt werden konnte, wurden fiir die
Interaktionsstudien mit den rekombinant hergestellten His¢- SSURE-Proteinen diese drei
16slichen Serumproteine ausgewéhlt.

7.3.2.1 Durchfiihrung eines Far Western Blots

Im Unterschied zur Antigen-Antikdrperimmunreaktion eines klassischen Western Blots
basiert der Far Western Blot (,,Overlay-Assay*) auf einer Protein-Protein-Interaktion
zwischen dem immobilisierten Protein und einem Liganden. Ist wenig iiber die gesuchte
Interaktion bekannt, empfiehlt es sich das Protein {liber die Dot-Spot-Methode auf einer
Nitrocellulosemembran zu immobilisieren, wobei die native Struktur weitgehend erhalten
bleibt. Andererseits steht die Auftrennung eines Proteingemisches in einem nativen Gel oder
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einer SDS-PAGE ebenfalls zur Wahl. Die Detektion wird entweder direkt durch eine
Markierung  des  potenziellen  Bindungspartners  oder  indirekt iiber  eine
Antikdrperimmunreaktion ermoglicht.

Um Bindungspartner von PavB in humanem Plasma zu identifizieren wurden die drei
Hise-getaggten Proteine SSURE,, SSURE;:3 und SSURE,.s mit dem Dot Spot-Gerdt der
Firma BioRad unter Vakuum auf eine trockene Nitrocellulosemembran mit einer 10 ul Pipette
aufgetropft und bei Raumtemperatur getrocknet. Hierfiir wurde eine Verdiinnungsreihe
erstellt und ein Maximalvolumen von 2 ul pro Tropfen auf die Membran gegeben. Nach
Trocknen der Losung auf der Membran wurden mit 5% Magermilchpulver unspezifische
Bindungsstellen liber Nacht bei 4°C abgesittigt. Diese wurde mit 3 ml Plasma iiberschichtet
und den Proteinen iiber Nacht bei 4°C Zeit gegeben an Liganden zu binden. Vor Zugabe der
Erstantikorper gegen Plasmaproteine in PBS wurde die Membran dreimal mit PBS-T 0,05%
gewaschen. Diese Waschschritte wurden nach einer Inkubationszeit von 1,5 Stunden bei RT
wiederholt um ungebundenen Antikorper zu entfernen. Der jeweilige IgG-spezifische
Sekundirantikdrper inkubierte ebenfalls fiir 1,5 Stunden bei RT in PBS, worauf wieder
dreimal gewaschen wurde. Die Detektion der Signale erfolgte iiber ECL (GE Healthcare
GmbH) und wurde bei zu starkem Hintergrundsignal mit Chloronaphthol-Entwicklung
wiederholt. Unspezifische Bindung der Antikdrper an das immobilisierte Protein oder
Plasmabestandteile wurden iiber das Mitfiihren entsprechender Kontroll-Blots identifiziert.
Die Variante der Detektion iiber einen markierten Liganden kam fiir die Interaktionsstudie
von Fibronektinfragmenten (Hisg-FnIll) mit PavB zum Einsatz. Hier sollten
Bindungsdoménen innerhalb des Fibronektinmolekiils fiir biotinyliertes SSURE- Protein
(FluoReporter®Mini-biotin-XX Protein Labeling Kit, invitrogen™, Molecular Probes, USA)
identifiziert werden. Dafiir wurde eine 12% SDS-PAGE mit jeweils 1 pg der sechs
rekombinant hergestellten FN III-Fragmente und des 70 kDA grof3en Fibronektin-Fragments
des N-Terminus (Sigma) durchgefiihrt, und die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran im
Semi-Dry-Verfahren transferiert. Nach 2-stiindiger Absittigung in 2% BSA folgte die
Inkubation mit 100 pg biotinyliertem Hisec-SSURE, 3, Hiss-SSURE ;s und BSA in 2 ml PBS
tiber Nacht bei 4°C auf dem Schwenktisch. Die Enfernung von ungebundenem Protein
erfolgte wihrend vier Waschschritten mit PBS auf dem Rollinkubator. Mit Hilfe der
Streptavidin-gekoppelten Alkalischen Phosphatase (Milipore) in einer 1:1000 Verdiinnung in
PBS, 0,05% Tween fiir 1,5 h bei RT war die Detektion des gebundenen biotinylierten Proteins
moglich. Die Entwicklung erfolgte nach viermaligem Waschen (PBS, 0,05% Tween) in 10 ml
Chromogenlésung (50 pul NBT, 25 ul BCIP in AP—Puffer).

7.3.2.2 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Zur Untersuchung funktioneller Eigenschaften der l9slichen Hiss-SSURE-Proteine wurden
Bindungsstudien mit immobilisierten Plasmaproteinen mit der Methode des Enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) durchgefiihrt. Humanes Plasma Fibronektin (Invitrogen)
sowie Plasminogen (Haemochrom Diagnostica) wurden in einer Konzentration von 0,5 pg pro
50 ul PBS je Vertiefung an die Polystyroloberfliche einer Maxisorp™ 96-well
Mikrotiterplatten (Nunc) iiber Nacht bei 4°C gebunden. Uberschiissiges Protein wurde durch
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zweimaliges Waschen mit 100 ul PBS entfernt und unspezifische Bindungsstellen des
Plastiks mit 200 pl einer 2%-igen BSA-Losung bei RT in 4 h abgesittigt. Nach drei
Waschschritten mit PBS erfolgte die Zugabe von ansteigenden Mengen der Hiss-SSURE-
Proteine im dquimolaren Verhéltnis zueinander. Die Bindung an die gebundenen
Plasmaproteine hat in 50 ul 1% BSA bei 37°C im Brutschrank fiir 60 Minuten stattgefunden.
Vor der Zugabe des Maus anti-His Antikdrpers (QIAGEN) in einer 1: 600 Verdiinnung in 1%
BSA wurden ungebundene SSURE-Proteine in drei Waschschritten mit 50 pl PBS entfernt.
Der Inkubation fiir 1 h bei 37°C folgten drei weitere Waschschritte. Auch nach einer
45-mintitigen Inkubationszeit des anti-Maus POX-Konjugats in einer Verdiinnung von 1:2500
im Brutschrank wurde erneut dreimal gewaschen. Nun wurde die Farbreaktion durch Zusatz
von 50 pl der HRP-Substratlosung ABTS (2,2'-Azinobis(3-Ethylbenzthiazolin-6-
Sulfonséure)) mit 0,1% H,0O, ausgeldst. Nach einer 15-miniitigen Inkubationszeit im Dunkeln
fand die Messung der Absorption bei 405 nm in einem Mikroplatten-Reader (Fluorstar
Omega, BMG Labtech, Offenburg, Deutschland) statt.

7.3.2.3 Messung der Protein-Protein-Interaktion iiber Oberfliichenplasmonresonanz

Die direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen den rekombinanten SSURE-Proteinen und
Fibronektin (Fn) bzw. Plasminogen (Plg) oder Vitronektin (Vn) wurde zusétzlich iiber
Oberfldchenplasmonresonanz (SPR) [161] im Biacore T100 (GE Healthcare) analysiert. Hier
wird bei der Messung der Protein-Protein-Interaktion auf eine Markierung der Proteine
verzichtet. Stattdessen basiert diese Methode auf der Messung physikalischer Eigenschaften.
Ein Ligand wird auf einer Matrix kovalent gebunden, und der Analyt in einem FluB3system in
ansteigenden Konzentrationen darliber gegeben. Wiéhrend der Dissoziations- und
Assoziationsphase des Analyts wird die Oberflichenplasmonresonanz gemessen und in einem
Sensorgram wiedergegeben. Fiir die Analyse wurden die humanen Proteine kovalent auf
einen Dextran (CMS5) Sensorchip (GE Healthcare) gekoppelt. Die optimalen Bedingungen fiir
den Amin-Kopplungsprozess wurden in einem manuellen Lauf fiir jedes Protein im Voraus
getestet. Vor der Kopplung wurde der CM5 Chip mit 70 pl N-Hydroxysuccinimide (NHS,
0.05 M)/N-ethyl-N"-(Diethylaminopropyl)carbodiimide (EDC, 0.2 M) bei einer FluBBrate von
10 ul/min aktiviert. SchlieBlich erfolgte die Kopplung mit Fibronektin (100 pg/ml in 10 mM
Natriumacetat, pH 4.0) und Plasminogen (10 pg/ml in 10 mM Natriumacetat, pH 5.5) bzw.
Vitronektin (30 pg/ml in 10 mM Natriumacetat, pH 4) und Faktor H (10 pg/ml in 10 mM
Natriumacetat, pH 4) mit einer FluBrate von 10 pl/min fiir 420 s. Die Kontrollkammern des
CMS5 Chips wurden auf die gleiche Weise behandelt, jedoch erfolgte hier die Injektion von
Puffer ohne Ligand. Der Lauf fiir die Analyse der SSURE-Interaktion wurde fiir Fibronektin
und Plasminogen mit HBS-EP+ (pH 7.4) bei 25°C mit einer FluBrate von 30 pl/min
durchgefiihrt. Zwischen den Injektionen der SSURE;s und SSURE,.; Proben wurde die
Oberflache des CM5 Chips fiir 10 Sek. ul einer 5 mM NaOH regeneriert. Die Messung der
Interaktion der Hise-SSURE Proteine mit Vitronektin und Faktor H erfolgte in PBS, 0,5% P20
bei einer Fluflrate von 20 pl/min. Vor jedem neuen Zyklus erfolgte hier die Regeneration mit
40 mM NaOH fiir 10s. Jede Interaktion wurde mindestens dreimal gemessen und ein
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reprisentatives Sensorgram fiir die Darstellung ausgewihlt. Nach Abzug der Werte fiir den
Kontrolllauf ohne Ligand wird die Ligand-Analyt-Bindung als Resonanz Units (Response,
RU) in einem Sensorgramm dargestellt.

7.3.3 Immunologische Methoden

7.3.3.1 Immunisieren von Miusen zur Gewinnung von Antiserum gegen PavB

Das rekombinant hergestellte und gereinigte Hise-SSURE.s Protein wurde zur Generierung
eines Maus anti-PavB Antikorpers eingesetzt. Je Balb/c Maus (Bestinde Max von Pettenkofer
Institut und Immunologisches Institut der Universitit Greifswald) wurden 30 pg des Proteins
in einer 1:1 Verdiinnung aus PBS und Komplettem Freund'schen Adjuvanz (KFA, Sigma)
angesetzt und 50 pl intraperitoneal appliziert. Fiir die Verstiarkung der Immunantwort erfolgte
nach 10-14 Tagen eine Folgeinjektion mit 20 pg Protein in 50% Inkomplettem Freund’schen
Adjuvanz (IFA, Sigma). Weitere zwei Wochen spiter wurden die Maéuse zur
Serumgewinnung mittels CO,-Gabe getotet und sofort das Blut durch Punktion des offen
gelegten Herzens entnommen.

Zur Gewinnung von Maus anti-PavB Serum wurde die Blutprobe zur Gerinnung fiir ca. 1 h
bei RT belassen. Geronnene und zelluldre Bestandteile wurden bei 700 rpm fiir 30 min
sedimentiert und der klare Uberstand bis zur Durchfiihrung der Versuche bei -20°C gelagert.
Die Reaktivitdt des Antikorpers mit den rekombinanten SSURE-Proteinen wurde mittels
Immunoblot und ELISA bestétigt.

7.3.3.2 Affinitatschromatographische Reinigung von IgG aus Kaninchenserum iiber

Protein A-Sepharose

Fiir die Immunisierung eines Kaninchens zur Gewinnung eines polyklonalen Antikdrpers
gegen PavB wurde rekombinantes Hise-SSURE>- Protein zur Firma Immunoglobe,
Himmelstadt, Germany) gesendet. Nach Uberpriifung des Immunisierungserfolges stand das
Serum zur weiteren Aufbereitung nach etwa acht Wochen zur Verfligung. In einem ersten
Reinigungsschritt erfolgte die Bindung von Kninchen-IgG an Protein A-Sepharose 4B
(Sigma). Dazu wurden 0,5 g der Protein A-Sepharose zum Quellen in 20 ml dH,0 fiir 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend in eine Séule fiir die Aufreinigung mit dem
Econo® Pumpen System (Biorad) gegeben. Vor dem Beladen mit 5 ml des Serums wurde die
Saule mit PBS pH 7,2 édquilibriert, und im Anschluss ungebundene Proteine wieder entfernt.
Durch Zugabe von 0,1 M Glycin/HCI (pH 3,0) erfolgte die Elution der Antikdrper. Die
entsprechenden Fraktionen wurden mit 1 M Tris/HCl (pH 8,0) neutralisiert und fiir die
weitere Aufreinigung iiber eine Hi-Trap™-FF crude Sdule (GE Healthcare GmbH) vereinigt.
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7.3.3.3 Immun-Affinititschromatographie von IgG-Fraktionen iiber gekoppelte Hi-

Trap'™ Siulen

Fiir die Isolierung PavB-spezifischer Antikorper aus den IgG-Fraktionen, wurde an eine 1 ml
Hi—TrapTM Sadule (GE Healthcare GmbH) laut Vorschrift des Herstellers Hise-SSURE,43
kovalent gebunden und ebenfalls mit Hilfe des Econo®-Systems mit Laufpuffer geladen. Die
gebundenen Antikdrper mit erhdhter Affinitdt zum Antigen wurden mit Elutionspuffer von
der Sdule gewaschen und neutralisiert. Zur Abschétzung der erhaltenen Antikoérpermenge
wurde die optische Dichte bei 280 nm bestimmt, wobei eine ODgonm von 1 einer IgG
Konzentration von 0,8 mg/ml entspricht.

7.3.3.4 Gewinnung von Plasma aus frischem Vollblut

Von gesunden Spendern wurden 5 bis 20 ml Vollblut in eine Spritze mit 10% (v/v)
Gerinnungshemmer entnommen. Zelluldre Bestandteile wurden bei 700 rpm in der Eppendorf
Tischzentrifuge mindestens 20 min sedimentiert und der klare Uberstand fiir die
Durchfiihrung der Versuche spitestens am nichsten Tag eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

7.4 Methoden fiir das Arbeiten mit Wirtszellen

7.4.1  Auftauen von kryokonservierten Zelllinen

Frische Zellchargen wurden aus fliissigem Stickstoff in Kultur genommen, wofiir die
gefrorene Zellsuspension im Kryorohrchen moglichst schnell bei 37°C im Wasserbad
erwdrmt wurde. Sobald die gefrorenen Zellen aufgetaut waren, {iiberfiihrte man die
Zellsuspension in 9 ml warmes Medium. Um DMSO-Riickstinde zu beseitigen folgte ein
Zentrifugationsschritt bei 800 x g fiir 5 bis 7 min. Nun wurden die Zellen vorsichtig im
warmen Medium geldst und fiir die Vermehrung im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,
geziichtet.

7.4.2  Kultivierung von eukaryotischen Zelllinien

Zur Durchfithrung von in vitro Infektionsversuchen mit S. pneumoniae kamen verschiedene
humane und murine Zelllinien zum Einsatz. Diese wurden vor der Versuchsdurchfiihrung im
entsprechenden Medium aufgetaut und mindestens einmal passagiert bevor sie fiir weitere
Experimente ausgesdt wurden. Die Subkultivierung erfolgte je nach Zelltyp und Dichte der
Zellen alle 2 bis 4 Tage bei 37°C und 5% CO,. Hierfiir wurden die Zellen bei einer Konfluenz
von 60 bis 90% mit Trypsin/EDTA (PAA) abgelost, in frisches Medium aufgenommen und
bei 800 x g fiir 7 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellsediment
vorsichtig in frischem Medium resuspendiert. Bei bestimmten Zelllinien war fiir die weitere
Kultur ein Minimum an Zellen pro Flasche nétig um das Uberleben und weitere Wachstum zu
gewdhrleisten. So wurde fiir die murine Makrophagen-Zelllinie J774 der vierte bis sechste
Teil der Ausgangskultur in eine neue Flasche liberflihrt, wiahrend die humane Epithel-Zelllinie
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Detroit-562 mit mindestens einem Viertel weiter geziichtet wurde. Bei Erreichen hdherer
Passagen von 12 bis 20 wurden die Kulturen unbrauchbar und verworfen.

7.4.3 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Das Anlegen von Kryokonserven fiir das Lagern von Zellen erfolgte in friihen Passagen frisch
aufgetauter Zellen. Hierfiir wurde eine Zellzahl von ca. 5 x 10° pro Kryordhrchen bei 800 x g
fir 7 min sedimentiert und in 1 ml des entsprechenden Mediums mit 10% DMSO
resuspendiert und in einen Einfriercontainer mit Isopropanol gestellt. Dieser lagerte iiber
Nacht bei -80°C um die Zellen kontrolliert und schonend einzufrieren. Danach folgte der
Transfer der R6hrchen in einen mit fliissigem Stickstoff gefiillten Tank.

7.4.4  Zellzahlbestimmung mit der Neubauer-Zihlkammer

Um fiir jeden Versuch moglichst gleiche Voraussetzungen zu schaffen wurden definierte
Zellmengen eingesetzt. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden diese mit 1 bis 2 ml Trypsin,
EDTA abgelost, in 9 bis 18 ml frisches Medium aufgenommen, sedimentiert und in 5 bis
10 ml zur Bestimmung der Zellkonzentration vollstandig resuspendiert. Davon wurden 10 ul
in eine Neubauer-Zdhlkammer pipettiert und mindestens zwei GroBquadrate mit dem
manuellen Zellzdhler unter dem Lichtmikroskop ausgezdhlt. Die Berechnung der
Zellkonzentration unter Beriicksichtigung des Kammerfaktors (Volumen pro GroBquadrat)
erfolgte dann laut folgender Gleichung:

Zellzahl /ml = Anzahl der Zellen pro GroBquadrat x 10*

7.4.5 Kaultivierung von eukaryotischen Zellen fiir Infektionsversuche

Fiir die Durchfiihrung von Infektionsversuchen zur Bestimmung der Invasionsrate und der
Anzahl adhdrenter Bakterien wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz von ca. 70% bis 80%
in Kulturflaschen geziichtet. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden diese mit Trypsin/EDTA
vom Flaschenboden abgeldst, mit frischem Medium versetzt und bei 800 x g fiir 7 min
abzentrifugiert. Die Zellen wurden je nach Zelltyp in einer definierten Zahl in 24- oder
96-well Platten so ausgesit das in zwei Tagen Kultur bei 37°C und 5% CO, eine Konfluenz
von ca. 80% erreicht wurde. Nach 24 h Stunden wurde der Zustand der Zellen iiberpriift und
evtl. abgestorbene Zellen durch Waschen entfernt. Die Aussaat der Zellen fiir
Mikroskopieaufnahmen und zur Durchfiihrung einer Doppelimmunfluoreszenzfiarbung (DIF)
erfolgte auf 12 mm Glaspléttchen im 24-well Format unter gleichen Bedingungen.

Anzahl ausgesiter Zellen pro well: Detroit: 5 x 10* (24-well)

A549: 2,5 x 10* (24-well)

J774: 2 x 10* (96-well)
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7.4.6  In vitro Infektion von Epithelzellen und Fibroblasten mit Streptococcus

pneumoniae

Die Kultur der S. pneumoniae Stimme erfolgte in 30 ml THY-Medium wie eingangs
beschrieben. Vor Infektion der Zellen wurde durch dreimaliges Waschen mit 1 ml
Infektionsmedium (Kulturmedium ohne Zusitze, 1% FBS) das Antibiotikum entfernt. Die
Infektion erfolgte in einem Volumen von 500 pl fiir 2 bis 3 h bei 37°C und 5% CO, mit 50 pl
der Bakteriensuspension. Dafiir wurde eine Infektionslosung mit 1 x 10° Bakterien pro
Milliliter angesetzt, was bei einer Zellzahl von 2 x 10° einer MOI von 25 entsprach. Nach der
Infektionszeit wurde fiir die Anfertigung einer Doppelimmunfluoreszenzfarbung (DIF) zum
Entfernen ungebundener Pneumokokken dreimal mit PBS gewaschen und in 500 ul PBS, 2%
PFA fixiert oder der Antibiotika-Protektions-Versuch durchgefiihrt.

7.4.7  In vitro Infektion der murinen Makrophagenzelllinie J774

Fiir die Durchfiihrung eines Antibiotika-Protektions-Versuchs mit der phagozytierenden
murinen Zelllinie J774 wurden diese zwei Tage zuvor in einer 96-well Zellkultur-Platte
ausgesit. Vor der Infektion wurde mit RPMI, 1% FBS gewaschen und in ein Volumen von 50
ul ebenfalls 50 pl der Pneumokokkensuspension gegeben. Hier erfolgte eine Sedimentation
der Pneumokokken bei 700 rpm fiir 4 min in der Zentrifuge (Beckman Coulter Allegra® X-
15R, Beckman Coulter). Die Infektion wurde nach einer halben Stunde durch direkten Zusatz
von Penicillin G (300 U/ml) und Gentamicin (100 pg/ml) abgestoppt und der Antibiotika-
Protektions-Versuch unter Verwendung von 100 pl Saponinldsung fortgefiihrt.

7.4.8 Antibiotika-Protektions-Versuch

Wurde die Invasion von Pneumokokken bestimmt, erfolgte die Abtdtung extrazelluldrer
Bakterien im Antibiotika-Protektions-Versuch (,,Gentamicin-Assay*), so dass die Anzahl der
intrazelluldren Bakterien bestimmt werden konnten. Fiir die Infektion der Zellen wurde je
nach Stamm eine Bakterienmenge von 5 x 10° bis 1 x 10’ eingesetzt. Nach Beendigung der
Infektionszeit wurden ungebundene Bakterien durch mehrmaliges Waschen mit
Infektionsmedium entfernt und adhdrente Bakterien durch die Zugabe von 100 pg/ml
Gentamicin und Penicillin G (300 U/ml, beides Sigma) in 1 h bei 37°C und 5% CO, abgetétet.
Anschlieffend wurde mit 3 x 1 ml Infektionsmedium gewaschen, um das Antibiotikum zu
entfernen. Der Zusatz von 300 pl einer 1%-igen Saponinlosung zerstorte die Zellmembranen
in einer Inkubationszeit von 15 Minuten bei 37°C und 5% CO,. Zur Bestimmung der
Lebendzahl der Bakterien wurden verschiedene Verdiinnungsstufen der Ldsung auf
Blutagarplatten ausplattiert und iiber Nacht im Brutschrank kultiviert. Die koloniebildenden
Einheiten (,,Colony-Forming-Units*, CFU) wurden durch Auszéhlen der gewachsenen
Kolonien bestimmt.
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7.4.9 Priinkubation von Wirts-Zellen fiir die in vitro Infektion

Je nach Fragesstellungen erfolgte die Infektion eukaryotischer Zellen unter Zusatz
verschiedener Proteine. So war es moglich den Einfluss einzelner Komponenten auf die
Infektion genauer zu untersuchen. Zu diesem Zweck erfolgte eine Prdinkubation der
gewaschenen eukaryotischen Zellen mit ansteigenden Mengen des zu untersuchenden
Proteins in 250 bis 500 pl Infektionsmedium fiir 20 - 30 min bei 37°C und 5% CO,. Die
Infektion mit S. pneumoniae erfolgte dann entweder in Anwesenheit des Proteins oder nach
Waschen mit Infektionsmedium wie erléutert.

7.4.10 Doppelimmunfluoreszenzfirbung

Nach Durchfiihrung eines Infektionsversuches zur Visualisierung bzw. Quantifizierung
adhdrenter Pneumokokken wurden diese in einer Doppelimmunfluoreszenzfirbung (DIF)
markiert. Die Verwendung eines Primérantikorpers gegen Pneumokokken und verschiedener
Fluorochrom-gekoppelter Sekundérantikdrper macht eine getrennte Anférbung von intra- und
extrazelluliren Bakterien moglich. Dazu wurden Zellen auf Glasplittchen ausgesidt und
infiziert. Die Proben wurden bei 4°C iiber Nacht mit 3% PFA in PBS fixiert und dreimal mit
PBS gewaschen bevor unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation bei RT fiir 2 bis 4 h in
Blockierlosung (PBS, 10% FBS) abgesittigt wurden. Es folgte die Inkubation mit Sepharose-
A aufgereinigtem Kaninchen-anti-Pneumokokken IgG (1:100) fiir mindestens 45 Minuten bei
RT. Extrazelluldre Bakterien wurden dann mit einem Alexa 488-gekoppelten Ziege-anti-
Kaninchen-IgG (Invitrogen) in einer Verdiinnung von 1:600 in 30 Minuten angeférbt. Die
Visualisierung intrazelluldrer Bakterien im selben Priparat erfolgte nach Permeabilisierung
der Zellen fiir 5 min mit 0,1% Triton-X-100. Nach erneuter Behandlung mit Kaninchen anti-
Pneumokokken IgG und Anfirbung mit einem Alexa 568-markierten Ziege-anti-Kaninchen-
IgG (Invitrogen, 1:300) waren intrazellulire Bakterien als rote Signale von den
extrazelluldren, gelb angefarbten Bakterien zu unterscheiden. Die Sichtung der Préparate
erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop Leica DM LB nachdem die Glasplittchen mit
Mowiol beschichtet und mit Nagellack fixiert worden waren. Fiir die Quantifizierung
adhdrenter Bakterien wurden 30 bis 50 Zellen pro Priparat ausgewihlt und bei 100-facher
VergroBerung  (Olimmersionsobjektiv) die extrazelluliren Bakterien ausgezihlt. Die
Aufnahme von Bildern reprisentativer Areale erfolgte mit dem Konfokalen Laserscanning
Mikroskop (Zeiss LSM510 META). Die Bearbeitung der Aufnahmen wurde mit der
zugehorigen Software LSM Image Browser (Zeiss) durchgefiihrt.
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7.4.11 Isolierung von humanen, polymorphkernigen Neutrophilen fiir die Infektion

mit Pneumokokken

Zusétzlich zur Infektion muriner makrophagenartiger Zellen (J774) wurden fiir die
Untersuchung der Auswirkung des Oberflachenproteins PavB auf phagozytierende Zellen
auch humane neutrophile Granulozyten betrachtet. Bei den polymorphkernigen Neutrophilen
(PMNSs) handelt es sich um eine Subpopulation von Leukozyten, die bei einer Infektion
vermehrt gebildet werden und nicht nur fiir die Phagozytose von Mikroben mitverantwortlich
sind, sondern auch iiber die Bildung von ,Neutrophil Extracellular Traps*“ (NETSs)
antibakteriell wirken [54]. Fiir die Durchfiihrung von Infektionsversuchen mit Pneumokokken
wurden humane PMNs aus 20 ml frischem Vollblut (in 10% 0,1 M Natrium-Citratpuffer)
isoliert und mit FITC-markierten S. pneumoniae Stimmen infiziert. Eine Vorbehandlung der
Pneumokokken mit PavB-spezifischem Antiserum erfolgte zur Beurteilung einer
opsonisierenden Eigenschaft. Die Isolierung der PMNs erfolgte aus einem Gemisch von
10 ml Blut und 10 ml PBS, pH 7,2 iiber einen Dichte-Gradient aus Histopaque®-1119
(Sigma-Aldrich) und Ficoll-Paque™ Plus (Amersham) geschickt. Die Untere Schicht bildeten
12 ml Histopaque, welche von 10 ml des raumtemperierten Ficolls iiberschichtet wurde.
Darauf wurden vorsichtig die 20 ml des Blut-PBS-Gemisches pipettiert und bei 800 x g im
Schwingrotor fiir 20 min ohne Bremse zentrifugiert (Heraeus Labofuge 400R Heraeus). Im
Gradienten erfolgte die Auftrennung der Blutbestandteile geméf ihrer Dichte. Wihrend die
Erythrozyten am Boden pelletieren, schwimmt das gelbliche Plasma als groBte Phase oben.
An dessen Grenzschicht zum Ficoll bildete sich ein schmaler weiler Ring aus Monozyten,
welcher als erstes mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt werden muflte. Unterhalb des Ficolls
bildete sich eine hellrosa Schicht aus PMNs und Histopaque. Nach Entfernen der dartiiber
liegenden Schichten wurde die PMNs-Suspension in ein neues 50 ml Reaktriongefal3
tiberfiihrt und mit 50 ml eiskaltem RPMI bei 800 x g im Schwingrotor fiir 20 min bei 4°C
Ficoll und Histopaquereste weggewaschen (Beckman Coulter Allegra® X-12). Durch
Vortexen wurde das Zellsediment gelost und durch die Zugabe von 9 ml kaltem, sterilem
Ampuwa (Fresenius Kabi) ein osmotischer Schock bei den storenden Erythrozyten ausgeldst.
Die Reaktion wurde nach 1 min mit 1 ml sterilem 10 x PBS abgebrochen und erneut mit
50 ml eiskaltem RPMI bei 4°C durch Zentrifugieren fiir 10 min gewaschen. Das nun weife
Zellpellet wurde in 2-5 ml RPMI, 1 % FBS resuspendiert, die Zellzahl bestimmt und bis zur
Infektion bis zu 8 h auf Eis gelagert. Eine Zellzahl von 1bis 2 x 10° Granulozyten in 50 ul
wurde mit einer MOI von 10 bis 25 Bakterien pro Zelle fiir 30 min bei 37°C und 5 % CO;
infiziert und durch eine S5-miniitige Inkubation auf Eis abgestoppt. Anschliefendes
Zentrifugieren bei 280 x g fiir 5 min entfernte ungebundene FITC-markierte Bakterien von
den PMNs. Das mit PBS/0,5% FBS gewaschene Pellet wurde in PBS/1% PFA/0,5% FBS fiir
mindestens 30 min fixiert. Es erfolgte die Messung von 10.000 Ereignissen im FSC/SSC des
FACS-Gerits (FACSCanto™, Becton Dickinson) wobei zellassozierte Pneumokokken im
FITC-Kanal detektiert wurden. Eine Quantifizierung der aufgenommenen bzw. adhirenten
Bakterien erfolgte anhand der Multiplikation positiver Ereignisse (FITC-Kanal) mit der
~Mean Fluorescent Intensity* (MFI).
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7.4.12 Nachweis der Bindung von Hise- SSURE-Proteinen an Wirtszellen

7.4.12.1 Enzyme Linked Immunosorbent Assay mit Epithelzellen

Mit einem ELISA koénnen zellgebundene Proteine mittels Immundetektion mit einem
spezifischen AntikOrper gegen das gewiinschte Protein und einem Peroxidase (POX)-
gekoppelten Zweitantikdrper detektiert werden. Dieses Prinzip wurde fiir die Detektion von
zellgebundenen Proteinen angewendet (,,Zell-ELISA®). In einer 96-well Zellkulturplatte
wurden die Zelllinien A549 und Detroit-562 mit 0,5 x 10* ausgesit so dass sie nach 48 h
einen 90% konfluenten Rasen bildeten. Vor der Inkubation mit SSURE Proteinen und
humanem Plasmafibronektin (Invitrogen) als Positivkontrolle wurde einmal mit PBS, pH 7,4
gewaschen. Die Inkubation von Hise-SSURE,3 oder SSURE;.5 (0,1 bis 5 ng) erfolgte in 50 pl
PBS, pH 7,4 fiir 45 min bei 37° C. Unspezifisch gebundenes Protein wurde durch erneutes
Waschen entfernt, worauf die Inkubation mit dem Kaninchen anti-PavB IgG in einer
Verdiinnung von 1:300 fiir 1 h bei 37°C erfolgte. Nach einem weiteren Waschschritt wurde
der Zweitantikdrper 1:5000 in PBS zugegeben und fiir 1 h im Brutschrank belassen. Es
schloss sich die Entwicklung mit dem ABTS-Substrat nach dem Entfernen des
Zweitantikorpers an. Auch hier war die Messung im Fluorstar Omega (BMG Labtech) zur
Detektion der Absorption bei 405 nm moglich.

7.4.12.2 Immunfluoreszenzfirbung mit priainkubierten Epithelzellen

Die Immunfluoreszenzfiarbung zellgebundener Hisc-SSURE-Proteine fiir die FACS-Analyse
und die mikroskopische Untersuchung wurde entweder nach 48 h Kultur der Zellen in der
6-well Zellkulturschale oder nach Ablosen der Zellen mit Accutase (PAA) im 1,5 ml
ReaktionsgefiB durchgefiihrt. Eine Zellzahl von 1 x 10° Zellen pro Ansatz wurden mit
ansteigenden Konzentrationen des Proteins (1 bis 50 pg) in PBS, 0,5% FBS fiir 30 min im
Brutschrank inkubiert und versucht gebundenes Protein in verschiedenen Ansédtzen mit den
Erstantikdrpern Kaninchen anti-PavB IgG (1:300), Maus anti-PavB-Serum (1:500) oder Maus
anti-His (QIAGEN, 1:600) zu markieren. Hier erfolgte die Inkubation fiir 45 min im bei 4°C.
Nach griindlicher Entfernung des Erstantikdrpers wurde das Sediment in 100 ul Fluorophor-
gekoppeltem Zweitantikdrper resuspendiert bzw. 1 ml der Féarbelosung in ein 6-well gegeben.
Nach einer 30-miniitigen Inkubationszeit bei 4°C erfolgte die Fixierung fiir die
Durchflusszytometrie durch Zugabe von 1 ml FACS-Puffer pro 6-well oder die
Resuspendierung des Sediments in 300 ul FACS-Puffer. Nach einer Fixierzeit von mindestens
30 min bei 4°C konnten mit Hilfe eines Zellschabers die Zellen abgekratzt werden bzw. sofort
fiir die Durchflusszytometrische Analyse (FACSCanto™, FACSCalibur™, FACSAria™,
Becton Dickinson) eingesetzt werden. Fiir die Fluoreszenzmikroskopische Analyse wurden
die Zellen auf einen Objekttrager pipettiert, luftgetrocknet und mit Mowiol eingebettet.
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7.4.12.3 Western Blot Analyse von Lysaten priainkubierter Zellen

Eine ebenfalls immunologisch basierte Methode zum Nachweis der SSURE-Bindung an
Wirtszellen, stellte die Verwendung von mit Hise-SSURE Protein priainkubierten Zellen, zur
Durchfiihrung eines Western Blots, dar. Fiir diesen Ansatz wurden A-549 und Detroit-562
Zellen in 6-well Zellkulturplatten ausgesit und nach 48 h bei einer Zellzahl von ca. 2 x 10°
mit 0, 10, 20, 50, 70 und 100 pg Hise- SSURE, 3 oder Hise- SSURE s fiir 1 h bei 37°C in 1%
FBS inkubiert. Nach 3-maligem waschen der Zellen wurden diese in 1 ml PBS mit 1 mM
PMSF mit einem Zellschaber abgekratzt und bei 2000 rpm fiir 5 min in der Tischzentrifuge
sedimentiert. Das Sediment wurde in 50 pl PBS/PMSF aufgenommen und bei -20°C gelagert.
Fiir eine 12%-ige SDS-PAGE wurden diese mit 5 x SDS-Probenpuffer versetzt. Der Einsatz
von Maus anti-PavB-Serum sowie des monoklonalen anti-His-IgG (QIAGEN) erlaubte den
Nachweis des gebundenen Proteins iiber den Western Blot.

7.4.12.4 Nachweis mittels Fluorophor-markierter Proteine

Eine direkte Methode zum Nachweis der Bindung von Hisg-SSURE-Proteinen an Wirtszellen
ist der Einsatz von FITC- bzw. Cy5-markierten Proteinen fiir die durchfluBzytometrische
Detektion im FACS-Gerit. Dazu wurden ansteigende Mengen von 1 pg bis 100 pg von FITC-
SSURE,3 bzw. Cy5-SSURE,;; und Cy5- SSURE,s unter Mitfithren des markierten
Kontrollproteins BSA in 1 ml fiir 1 h bei RT inkubiert. Vor Proteinzugabe wurden die Zellen
mit PBS gewaschen und in 1ml PBS, 0,5% FBS, 2% PFA fiir 1 h bei 4° C fixiert und
anschlieend dreimal mit PBS/0,5% FBS gewaschen. Fiir die Messung im FACS-Gerit
erfolgte das Abschaben der eukaryotischen Zellen in 1 ml FACS-Puffer mit einem
Zellschaber. Die Zellen wurden noch einmal resuspendiert und in 5 ml FACS-R6hrchen
iiberfiihrt.

7.4.12.5 Interaktion von SSURE- gekoppelten Latex beads mit Zellen

Es wurden Hisg-SSURE,+3 und BSA an Latex beads (Sigma) immobilisiert um deren Bindung
an A549 Zellen zu priifen. Die Kopplung von 1 x 10® beads (15 pl) erfolgte mit 50 pl einer
100 pg/ml Proteinlosung in PBS nach Vorschrift des Herstellers und wurde mit Hilfe einer
SDS-PAGE in einer Silberfarbung bestitigt. Fiir die Versuchsdurchfiihrung wurden 2 x 10*
Zellen in Zellkultur-Glas-Kammern (Nalge Nunc) mit 1 x 10° beads (,MOI 50%) in
Infektionsmedium fiir 1 h bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Nach vielfachem Waschen mit
PBS erfolgte die Auswertung unter dem Lichtmikroskop.

Einen weiteren Ansatz zur Immobilisierung von Protein an Mikropartikel liefert die kovalente
Bindung an fluoreszierende, carboxylierte Polystyren Mikropartikel mit der ,,Carbodiimid*
Methode (Polysciences, Inc.). Hier erfolgte die Kopplung von 250 pg Protein ebenfalls nach
Angaben des Herstellers (Technical Data Sheet 238C). Fiir die Inkubation (30 min, 37°C) der
Zellen im 6-well Format wurden 10 und 20 pg der Hise-SSURE-Proteine bzw. BSA-Kontrolle
fiir eine Messung im FACS - Gerit eingesetzt.
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7.5 In vivo Maus-Infektionsmodelle fiir Streptococcus pneumoniae

Da S. pneumoniae als Krankheits-Erreger in verschiedenen Nischen zum Problem fiir den
Wirt werden kann, haben sich entsprechende Tiermodelle etabliert, die eine moglichst
physiologische Situation nachahmen sollen. In erster Linie unterscheiden sich diese
hinsichtlich der Infektionsroute und der Erregerkonzentration am Zielort. Die Wahl des
Modells richtet sich demnach nach Informationslage der zu untersuchenden Komponente. Die
Anzucht der Bakterien verlief mit einem Anfangswert der ODgoonm von 0,061 bis 0,069. Bei
Erreichen der ODgoonm von 0,35 bis 0,39 wurden die Bakterien sedimentiert, mit PBS
gewaschen und in 1 ml PBS, 0,5% FBS resuspendiert. Aus dieser Stammldsung wurden 10 pl
zur Bestimmung der Bakterienzahl eingesetzt und bendétigte Verdiinnungen fiir die
verschiedenen Dosen der Infektionsmodelle in PBS, 0,5% FBS hergestellt.

7.5.1  Herkunft und Haltung von CD-1 Méusen

Virulenzstudien wurden mit 8-10 Wochen alten, weiblichen CD-1® outbred Miusen
durchgefiihrt, die entweder von der Firma Harlan Winkelmann (Borchen, Deutschland) oder
von Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bezogen wurden. Die Haltung und Infektion der
Maiuse fand im geschlossenen bzw. teilweise geschlossenen System unter S2-Bedingungen in
den Tierstillen des Max von Pettenkofer Instituts, Miinchen und des Friedrich Loeffler
Instituts fiir Medizinische Mikrobiologie, Greifswald statt. Nach Ankunft wurde der Zustand
der Mause nach Augenschein gepriift, Gruppen von 4 bis 6 Tiere zusammengestellt und vor
Versuchsdurchfithrung eine Akklimatisierungszeit von 1 bis 2 Wochen eingehalten. Zum
Zeitpunkt der Infektion wurden die Miduse gewogen und mit einem durchschnittlichen
Gewicht von 26 g mit einer intraperitonealen (I.P.) Injektion leicht narkotisiert. Das
Narkosegemisch, bestehend aus 100 mg/kg Ketamin (Ketanest S; Pfizer Pharma, Karslruhe,
Deutschland) und 2% Xylazin (Rompun®; Provet AG, Lyssach, Deutschland) wurde in einem
Maximalvolumen von 250 ul pro Maus frisch in PBS angesetzt.

Tabelle 25:  Dosierungsbeispiele eines Narkosegemisches aus Esketamin (KetanestS) und Xylazin
Rompun 2%) fiir die schmerzfreie Anisthesie von 6-8 Wochen alten Miiusen.

Gewicht KetanestS Rompun 2% PBS Dosis maximales Volumen
50 mg/ml (] [ul] [u] [ud]
[2] m
18 18 5 112 135 180
20 20 5 125 150 200
22 22 6 137 165 220
24 24 6 150 180 240

26 26 7 162 195 260
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7.5.2 Anwendung eines experimentellen Maus-Meningitismodells

Das experimentelle Maus-Meningitismodell wurde nach Wellmer et al. [362, 363] in
Géttingen von Sandra Ebert und Prof. Roland Nau durchgefiihrt. Vor der Injektion mit 10°*
CFU der Stamme in 10 pl 0,9% NacCl in den rechten Frontallappen des Gehirns der C57BL/6
Maiuse wurden diese mit Ketamin (100 mg /kg) and Xylazin (10 mg/kg) anisthesiert. Der
Zustand der Mause wurde nach 12, 24, 32 und 36 h post Infektion durch Wiegen der Méuse
und nach Durchfiihrung des ,,Seiltests* mit einem Punktesystem bewertet. Um die bakterielle
Last der Tiere zu bestimmen wurden diese 38 h nach der Infektion enthauptet und das Blut
gesammelt. Das Cerebellum und die ventrale Hélfte der Milz wurden ebenfalls entnommen
und in 0.9% NaCl homogenisiert. Die Proben wurden in verschiedenen Verdiinnungen auf
Blutagarplatten ausplattiert und das Wachstum der Bakterien in vivo liber die Anzahl der CFU
bestimmt.

7.5.3 Intranasale Infektion von CD-1 Méiusen

Zum Nachahmen des Hauptinfektionswegs fiir die Entstehung einer Lungenentziindung,
wurden narkotisierte CD-1 Miuse mit maximal 15 pl Bakteriensuspension pro Nasenloch
intranasal (I.N.) infiziert. Hierzu wurde die Maus senkrecht gehalten und mit einer diinnen
Pipettenspitze einzelne Tropfen auf die Nostrilien gegeben, die im Atemrythmus der Maus
eingeatmet wurden. Die Infektionslosung wurde so angesetzt dass 10 — 20 pl die gewliinschte
Infektionsdosis enthielten. Der Zusatz von 90 U Hyaluronidase pro Dosis erleichterte die
Kolonisierung der Pneumokokken in den Luftwegen der Maus. Nachdem die
Infektionslosung komplett aufgenommen war wurden die Versuchstiere noch fiir ca. 1 min
gehalten, die Atmung tiberpriift und zum Aufwachen zuriick in den Kifig gelegt.

7.5.4  Visualisierung und Quantifizierung der Ausbreitung von

Streptococcuspneumoniae mittels IVIS® Lumina Imaging System

Mit Hilfe des IVIS® Lumina Imaging System (Xenogen Corporation, Caliper Life Sciences)
war es moglich nach intranasaler Infektion mit 10’ CFU biolumineszierender Pneumokokken
die Ausbreitung der Krankheitserreger im Wirt sichtbar zu machen. Der Maus-virulente
Stamm D39 wurde hierfiir mit gescherter, genomischer DNA des Streptococcus pneumoniae
- XenlO (A66.1 Serotype 3, Xenogen Corporation, Caliper Life Sciences) transformiert.
S. pneumoniae —Xen10 besitzt eine Integrationsstelle fiir die stabile Integration des pAUL-A
Tn4001 luxABCDE Kmr, so dass positive biolumineszierende Klone (D39/ux und D39ApavB-
lux) unter dem IVIS® Lumina Imaging System selektiert werden konnten. Vor
Versuchsdurchfiihrung wurde die Biolumineszenz der Ubernachtkulturen auf den
Blutagarplatten sowie der angefertigen Infektionslosungen iiberpriift.

Die Beobachtung des Krankheitsverlaufs erfolgte {iber mehrere Tage ab Start der Infektion bis
Versuchsabbruch alle 3 bis 6 Stunden. Unter leichter Narkose der Tiere mit Isofluran
CP®(cp-pharma, Burgdorf) in der Narkoseeinheit erfolgte die Exposition im IVIS® Lumina
Imaging System fiir 1 min mit mittlerem ,,binning* -Faktor. Das Livinglmage IgorPro 4.0
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software Packet (Xenogen Corporation) ermdglichte eine Quantifizierung der emittierten
Photonen, so dass neben den erhaltenen Photographien eine graphische und statistische
Auswertung (Excel, GraphPad) vorgenommen werden konnte.

7.5.5 Bestimmung der Bakteriellen Last von Organen nach Koinfektion mit Wildtyp

und PavB- defizientem Pneumokokkenstamm

Fiir eine kompetitive Infektion mit D39/ux und D39 luxApavB wurde ein Infektionsgemisch
aus 2 x 10° CFU pro S. pneumoniae Stamm vorbereitet und das Inokulum mit Hilfe von
Selektionsplatten bestimmt. Nach den festgelegten Zeitpunkten 6h, 12h, 24h und 36h [131]
erfolgte die Totung der Tiere durch Inhalation eines CO,-Luft-Gemisches fiir ca. 5 Minuten
zur Organentnahme. Fiir die Entnahme von 200 ul Blut wurden die Tiere erdffnet und eine
Myokardpunktion unter Zusatz von Natriumcitratpuffer durchgefiihrt. AnschlieBend wurde
ein Schnitt in die Trachea gesetzt, zuerst eine Nasopharynx-Spiilung mit 1 ml PBS, 0,5% FBS
vorgenommen und darauf die Prozedur fiir die Bronchio-Alveolar-Spiilung wiederholt. Nun
konnten die Lungenfliigel getrennt voneinander herauspripariert werden und fiir die
vollstindige Homogenisierung mit dem Ultra-Turrax® T10 (IKA, Deutschland) in 2,5 ml
PBS, 0,5% FBS gegeben werden. Es folgte das doppelte Ausplattieren verschiedener
Verdiinnungsstufen von unverdiinnt 1:10, 1:100 und 1:1000 auf Blutagarplatten mit
Selektionsantibiotika fiir den Wildtyp (Erythromycin 25 pg/ml) und den PavB-defizienten
Stamm (Kanamycin 150 pg/ml). Nach einer Inkubation von 15 — 20 h bei 37°C und 5% CO,
war es moglich durch Auszéhlen der ,.colony-forming-units* (CFU) das Wachstum der
Bakterien in den unterschiedlichen Organen zu bestimmen (,,Bacterial Load*). Unter
Beriicksichtigung der inokulierten Bakterienmenge je Stamm wurde der Kompetitive Index
(CD) fur die Vergleichsstimme berechnet. Dazu werden die gemittelten CFUs fiir den
Mutanten-Stamm zu denen des Wildtypstamms ins Verhéltnis gesetzt und durch den
Quotienten der CFU fiir den inokulierten Mutantenstamm zum inokulierten Wildtypstamm
geteilt. Ein berechneter Quotient kleiner als eins ldsst somit auf einen Uberlebensvorteil des
Wildtypstamms schlieBen.

7.5.6  Kolonisierungsmodell fiir Streptococcus pneumoniae nach intranasaler Infektion

Die Fahigkeit zur Ansiedlung im Nasenrachenraum des Wirts wurde in einem
Kolonisierungsmodell [163] von D39ApavB und dessen Vergleichsstamm betrachtet. Zwei
Gruppen zu je 18 Tieren wurden nach intranasaler Gabe von 1x10° CFU nach Tag 3 und 7 der
Infektion eingeschlifert und einer Nasopharynx- und Broncho-Alveolarspiilung unterzogen.
Auch hier wurden Verdiinnungen bis 1:100 erstellt und auf Blutagarplatten mit dem
entsprechenden Antibiotikum zur Bestimmung der CFU ausplattiert. Den Anfangswert zum
Zeitpunkt 0 h der Infektion lieferte das Inokulum der beiden Stimme.
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7.5.7 Anwendung des Pneumoniemodells fiir pFNko-M:iuse

Da Plasmafibronektin einen bedeutenden Beitrag zur Wundheilung und zur Blutgerinnung
beitrdgt und zusdtzlich an der Opsonophagocytose von Mikroorganismen beteiligt ist wurde
im Rahmen dieser Arbeit die Anfdlligkeit eines Plasmafibronektin defizienten Mausstamms
(pFNko Méuse) [318] im bestehenden Pneumoniemodell fiir S. pneumoniae getestet. Bei den
pFNko Miusen handelt es sich um eine Kreuzung aus zwei transgenen Mauslinien, wobei ein
Elterntier die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des X-Promotors exprimiert. Im Genom
des Zweiten Elterntiers wird der kodierende Bereich fiir Plasma-Fibronekin (pFN), welches in
der Leber synthetisiert wird, von zwei loxP-Seiten flankiert (Abb. 35). An diese kann in den
Nachkommen nach Induktion des Promotors die Cre-Rekombinase binden und somit das pFN
Gen deletiert und inaktiviert werden. Die Induktion von 6 bis 8 Wochen alten Tieren erfolgte
durch das synthetische Oligonukleotid polylC (Amersham Biosciences) mittels zweimaliger
Verabreichung von 250 pg IP in PBS im Abstand von ca. 48 h. Zur Uberpriifung der
Inaktivierung der pFN-Synthese wurde nach 10-14 Tagen Blut aus der Schwanzvene
entnommen und fiir die Durchfiihrung eines Immunblots aufbereitet. Dafiir wurden die Miuse
in einer Plexiglasrohre fixiert und die Schwanzvene mit einem Skalpell angeritzt. Die
Bestrahlung des Schwanzes mit Rotlicht erleichterte die Lokalisierung der Schwanzvene und
erhohte den Blutfluss. Mit einer 20 pl Pipette wurde ein Tropfen Blut aufgenommen und in
5 ul ACD Losung gegeben. Ein Zentrifugationsschritt von 3 min bei 2300 x g trennte
zelluldre Bestandteile vom Plasma. Davon wurden 1 pl bzw. 0,5 pl mit 5 x SDS-Probenpuffer
versetzt und in einem 1,5 mm bzw. 0,75 mm SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Der sich
anschlieBende Western Blot wurde nach Blockieren fiir 4 h mit 5% Magermilchpulver in TBS
mit dem Kaninchen anti-Plasmafibronektin IgG (Dako) in TBS, 5% Magermilchpulver,
0,05% Tween fiir 2 h fortgesetzt. Vor und nach Inkubation mit dem Zweitantikdrper
(anti-Kaninchen-Pox) wurde die Membran dreimal mit TBS-T gewaschen. Nach Beurteilung
der Knockout-Effizienz wurden die pFN positiv und negativen Tiere in zwei Gruppen
unterteilt (pFN +/+, pFN -/-) und LN. mit einer Dosis von 1 x 10’ dem biolumineszierenden
Stamm D39 infiziert. Die Uberwachung und Detektion im IVIS® Lumina Imaging System
(Xenogen, Caliper) fand ab 24 h post Infektion alle 3 bis 6 h statt.

Poly I-C\ @ \ /

Promotor Mx foxP

w

Abbildung 35: Schematische Darstellung der Induktion der pFn-Depletion bei pFNko-Méusen.
Die Aktivierung der Genexpression fiir die Produktion der Cre-Rekombinase erfolgt durch
intraperitoneale Injektion des Induktors Poly I-C. Das produzierte Enzym bindet an die loxP-
Sequenzen und ermdglicht die Deletion des pFN Gens durch ein Rekombinationsereignis.
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7.6 Statistische Auswertung erhobener Daten

Falls nicht anders beschrieben wurde fiir die gezeigten Daten der Mittelwert aus mindestens
drei Experimenten gebildet und mit der Standardabweichung (SD) gezeigt. Die Mehrheit der
Experimente wurde fiir eine statistische Analyse dem zweiseitigen, ungepaarten Student’s
t-Test unterzogen (Excel). Die Uberlebensraten im Kaplan-Meier Diagramm wurden anhand
des Log-rank (Mantel-Cox) Tests verglichen, wobei unparametrische Daten aus den
Koinfektionsstudien mit dem zweiseitigen Mann Whitney U Test analysiert wurden
(GraphPad Prism®). Wihrend die P-Werte fiir die Biolumineszenz-Messungen zwischen den
Gruppen mit dem ungepaarten, einseitigen #-Test berechnet wurden, geschah die Analyse von
Unterschieden innerhalb derselben Gruppe anhand des gepaarten #-Tests. Die statistische
Signifikanz wurde darauthin mit ANOVA und Bonferroni’s Multiple Comparison post-hoc
Tests tiberpriift und bei P-Werten < 0,05 als gegeben betrachtet.

7.7 Durchflusszytometrische Analyse und Auswertung der Daten

Die durchfluzytometrischen Messungen wurden mit unterschiedlichen FACS-Geridten der
Firma Becton Dickinson durchgefiihrt. Wéhrend Phagozytoseversuche mit PMNs mit den
Geritetypen FACSCalibur™ (Becton Dickinson) am Zentrum fiir Infektionsforschung in
Wiirzburg und FACSCanto™ (Becton Dickinson) am Max von Pettenkofer Institut der LMU
Miinchen durchgefiihrt wurden, fanden Proteinbindungsstudien mit Pneumokokken und
eukaryotischen Zellen mit den Typen FACSAria™ bzw. FACSCalibur™ am Institut fiir
Interfakultire Genomforschung, EMAU Greifswald statt. Fiir die Datenaquisition stand fiir
den Typ Calibur™ die CellQuestPro Software 6.0 (BD) zur Verfiigung, bei den Geritetypen
FACSAria™ und FACSCanto™FACS wurde die Diva Software 5.0.3 von BD verwendet.
Die Auswahl der zu untersuchenden Zellpopulation erfolgte im Dotplot des FSC und SSC der
jeweiligen Geridtetypen. Von 10.000 Ereignissen wurde die Fluoreszenz im FITC-Kanal bzw.
im FL-4 fiir CyS5-markierte Proben (FACSCalibur™) detektiert und als Histogramm
dargestellt. Anhand von Negativkontrollen erfolgte die Festlegung des Schwellenwertes fiir
die Messung der Fluoreszenzzunahme der Proben wobei die Anzahl positiver Ereignisse
maximal 5% der Gesamtpopulation ausmachten. Fiir die graphische Darstellung im Balken-
oder Liniendiagramm wurde die Gesamtfluoreszenz aus dem Produkt des Anteils positiver
Ereignisse der Gesamtpopulation (% gated events) und der Mean fluorescence intensity bzw.
Median fluorescence intensity (MFI) berechnet. Die Auswertung der im FACSCalibur™
(Wiirzburg) erhobenen Daten erfolgte iiber die software WinMDI
(http://www.facs.scripps.edu/software.html), fiir die Analyse der Daten aus Messungen mit
den Typen FACSAria™, FACSCanto™ und FACSCalibur™ (LMU Miinchen) kam die
FACSDivasoftware 5.0.3 zum Einsatz. Da hier die Uberlagerung von Histogrammen aus zwei
Messungen nicht realisierbar ist, wurden dafiir die einzelnen Histogramme nach Weber und
Fehse [355] mit dem PDFCreator 0.9.0.9 in das Programm GIMP 2.6.8 transferiert und dort
iibereinander gelagert. Die freeware Inkscape 0.47.0.3 machte eine nachtrigliche Bearbeitung
des Text moglich.
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8 Anhang

8.1 Laborgerite
Geritebezeichnung

Agarose-Gelelektrophoresekammern
AKTApurifier™ -900

Autoklaven VX-100 und VX-150
Biacore T-100

BioPhotometer plus

Bunsenbrenner

CCD-Kamera ProScan, 1024x1024
COs,-Inkubatoren Heracell 150

Dot Spotter

Econo-Pumpe mit UV-Detektor fiir
Affinitdtschromatographie
Eismaschine, AF 100
Entwicklermaschine ,Fuji Photo Film
FACSAria™

FACSCalibur™

FACSCanto™

Fluorstar Omega Mikroplatten-Reader

French Pressure Cell Press, SLM Aminco
Gefrierschrinke, -20°C superfrost

Gel Air Drying System

Heizblock, Thermomixer compact
Homogenisator Ultra-Turrax® T10
Hybridisierungsofen

INTAS GDS® gel documentation system
IVIS® Lumina Imaging System

Kiihlschrinke, 4°C

Magnetriihrer , RCT basic

Magnetriihrer, MR3001

Mikroskope:
Elekronen Mikroskop Zeiss EM910
Fluoreszenzmikroskop Leica DM LB mit Intas
Dokumentationssystem
Fluoreszenzmikroskop Nikon Eclipse TS100 —F
Konfokales Laserscanning Mikroskop Zeiss
LSM510 META

Mikrowelle, Mikromat

Multistep Pipettierhilfe, HandyStep

Netzgerite Power Pac 200 und 300

Neubauer Zahlkammer

PCR-Thermocycler T3 Thermocycler

pH-Meter

Pipetten Gilson/ Eppendorf research

Firma

Gibco

GE Healthcare

Systec, Wettenberg

GE Healthcare

Eppendorf

Tecnomara

Scheuring, Germany
Heraeus, Thermo Scientific
BioRad

BioRad

Scotsman®

Fuji

Becton Dickinso
Becton Dickinson
Becton Dickinson
BMG Labtech, Offenburg,
Deutschland
SLM instruments
Liebherr

BioRad
Eppendorf

IKA, Germany
Hybaid

INTAS

Xenogen Corporation, Caliper

Life Sciences
Liebherr

IKA, Germany
Heidolph

Zeiss
Leica und Intas

Nikon
Zeiss

AEG

Brand

BioRad

Brand

Biometra

WTW

Gilson und Eppendorf
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Pipettierhilfe accu-jet® pro
Préparierbesteck

Precellys 24

Quarzkiivetten

Rollinkubator RM5

Rontgenkasseten, Dr. Goose suprema
Scanner (Scanjet automatic document feeder)
Schiittelinkubator, 37°C innova® 44
Schiittelinkubator, Brutraum, 37°C
Schweissgerit, Vacupack plus
Schwenktisch WT 12
SDS-Gelelektrophoresekammer
SpeedVac RV-C 2-25

Spektrophotometer (NanoDrop ND-1000)
Steril-Werkbénke fiir die Bakterienkultur , HeraSafe
Steril-Werkbanke fiir die Zellkultur, MSC-Advantage
Stickstofftank -179°C , Arpege 140
Tiefkiihltruhe -80°C

Tiefkiihltruhe -80°C

Tietkiihltruhe -80°C

Transblot SD Semidry Transfer Cell
Ultraschallgerit , Sonifier 250
Ultraschallbad, Ultrasonic cleaner
UV-Spekrophotometer Cary 50
UV-Stratalinker

Vakuumpumpe

Video graphic Printer

Vortexer

Vortexer L46

Waage

Waage Sartorius Basic

Wasserbédder

Zentrifugen:

Beckman Coulter Allegra® X-12 mit Rotor SX 4750
Beckman Coulter Allegra® X-15R mit Rotor SX 4750

Biofuge fresco

Centrifuge 5417R
Centrifuge 5810

CP Centrifuge

Heraeus Labofuge 400R
Heraeus Picol7 centrifuge
Megafuge 3.0R

Brand
Hartenstein

bertin technologies, peQLab

Hellma

Schmidt GmbH, Braunschweig

Hartenstein
HP

New Brunswick Scientific
VKS-75 control Edmund Biihler

Krups
Biometra
peQLab
Christ
peQLab

Heraecus Instruments

Thermo Scientific
AirLiquide

New Brunswick Scientific

Thermo Scientific
Ultima II Revco
BioRad
Branson,
Unisonic
Varian
Stratagene
KNF

Sony

IKA

GLW

Kern

Sartorius

GFL

Beckman Coulter
Beckman Coulter
Heraeus
Eppendorf
Eppendorf
Beckmann
Heraeus

Thermo Scientific
Heraeus
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8.2 Software

Program

Adobe Acrobat Standard 8.0.0
Adobe Design Standard CS3
Adobe Reader 9.3

Biacore T100 Software
CellQuestPro Software 6.0
EndNote X1

FACSDiva Software 5.0.3

GIMP 2.6.8

GraphPad Prism 5.01

HP Precision ScanPro 3.02

Image Quant

Inkscape 0.47.0.3

Intas

INTAS GDS® gel documentation system
Livinglmage IgorPro 4.0 software package
LSM Image Browser Zeiss

Mars 1.11 Data Analysis Software
MS Office Professional Plus 2007
NanoDrop-1000 3.5.2

Omega 1.10

PDFCreator 0.9.0.9

Simple Reads Varian

WinMDI 2.8

Unicorn 5.11

Serial Cloner 2.1

8.3 Verbrauchsmittel

Verbrauchsmittel

Firma

Adobe Systems

Adobe Systems

Adobe Systems

GE Healthcare

BD Bioscience/ Mac Intosh
Thomson, Wintertree software
BD Bioscience
WWW.gimp.org

GraphPad

HP

Amersham/ GE Healthcare
www.inkscape.org

GDS INTAS, Germany
INTAS, Hamburg, Germany
Xenogen Corporation

Zeiss

BMG Labtech

Microsoft

peQLab

BMG Labtech

pdfforge GbR

Microsoft
http://www.facs.scripps.edu/software.html
GE Healthcare
http://serialbasics.free.fr/html

Firma

4-, 24-, 96-Zellkulturplatten, flat bottom, Cellstar bioone
96-Zellkulturplatten, round bottom, Cellstar bioone
Anatomische Pinzette,130 mm

Biacore-Reaktionsgefille PEEK tubing 1/16", i.d. 0.5 mm
Butterflykaniilen

Chamber Slide, Glass, 8-well, steril Lab-Tek™
Deckgliaschen, 12mm

Dialyse Kassetten Slide-A-Lyzer® , 3,500, 10,000 und
20,000 MWCO

Dialysierschlauch 12-14000 MWCO

FACS Rohrchen 500 pl
FACS-Rohrchen 5 ml, Polysterene Round-bottom tube
Glasperlen 3 mm

Greiner

Greiner

Hartenstein

GE Healthcare Europe GmbH
Rose GmbH

Nalge Nunc Int.

Hartenstein

ThermoFisher, Rockford ,USA

neoLab Laborbedarf,
Heidelberg

Sarstedt

BD Biosciences
Hartenstein
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Handschuhe, Peha Soft
Injektionskaniilen, G26, G24
Mikroskopierschere ,105 mm gebogen
Mikroskopierschere ,105 mm gerade
Mikrotiterplatten , Maxisorp
Miillbeutel

Multitips, 0,5ml, 1,25 ml, 2,5 ml, Sml
Nitril-Handschuhe, NitraTex®

Nitrocellulosemembran Protran® Whatman

Nylonmembran porablot NY plus
Objekttrager

Papiertiicher

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR Reaktiongefifie 0,2 ml, MicroAmp
PCR Softstrips

Petrischalen

Pipettenspitzen 10 pl

Pipettenspitzen 200 pl

Pipettenspitzen 1000 pl

Plastikkiivetten

Precellys — Glas — Kiigelchen 0,5 mm
PVDF-Membran Immobilon™

qPCR 96-well plate, ABI FAST systems
Reaktionsgefiafie 0,5 ml
Reaktionsgefafie 1,5 ml, 2,0 ml
Reaktionsgefie, konisch,15 ml, 50 ml
ReaktionsgefiBe, konisch,15 ml, 50 ml
Rontgenfilme Super RX, Fuji Super RX
Schraubdeckelgefife fiir Precellys 2 ml
Sensor ChipCMS5, RG (3-Pack)

Serologische Einmalpipetten, steril, 5 ml, 10 ml, 25 ml

Skalpell

Spitzenfilter, Rotilab 0,22 pm
Teflonschlauch, 0,4 mm x 0,9 mm
Tuberkulinspritzen mit Kaniile
Tuberkulinspritzen

VIVASPIN 15R 10.000
VIVASPIN 15R 50.000
Wattestédbchen

Whatmanpapier

Zellkulturflaschen, 25 cm?, 75 cm? (standard cap)

Cellstar bioone
Zellschaber

Hartmann
Hartenstein
Hartenstein
Hartenstein
Nunc
Hartenstein
Hartenstein
Ansell
Hartenstein
Macherey-Nagel
Hartenstein
Roth
Hartenstein
Hartenstein
Perkin Elmer
Biozym

Greiner
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
PEQLAB
Millipore
Eurogentec
ABgene
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Hartenstein
PEQLAB

GE Healthcare Europe GmbH
Greiner

Braun

Roth
Hartenstein
Hartenstein
Hartenstein
Sartorius stedim
Sartorius stedim
Hartenstein
Noras und Hartenstein
Greiner

Hartenstein
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Zellsieb, 40um, 70um Falcon™
Zentrifugenrdhrchen, 12 ml

8.4 Chemikalien
Chemikalie

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
Aceton

Acrylamid-N, N-Methylen-Bisacrylamid
Agar

Agarose Peqlab

Aktivkohle

Ammoniumacetat

Ammonium-Persulfat

Ammoniumsulfat

Ampicillin

Ampuwa® Spiillosung Aqua ad iniectabilia

Avidin

Bacillol® AF

Bacto-Agar

Bacto-Trypton

BD FACS Clean

BD FACS FlowTM

BD FACS Shutdownsolution
Blutagarplatten
Bromphenolblau

BSA, Albumin Fraktion V Protease-frei
CaCl2-Dihydrat A. (99,5 %)
Chloramin T

Chloronaphtol
Cobalt(II)-chlorid
Coomassie Brilliant BlueTM R250
CSPD

D-Desthiobiotin

DEPC

Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

EDTA

Eisessig

Ethanol 99,8 %
Ethidiumbromid

Ficoll

FITC

VWR
QGreiner

Bezugsquelle

Roth

Roth

Roth

Difco

Seekem

Roth

Riedel de Haen
BioRad
Applichem
Sigma
Fresenius Kabi, Bad Homburg
ICN Biomedicals, Ohio
Bode

Difco

Difco

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
Oxoid
Applichem
Roth

Merck

Sigma

Sigma

Merck

BioRad

Roche
Sigma-Aldrich
Sigma

Roth

Sigma
Applichem
Baker
Universitits-Klinikum Greifswald
Applichem
Sigma
Applichem
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Formamid

Glukose

Glycerin

Glycin

Harnstoff
Hefe-Extrakt

Hering Sperm DNA
Histopaque
Hydroxyphenylazo-benzoesdure (2-4-)
Imidazol
Immersionsol

IPTG

Isopropanol > 99,8 %
K2HPO4

KCL

KH2PO4

L-Cystein
Magermilchpulver
Maleinsdure
Mercaptoethanol
Methanol
MgCl2-Hexahydrat
Mowiol 40-80
Na2HPO4

NaCl

NaH2PO4

NaOH

Natriumacetat
Natriumcitrat
Nitrotetrazolium Blau
N-Laurylsarcosyl
Paraformaldehyd
Pepton

Phenol
Phenol-Chloroform-Isoamyl (25:24:1)
pH-Meter Kalibrierl6sungen
PMSF

Salzsdure

SDS

Stickstoff N35
TEMED

Todd Hewitt Broth
Tris

Triton-X-100

Merck
Applichem
Merck
Applichem
Roth

Roth
Gibco
Sigma
Merck
Merck
Zeiss
Applichem
Baker
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Roth
Applichem
Sigma
Roth
Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Roth
Merck
Roth
Applichem
Merck
Serva
Sigma
Fluka

Roth

Roth

Roth
Sigma
Applichem
Roth

Roth

Linde
Roth

Roth
Applichem
Applichem
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Trypanblau
Trypton

Tween® 20
Wasserstoffperoxid

8.5 Vektorkarten und Sequenzen

Srnp R 4922, A2E3

s

pOE376

pRE3ITE xdna - 5325 nt

Gibco BRL
Roth
Sigma
Merck

145 BamnHI

_|_

1627 Pstl

2051 Hindlll
1

2240... 2866 CrnR
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pavB in TIGR4: 5 ssure-Repeats

Primer Fnbmutl/Fnbmut25”

CCGATCTGGAACAGCGGAGCATCTGGCAAAAAAACGCCAAT TGTGGACCTATAT TCAGCAGAAAAATCCAGAAGT
CTTTCAGGCTATTCGTAAGACCATGTTGAGCCGTTTGACCAAACATTCTGTCTTGCCAGATCGCAAACTGTCCAA
TGTCGTCTATCAAATCACCAAATCTGTTTATGGATTTAATTAATATAAGTGTTTTATAAGAGGGAT T TAAGAAAA
ATTTTAACTTTTTCTTAGTCCTTTTTAATTTCAGGAGAT TATACTAGAGTCATCAAATAAAGAAAGACTCTAAGG
AGAATCCTATGAAATTCAATCCAAATCAAAGATATACTCGTTGGTCTATTCGCCGTCTCAGTGTCGGTGTTGCCT
RS S AR RIS IIICE T CAGCCAAGTTCTGTACGTGCCGATGGGCTCAATCCAA
CCCCAGGTCAAGTCTTACCTGAAGAGACATCGGGAACGAAAGAGGGTGACTTATCAGAAAAACCAGGAGACACCG
TTCTCACTCAAGCGAAACCTGAGGGCGTTACTGGAAATACGAATTCACTTCCGACACCTACAGAAAGAACTGAAG
TGAGCGAGGAAACAAGCCCTTCTAGTCTGGATACACTTTTTGAAAAAGATGAAGAAGCTCAAAAAAATCCAGAGC
TAACAGATGTCTTAAAAGAAACTGTAGATACAGCTGATGTGGATGGGACACAAGCAAGTCCAGCAGAAACTACTC
CTGAACAAGTAAAAGGTGGAGTGAAAGAAAATACAAAAGACAGCATCGATGTTCCTGCTGCTTATCTTGAAAAAG
CTGAAGGGAAAGGTCCTTTCACTGCCGGTGTAAACCAAGTAATTCCTTATGAACTATTCGCTGGTGATGGTATGT
TAACTCGTCTATTACTAAAAGCTTCGGATAATGCTCCTTGGTCTGACAATGGTACTGCTAAAAATCCTGCTTTAC
CTCCTCTTGAAGGATTAACAAAAGGGAAATACTTCTATGAAGTAGACTTAAATGGCAATACTGTTGGTAAACAAG
GTCAAGCTTTAATTGATCAACTTCGCGCTAATGGTACTCAAACTTATAAAGCTACTGTTAAAGTTTACGGAAATA
AAGACGGTAAAGCTGACTTGACTAATCTAGTTGCTACTAAAAATGTAGACATCAACATCAATGGATTAGTTGCTA
AAGAAACAGTTCAAAAAGCCGTTGCAGACAACGTTAAAGACAGTATCGATGTTCCAGCAGCCTACCTAGAAAAAG
CCAAGGGTGAAGGTCCATTCACAGCAGGTGTCAACCATGTGATTCCATACGAACTCTTCGCAGGTGATGGCATGT
TGACTCGTCTCTTGCTCAAGGCATCTGACAAGGCACCATGGTCAGATAACGGCGACGCTAAAAACCCAGCCCTAT
CTCCACTAGGCGAAAACGTGAAGACCAAAGGTCAATACTTCTATCAAGTAGCCTTGGACGGAAATGTAGCTGGCA
AAGAAAAACAAGCGCTCATTGACCAGTTCCGAGCAAATGGTACTCAAACTTACAGCGCTACAGTCAATGTCTATG
GTAACAAAGACGGTAAACCAGACT TGGACAACATCGTAGCAACTAAAAAAGTCACTATTAACATAAACGGTTTAA
TTTCTAAAGAAACAGTTCAAAAAGCCGTTGCAGACAACGTTAAAGACAGTATCGATGTTCCAGCAGCCTACCTAG
AAAAAGCCAAGGGTGAAGGTCCATTCACAGCAGGTGTCAACCATGTGATTCCATACGAACTCTTCGCAGGTGATG
GTATGTTGACTCGTCTCTTGCTCAAGGCATCTGACAAGGCACCATGGTCAGATAACGGTGACGCTAAAAACCCAG
CCCTATCTCCACTAGGTGAAAACGTGAAGACCAAAGGTCAATACTTCTATCAATTAGCCTTGGACGGAAATGTAG
CTGGCAAAGAAAAACAAGCGCTCATTGACCAGTTCCGAGCAAACGGTACTCAAACTTACAGCGCTACAGTCAATG
TCTATGGTAACAAAGACGGTAAACCAGACTTGGACAACATCGTAGCAACTAAAAAAGTCACTATTAACATAAACG
GTTTAATTTCTAAAGAAACAGTTCAAAAAGCCGTTGCAGACAACGTTAAGGACAGTATCGATGTTCCAGCAGCCT
ACCTAGAAAAGGCCAAGGGTGAAGGTCCATTCACAGCAGGTGTCAACCATGTGATTCCATACGAACTCTTCGCAG
GTGATGGCATGTTGACTCGTCTCTTGCTCAAGGCATCTGACAAGGCACCATGGTCAGATAACGGCGACGCTAAAA
ACCCAGCTCTATCTCCACTAGGTGAAAACGTGAAGACCAAAGGTCAATACTTCTATCAAGTAGCCTTGGACGGAA
ATGTAGCTGGCAAAGAAAAACAAGCGCTCATTGACCAGTTCCGAGCAAACGGTACTCAAACTTACAGCGCTACAG
TCAATGTCTATGGTAACAAAGACGGTAAACCAGACTTGGACAACATCGTAGCAACTAAAAAAGTCACTATTAAGA
TAAATGTTAAAGAAACATCAGACACAGCAAATGGTTCATTATCACCTTCTAACTCTGGTTCTGGCGTGACTCCGA
TGAATCACAATCATGCTACAGGTACTACAGATAGCATGCCTGCTGACACCATGACAAGTTCTACCAACACGATGG
CAGGTGAAAACATGGCTGCTTCTGCTAACAAGATGTCTGATACGATGATGTCAGAGGATAAAGC TATERISINA
ATACTGGTGAGACTCAAACATCAATGGCAAGTATTGGTTTCCTTGGGCTTGCGCTTGCAGGTTTACTCGGTGGTC
TAGGTTTGAAAAACAAAAAAGAAGAAAACTAATCAGCTAAGGAAATAAATGATGGATAGTGGGC TGACTAAGAT

AGTTTAACAACTCAATCAGCAATCAGGACT TTCTTTCAATAGCAGATTAAAATCATCGTAAAACAATAAAAATAG

[TGTTATACTTAAAGCAGTATAGCACTGTTTTTATCAAAGGAGAGACAGATGGGAAAGACAATTTTACTCGTTGAC
GACGAGGTAGAAATCACAGATATTCATCAGAGATACTTAATTCAGGCAGGTTATCAGGTCTTGGTAGCCCATGA
GGACTGGAAGCGCTAGAGCTGTTCAAGAAAAAACC]

Primer Fnbmut3/Fnbmut4|
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pOQssure2+3
[orp prom 4162..4134]
! f
/
[150...1015_sSURE2+]

Srnp R 3894, 3235

pLRESSUREZ+3.:dna - 4297 nt

‘ +

-~ "
[ColEt arigin_ 2083, 2455] 1182.. 1838 CmR

v

Hisg-SSURE,.; Protein : 307AS, 32,94 KDA

MRGSHHHHHHGSKDS I DVPAAYLEKAKGEGPFTAGVNHV I PYELFAGDGMLTRLLLKASDKAPWSDNGDAKNPAL
SPLGENVKTKGQYFYQVALDGNVAGKEKQAL IDQFRANGTQTYSATVNVYGNKDGKPDLDN IVATKKVTININGL
I SKETVQKAVADNVKDS I DVPAAYLEKAKGEGPFTAGVNHV IPYELFAGDGMLTRLLLKASDKAPWSDNGDAKNP
ALSPLGENVKTKGQYFYQLALDGNVAGKEKQAL IDQFRANGTQTYSATVNVYGNKDGKPDLDNIVATKKVTININ
LQPSLIS*
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pQssure2

[trp prom 37545726 [127..144 GHis]

7~

frnp R 3486, 2827

-

FRQE30 SSUREZ.xdna - 3889 nt

_~_

—
74,1430 CmnR

4
[ColEt arigin 2575..2047]

Hise-SSURE; : 171 AS, 18,35 kDA

MRGSHHHEHAGSKDS 1 DVPAAYLEKAKGEGPFTAGVNHV I PYELFAGDGMLTRLLLKASDKAPWSDNGDAKNPAL
SPLGENVKTKGQYFYQVALDGNVAGKEKQAL I DQFRANGTQTYSATVNVYGNKDGKPDLDN IVATKKVT ININGL
I SKETVQKAVADNVLQPSL 1S*
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pOQssurel-5
[trp prom 5953..5525]

i

i
|
AmpR 5685, 502 _—

.,
FRE30 SSURE1-5.xdna - G022 nt _

[ColEl crigin 4574, d4z48]

\

!
CmR_2973...3628

Hisec-SSURE 5 : 904 AS, 96,10 kDA

MRGSHHHHHHGSPGDTVLTQAKPEGVTGNTNSLPTPTERTEVSEETSPSSLDTLFEKDEEAQKNPELTDVLKETV
DTADVDGTQASPAETTPEQVKGGVKENTKDS IDVPAAYLEKAEGKGPFTAGVNQVIPYELFAGDGMLTRLLLKAS
DNAPWSDNGTAKNPALPPLEGLTKGKYFYEVDLNGNTVGKQGQAL IDQLRANGTQTYKATVKVYGNKDGKADLTN
LVATKNVD ININGLVAKETVQKAVADNVKDS I DVPAAYLEKAKGEGPFTAGVNHV IPYELFAGDGMLTRLLLKAS
DKAPWSDNGDAKNPALSPLGENVKTKGQYFYQVALDGNVAGKEKQAL IDQFRANGTQTYSATVNVYGNKDGKPDL
DNIVATKKVT ININGLISKETVQKAVADNVKDS IDVPAAYLEKAKGEGPFTAGVNHVIPYELFAGDGMLTRLLLK
ASDKAPWSDNGDAKNPALSPLGENVKTKGQYFYQLALDGNVAGKEKQAL IDQFRANGTQTYSATVNVYGNKDGKP
DLDNIVATKKVTININGL I SKETVQKAVADNVKDS IDVPAAYLEKAKGEGPFTAGVNHV IPYELFAGDGMLTRLL
LKASDKAPWSDNGDAKNPALSPLGENVKTKGQYFYQLALDGNVAGKEKQAL IDQFRANGTQTYSATVNVYGNKDG
KPDLDNIVATKKVTININGL ISKETVQKAVADNVKDS I DVPAAYLEKAKGEGPFTAGVNHVIPYELFAGDGMLTR
LLLKASDKAPWSDNGDAKNPALSPLGENVKTKGQYFYQVALDGNVAGKEKQAL IDQFRANGTQTYSATVNVYGNK
DGKPDLDNIVATKKVT IKINVKETSDTANGSLSPSNSGSGVTPMNHNHATGTTDSMPADTMTSSTNTMAGENLQP
SLIS*
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8.6 Abkiirzungsverzeichnis

(v/v) Volumenprozent

(W/v) Gewichtsanteil

(W/w) Gewichtsprozent

°C Grad Celsius

pm Mikrometer

Abb. Abbildung

ABTS 2, 2-azinobis (3-ethylbenzthiazolinesulfonic acid)

ACD Acid-Citrat-Dextrose

Amp Ampicillin

APS Ammoniumperoxiddisulfat

AS Aminoséure

BgaA beta-galactosidase A

BlpC bacteriocin-like peptide C

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CAP community-aquired pneumonia,
ambulant erworbene Pneumonie

CbpE/Pce Phosphorylcholinesterase

Cbps Choline binding proteins

cFn zelluldres Fibronektin

CFU colony forming units

CIl Competitive Index

CLSM confocal laser scanning microscopy

CPS capsular polysaccharides (Kapselpolysaccharide)

CSp competence stimulating peptide

CSPD Disodium 3-(4-methoxyspirol (1,2-dioxetan-3,2-(5"-chloro)
tricyclodecan)-4yl) phenylphosphat

Da Dalton

ddH,O destilliertes Wasser

dest. destilliert

dH,0O deionisiertes Wasser

DIF Doppelimmunfluoreszenzfarbung

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP Mischung aus dATP, dCTP, dGTP und dTTP

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

EM Elektronenmikroskopie

EndA Endonuklease A

Eno Enolase

Erm Erythromycin
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EZM
FACS
FBS
FITC
FITC
Fn
FnBPs

g
GAPDH

GAS
GBS
GlcNac
GMFI
h
HABA
HBD
HtrA
hu

Hyl
I.C.
I.N.
I.P.

Ig

IgG
Inok.
IPD

IPTG
Kana
kb

kDa
Konz.

LB
Lsg.
LTA
Lyt

MFI
mg
min

extrazellulare Matrix

Fluorescence Activated Cell Sorting
bovines Kélberserum
Fluorescein-Isothiacyanat
Fluorescein-Isothiocyanat
Fibronektin

fibronectin binding protein, Fibronektin-Bindungsprotein,
Fibronektin-bindendes Protein
Gramm

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Gruppe A Streptokokken

Gruppe B Streptokokken
N-Acetylglukosamin

geometric mean fluorescence intensity
Stunde
Hydroxyphenylazo-benzoesdure (2-4-)
Heparinbindungsdomaine
high-temperature requirement A
human

Hyaluronidase

intracranial

intranasal

intraperitoneal

Immunglobulin

Immunglobulin G

Inokkulum

invasive pneumococcal disease
Invasive Pneumokokken-Erkrankung
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
Kanamycin

Kilobasenpaare
Dissoziationskonstante

Kilodalton

Konzentration

Liter

Luria Bertani

Losung

lipoteichoicacid (Lipoteichonséure)
Autolysin

milli (107)

molar (mol/l)

mean fluorescence intensity
Milligramm

Minute
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ml
mM
MOI

MSCRAMMs

MurNac
MW

n

n

n.s.
NADH
Nan
nm
0.g.
OD

P

PA
PAF
PAGE
PavA
PavB
PBS
PCho
PCR
PCV

Pen
PFA
pFn
pFn -/-
pFn +/+
Phts
PI-1
PI-2
PiaA
plgR

PiuA

PLG
PIpA/ALIA
Ply

pM

PMNs
PPIasen

Milliliter

millimolar

multiplicity of infection

microbial surface components recognizing adhesive
matrix molecules
N-Acetylmuraminsiure
Molekulargewicht

Anzahl

nano (10”)

nicht signifikant
Nikotinamidadenindinukleotid
Neuramidase

Nanometer

oben genannt

Optische Dichte

p-value

Plasminogen-Aktivatoren
platelet-activating factor
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
pneumococcal adhesion and virulence factor A
pneumococcal adhesion and virulence factor B
Phosphate buffered saline
Phosphorylcholin
Polymerasekettenreaktion
pneumococcal conjugate vaccine,
Pneumokokken-Konjukatimpfstoff
Penicillin

Paraformaldehyd

Plasmafibronektin

Maiuse negativ fiir Plasmafibronektin
Maiuse positiv fiir Plasmafibronektin
pneumococcal histidine triad proteins
Pilus-1

Pilus-2

pneumococcal iron acquisition A
polymeric immunglobulin receptor,
Polymerer Immunglobulin-Rezeptor
pneumococcal iron uptake A
Plasminogen

permease-like protein A
Pneumolysin

picomolar

polymorphkernigen Neutrophilen
Peptidyl-Prolyl-Iosmerasen
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PpmA
PsaA
Psp
PsrP
PVDF
RNA
rPAF
rpm
RT
RU

S. p.
SC
SDS
SDS
SIrA
SPR
SSURE
T

Tab.
TBS
TCS
TE
TEMED
Tet
THY
tPA

TRIS
TRIS-HCL
TSP-1
U

u.a.
u.U.
/N
UPA
v

vgl.
Vn
vol
z.B.
Zmp
a-

ng

pl

putative proteinase maturation protein A
pneumococcal surface antigen A
pneumococcal surface protein
serine-rich Repeat protein
Polyvinylidinfluoride

Ribonukleinsédure

receptor of platelet-activating factor
rotations per minute

Raumtemperatur

Response Units

Streptococcus pneumoniae

secretory component, Sekretorische Komponente
Natriumdodecylsulfat
Natriumlaurylsulfat

streptococcal lipoprotein rotamase A
Surface Plasmon Resonance
Streptococcal Surface Repeats

Tween20

Tabelle

Tris buffered saline

two component system, Zweikomponenten-Regulationssystem

Tris-EDTA
Tetramethylethylendiamin
Tetracyclin

Todd Hewitt Broth

tissue-type plasminogen activator,
gewebsspezifischer Plasminogen-Aktivator
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan-Hydrochlorid
Thrombospondin-1

Unit (Enzymeinheit)

unter anderem

unter Umstdnden

iiber Nacht

Urokinase Plasminogen-Aktivator
Volt

Vergleiche

Vitronektin

Volumen

zum Beispiel

Zinkmetalloprotease

anti, alpha

Mikrogramm

Mikroliter
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8.7

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.
20.
21.
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