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1 Einleitung

1.1 Streptococcus pneumoniae

Bakterien der Spezies Streptococcus pneumoniae, auch Pneumokokken genannt, sind gram-
positive, lanzettformige Bakterien, die meist als Diplokokken oder in kurzen Ketten
vorkommen (Abb. 1). Pneumokokken sind sporenlos, Katalase negativ und fakultativ
anaerob. S. pneumoniae gehort zur Gruppe der o-hdmolysierenden Streptokokken. Die
Bakterien werden von einer charakteristischen Polysaccharidkapsel umgeben. Aufgrund der
chemischen Feinstruktur der Kapselpolysaccharide werden die Pneumokokken in 90
verschiedene Serotypen unterteilt [64]. S. pneumoniae ist ein human-pathogenes Bakterium,
dass beim gesunden Menschen im Nasen-Rachenraum gefunden wird.

Die DNA-Sequenz des Pneumokokken-Genoms des Typ 4-Stamms KNR. 7/87 und des
Stammes R6 sind vollstindig sequenziert (www.tigr.org) [69, 141].

Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von S. prneumoniae.

Pneumokokken sind natiirlich kompetente Bakterien, d.h. sie konnen DNA aufnehmen und
iiber einen Rekombinationsprozess in ihr Genom integrieren. Das Pheromon CSP
(competence stimulating peptide), bestehend aus 17 Aminosduren, ist verantwortlich fiir die
Kompetenzstimulierung. Durch die genetische Transformation kommt es zu einem spontanen
genetischen Austausch, entweder zwischen einer Art (intraspezies Transformation) oder
zwischen verwandten Arten (interspezies Transformation). Diese gro3e genetische Flexibilitit

erleichtert eine Anpassung der Bakterien an verdnderte Umweltbedingungen. Der horizontale
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Gentransfer ist verantwortlich fiir die Vielzahl an Kapsel-Serotypen und die auftretenden

Antibiotikaresistenzen.

1.1.1 Virulenzfaktoren

S. pneumoniae bildet einige Faktoren aus, die bei der Pathogenese von Infektionen eine Rolle

spielen (Abb. 2). Die meisten dieser Faktoren sind an der Oberfldche der Zelle lokalisiert.

Eine Polysaccharidkapsel umgibt das Bakterium. Die Kapsel bietet den Bakterien Schutz vor
der Phagozytose durch polymorphkernige Leukozyten und inhibiert die Aktivierung der
alternativen Komplementkaskade [36]. Pneumokokken lassen sich in mehr als 90 serologisch

verschiedene Kapseltypen unterscheiden [64].

Die Zellwand besteht hauptsidchlich aus Peptidoglykan, in das Zellwandpolysaccharide,
Teichonsdure und Lipoteichonséure verankert sind. Phosphorylcholin, Bestandteil der
Zellwandpolysaccharide, bildet den Anker fiir einige Oberflichenproteine und fiir PAF
(platelet-activating factor). Die Zellwand und Zellwandpolysaccharide 16sen entziindliche

Reaktionen durch Aktivierung des alternativen Komplementweges aus [157].

Das Pneumolysin ist im Gegensatz zu den anderen Virulenzfaktoren von S. pneumoniae
intrazelluldr lokalisiert [77]. Bisher wurde angenommen, dass das Toxin durch die Aktivitit
des Autolysins freigelassen wird. Neuere Untersuchungen konnten dies jedoch nicht
bestdtigen [7]. Das Pneumolysin ist Mitglied der Familie der Thiol-aktivierten Zytolysine
[150]. Die Proteine binden an das Cholesterol in der Zytoplasmamembran der Wirtszelle.
Durch Oligomerisierung werden transmembrane Poren gebildet, die das Ausbluten der Zelle
verursachen [55, 120]. Neben der zytotoxischen Aktivitdt besitzt Pneumolysin die
Eigenschaft, in Abwesenheit von spezifischen Antikorpern, den klassischen Komplementweg
beim Menschen zu aktivieren [108]. In niedrigen Konzentrationen hemmt es die bakterielle
Aktivitdt und Wanderung von Neutrophilen und die Féhigkeit opsonisierte Pneumokokken zu
toten [107]. Weiterhin stimuliert Pneumolysin die Produktion von Zytokinen [70] und die
NO-Produktion durch Makrophagen [21]. Pneumolysin unterdriickt ebenso das Schlagen der
Zilien der humanen respiratorischen Epithelzellen [138], erhoht die alveolare Permeabilitét

[121] und hemmt die Lymphozytenproliferation [51]. Es ist eine bedeutende Komponente bei
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der Zerstorung der Blut-Hirnschranke und tragt damit zum Eintritt der Pneumokokken in den

zerebralen Bereich bei [163].

Das Autolysin N-Acetylmuramyl-L-Alanin-Amidase (LytA) ist ein 35 kDa grof3es [66], liber
Cholin [110] auf der Oberfliche der Pneumokokken lokalisiertes [45], die Zellwand
degradierendes Enzym. Unter normalen Umweltbedingungen ist das Enzym inaktiv. Durch
Néhrstoffmangel oder Penicillinbehandlung kommt es zur Aktivierung von LytA und damit
zur Autolyse der Pneumokokken [110], wodurch Zellwandbestandteile und zytoplasmatische

Komponenten freigesetzt werden [92].

Es existieren mindestens zwei Enzyme mit Neuraminidaseaktivitit bei S. pneumoniae [28],
NanA und NanB. NanA ist ein auf der Oberfliche der Pneumokokken lokalisiertes Protein
[29], NanB fehlt ein LPXTG-Motiv [17]. Neuraminidasen schneiden N-Acetylmuraminsidure
von Mucin, Glykoproteinen und Gangliosiden [127]. Dadurch kommt es zur Zerstérung von
Wirtsgewebe und wahrscheinlich zur Freilegung von Oberflichenrezeptoren fiir die
Interaktion mit Pneumokokken, was zu einer ansteigenden Adherenz fithren kann [3, 84].
Auch setzen Neuraminidasen die Viskositit von Schleim herab, wodurch eine erhohte

Kolonisierung durch Pneumokokken ermoglicht wird [127].

Die Hyaluronidase ist ein 107 kDa grofles Enzym [15], das iiber ein LPXTG-Motiv in der
Zellwand der Pneumokokken verankert ist [75]. Die Hyaluronidase degradiert Hyaluronsaure,
einen Bestandteil der extrazelluldren Matrix. Das Enzym spielt eine Rolle in der Pathogenese,
denn es ermdglicht einen besseren Zugriff der Pneumokokken auf das Wirtsgewebe fiir die
Kolonisierung. Es ist erforderlich fiir die Migration der Pneumokokken zwischen den
Geweben [110]. Die Hyaluronidase spielt z.B. eine Rolle bei der Translokalisierung der

Pneumokokken vom Blut in das Hirn {iber die Blut-Hirnschranke [99].

PspA (Pneumococcal surface protein A) ist ein auf der Zelloberflache lokalisiertes Protein
[98], das iiber eine Cholinbinde-Region am C-Terminus verankert ist [160]. Die Virulenz
scheint darauf zu beruhen, dass PspA die Pneumokokken vor dem Komplementsystem schiitzt
[41, 159, 160], indem es die Komplement-vermittelte Phagozytose von S. pneumoniae
reduziert [22]. PspA fungiert weiterhin als Rezeptor fiir Laktoferrin [56, 59]. Es ist involviert
in die Eisenaufnahme und trdgt so zum Wachstum der Pneumokokken unter Eisen-

limitierenden Bedingungen bei [59].
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Bei PsaA (Pneumococcal surface adhesin A) handelt es sich um ein 37 kDa grof3es
oberflichenverankertes Lipoprotein, das essentiell fiir die Virulenz der Pneumokokken ist
[124]. Das psaA-Gen ist Teil des psa-Operons, das eine regulatorische Funktion bei der
Adhision zu spielen scheint. Es beeinflusst die Expression von Cholinbinde-Proteinen auf der
Zelloberflache [102]. Das Protein ist eine Komponente eines ABC-Typ Manganese Permease
Membran Transport-Systems [16]. Seine Funktion ist der Transport von Mn®" und Zn*" in das

Zytoplasma der Bakterien [46].

CbpA, auch unter den Namen SpsA, PbcA und PspC beschrieben, ist ein auf der Oberfldche
vorkommendes Protein von S. pneumoniae. Es bindet spezifisch an humanes sekretorisches
Immunglobulin A (SlgA) {iber die sekretorische Komponente (SC) [58]. Das Bindungsmotiv
fiir S1gA und SC entspricht dem Hexapeptid YRNYPT [60]. Neben der Bindung an SIgA geht
das Protein eine Bindung {iiber kurze Konsensus Repeats (SCRs) mit humanem
Komplementfaktor H (FH) ein [44, 47]. Weiterhin bindet CbpA an Glykokonjugate,
Sialinsdure und Laktotetraose auf der Zelloberflache von aktivierten humanen Epithelzellen

[119] und bindet an die C3-Komponente des Komplementsystems [132].

Immunglobulin A1 Protease, siche unter Punkt 1.3 .

PcpA (Pneumococcal choline-binding protein A) ist ein {iber eine Cholin-Bindedoméne auf
der Zelloberflache lokalisiertes Protein mit der vorhergesagten GroBe von 79 kDa. Die
Funktion von PcpA ist noch nicht bekannt. Aufgrund des Vorkommens von leucinreichen
Repeats (LRRs) in der N-terminalen Doméne konnte das Protein an Protein-Protein-
Interaktionen beteiligt sein und damit bei der Adhédsion an die humane extrazelluldre Matrix

eine Rolle spielen [125].

PpmA ist ein Protein, das auf der Oberfliche der Pneumokokken verankert ist. Overweg et al.
haben gezeigt, dass nach Inaktivierung von PpmA die Virulenz von Stamm D39 in Miusen
reduziert war, und damit das Protein eine Rolle in der Virulenz der Pneumokokken spielt
[106].

ZmpB, sieche unter Punkt 1.3 .

ZmpC, siehe unter Punkt 1.3 .
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Abbildung 2: Hypothetische Darstellung von Virulenzfaktoren bei S. pneumoniae. Verdandert nach
Briles et al. [22].

1.1.2 Phasenvariation

Auf transparentem festem Medium ldsst sich S. pneumoniae in verschiedene Populationen
einteilen. S. pneumoniae besitzt die Fiahigkeit zur spontanen und reversiblen Phasenvariation,
d.h. Pneumokokken koénnen sowohl in der opaken als auch in der transparenten Kolonieform
auftreten. Die Organismen wechseln spontan zwischen den beiden Formen mit einer Rate von
107 und 10°[152]. Die Phasenvariation ist unabhingig von den Kulturbedingungen, wie dem
pH, der Temperatur oder der Osmolaritét.

Die phidnotypische Variation ist ein bedeutender Mechanismus, der es den Bakterien
ermoglicht, sich an verschiedene Wirtsumgebungen anzupassen. Opake und transparente
Kolonien sind unterschiedlich virulent. Wahrend transparente Formen eher den Nasopharynx
besiedeln [152] und eine erhohte Kapazitit aufweisen die Blut-Hirnschranke zu itiberwinden
[118], zeigen opake Formen eine steigende Virulenz bei systemischen Infektionen [105]. Dies
resultiert aus dem Wechsel in der Expression von spezifischen Zelloberflichenkomponenten
[154]. Die effizientere Kolonisierung des Nasopharynx durch transparente Pneumokokken
korreliert mit der groeren Adhédrenz an Lungenepithelzellen des Menschen [40, 119]. Einen
Beitrag dazu liefert der grofere Gehalt an Teichonsdure [82], in die Phosphorylcholin
eingelagert ist. Phosphorylcholin kann direkt mit den Wirtsmolekiilen interagieren. Auch

CbpA [119], ein an der Adhdrenz der Pneumokokken an Wirtszellen beteiligtes
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Oberflachenprotein, sowie die Pyruvatoxidase SpxB und PpmA, vermutlich ein
membrangebundenes Chaperon, werden in der transparenten Form verstarkt expremiert und
tragen zu der ansteigenden Adhédrenz und Kolonisierung der transparenten Variante bei [105,
119, 135]. Ebenfalls wurde eine stirkere Expression von lytA [153] in der transparenten
Variante im Vergleich zur Opaken gefunden. Die opake Variante hingegen enthélt mehr
Kapselpolysaccharide als die Transparente und weniger Teichonsdure [82], das auf einen
besseren Schutz gegen die Wirtsabwehr und damit die erhdhte Virulenz im Vergleich zur
transparenten Form hindeutet. Weiterhin wird in der opaken Variante mehr PspA [82, 119]
und EF-Ts [105] expremiert. EF-Ts scheint auf eine stirkere metabolische Aktivitat

hinzuweisen, das das schnelle invasive Wachstum der opaken Variante erkldren kann [105].

1.1.3 Pathogenese von Pneumokokken-Infektionen

S. pneumoniae ist ein human-pathogenes Bakterium. Es ist ein Bewohner der normalen
nasopharyngealen Flora. Bis zu 60 % der Bevolkerung sind Tréger der Pneumokokken [5].
Pneumokokken kénnen sich vom Nasopharynx in die Eustachische R6hre und von dort in die
Ohrhohle ausbreiten und Otitis media verursachen. Ein Ausbreiten in die Lungenalveolen
fiihrt zu einer Pneumonie. In 15 bis 30 % der Félle der Lungenentziindung kénnen die
Bakterien in die Blutbahn gelangen und eine Bakterdmie verursachen. Meningitis tritt auf,
wenn die Bakterien aus dem Blut die Blut-Hirnschranke {iberwinden und die Hirnhédute
(Meningen) infizieren [134]. Vor allem Kinder, dltere und immunsupprimierte Menschen sind
anfillig.

Das mukosale Epithel des Nasopharynx ist die erste Stelle der Kolonisierung. Es kann von
mehreren Serotypen gleichzeitig bevolkert werden [5]. Eine Infektion geht von der
Besiedlung des mukosalen Epithels des Nasopharynx aus, wobei die Morphologie der
Bakterien bei der Anheftung an den Nasopharynx eine wichtige Rolle spielt. Nur die
transparenten Varianten verbleiben im Nasopharynx [152]. Die Adhdsion von Pneumokokken
an die Zellen des Wirtes wird als Zwei-Schritt-Prozess beschrieben [41]. Im ersten Schritt
bindet das Bakterium an die Glykokonjugat-Rezeptoren auf der Oberfliche der
respiratorischen Epithelzellen und Endothelzellen. Im folgenden Schritt kommt es zur
Zytokinaktivierung und zur Expression von PAF-Rezeptoren, an die die transparenten
Varianten {iber einen Phosphorylliganden binden [42]. Die Adhédrenz der Pneumokokken an
die Wirtszellen steigt. Diese beiden Schritte fithren zur Invasion der Pneumokokken. Neben

Glykokonjugat-Rezeptoren konnen auch extrazellulire Matrixproteine, wie Kollagene, als
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Substrat fiir die bakterielle Adhdrenz dienen. Fibronektin ist ein Glykoprotein, das an
Kollagen oder Bakterien binden kann und dadurch die Anheftung an Bindegewebszellen
vermittelt [49]. Verantwortlich fiir die Bindung von Pneumokokken an Fibronektin ist das
oberflichen-assoziierte Protein PavA [68]. Weit verbreitet sind Kollagene. Sie gelten
mengenmifig als die héufigsten tierischen Proteine [49]. Kollagene sind langfaserige,
linearkolloide, hochmolekulare Skleroproteine. Man unterscheidet mehrere Kollagentypen
voneinander, von Kollagen I bis X, je nach Hiufigkeit und Vorkommen. Die bakteriellen

Adhisine, die die Bindung an Kollagen vermitteln, sind noch nicht bekannt.

1.1.4 Pneumokokken-Vakzine

Pneumokokken-Infektionen konnen mit Antibiotika behandelt werden. Trotz Antibiotika
bleibt die Sterblichkeit jedoch hoch und zunehmend kommt es zu Antibiotikaresistenzen bei
S. pneumoniae. Die Zahl der penicillinresistenten Stimme ist weltweit gestiegen [4].
Verantwortlich fiir die Resistenz von Pneumokokken gegen B-Laktam Antibiotika ist die
Verdanderung von Penicillin-Bindeproteinen (PBPs) [136], die durch Mosaikgene kodiert
werden. Eine Verdnderung der PBPs reduziert die Affinitdt fiir das Antibiotikum. Aber auch
nicht-pbp-Gene sind in die B-Laktam Resistenz von Pneumokokken involviert [57]. Durch
den horizontalen Gentransfer kann es leicht zu multiresistenten Stimmen kommen.

Ein Schutz vor Pneumokokken-Erkrankungen kann die Impfung bieten. Auf dem Markt
befindet sich ein Impfstoff, der aus den aufgereinigten Kapselpolysacchariden der 23 am
hiufigsten in den USA und Europa vorkommenden Serotypen von S. pneumoniae hergestellt
wurde. Die Polysaccharide des Impfstoffs induzieren die Bildung von Antikdrpern gegen die
Kapsel durch eine T-Zell-unabhidngige Immunantwort [9]. Auf Grund der geringen
Immunantwort auf die Polysaccharid-Vakzine bei Kindern unter zwei Jahren [27] und
immungeschwéchten Menschen war es ndtig neue Impfstoffe zu finden. Eine Alternative zu
der Polysaccharid-Vakzine stellt die kovalente Bindung von Polysacchariden an ein Peptid
dar. Zur Zeit gibt es auf dem Markt eine Vakzine, bei der die Polysaccharide der sieben
hiufigsten Serotypen an ein Diphtherie-Toxoid gebunden sind [53]. Die Immunantwort auf
diese Vakzine ist eine T-Zell-abhéngige. Nachteil dieser Vakzine sind die hoheren Kosten
und die groBe Anzahl an Serotypen [129], die nicht alle an die Polysaccharide gleichzeitig
gekoppelt werden kdnnen, so dass eine solche Vakzine nicht in allen Landern gleichermal3en
Schutz bietet. Um neue Vakzine zu finden, werden vor allem die Pneumokokken-Proteine auf

thre antigene Wirkung hin untersucht [24]. Ein Schutz gegen Pneumokokken-Infektionen
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wiirde dann unabhidngig vom Serotyp sein. Als potentielle Vakzine-Antigene werden
Autolysin, Neuraminidase, Pneumolysinderivate mit reduzierter Toxizitdt [109], PspA, PsaA,
PspC, CbpA und PpmA [14, 22, 23, 24, 78, 92, 105, 144] beschrieben. Eine weitere
Moglichkeit kann die Bindung von Polysacchariden an Pneumokokken-Proteine darstellen
[88]. Auch DNA-Vakzine bieten neue Moglichkeiten des Immunschutzes gegen
Pneumokokken-Infektionen [156].

1.2 Proteasen

Proteasen sind Enzyme, die die Peptidbindungen von Proteinen hydrolysieren konnen. Dabei
unterscheidet man zwei Gruppen voneinander, die Endo- und die Exopeptidasen. Die
Exopeptidasen hydrolysieren endstdndige Peptidbindungen, wihrend die Endopeptidasen
interne Peptidbindungen spalten. Endopeptidasen werden weiter in vier Gruppen unterteilt,
die Serinproteasen, die Cysteinproteasen, die Aspartatproteasen und die Metalloproteasen.
Die Serinproteasen haben ein Serin als aktives Zentrum, das in den katalytischen Prozess
involviert ist, Cysteinproteasen ein Cystein, Aspartatproteasen zwei Apartatreste und
Metalloproteasen bendtigen ein Metallion im katalytischen Mechanismus [10].

Proteasen konnen diverse Funktionen libernehmen. Sie konnen der Néhrstoffversorgung der
Bakterien dienen, an Wirtsgewebe binden und damit die Kolonisierung und Invasion in
Wirtsgewebe ermoglichen oder die Bakterien vor dem Immunsystem schiitzen. Die meisten
Proteasen haben mehrere Funktionen.

Viele extrazellulire Proteasen sind in der Lage Proteine zu spalten, die der
Néhrstoffaufnahme dienen. Vor allem Kasein ist ein beliebtes Substrat bei
Milchsédurebakterien, die zur Herstellung von Milchprodukten wie Kéase oder Joghurt
eingesetzt werden. Durch Hydrolyse des Kaseins in Oligonukleotide [85], die iiber ein
Oligopeptidtransportsystem [145] in die Zelle transportiert werden, konnen wichtige
essentielle Aminosduren gewonnen werden, die von den Bakterien nicht selbst synthetisiert
werden konnen. Es gibt Proteasen, die a-Kasein hydrolysieren, wie die Serinprotease PrtH
von Lactobacillus helveticus [111], PrtS von Streptococcus thermophilus [50] und Proteasen,
die B-Kasein spalten, wie PrtB von Lactococcus delbrueckii [54]. Bei Streptococcus mutans
wurden Metalloproteasen gefunden, die Gelatine und Kollagen-dhnliche Substrate

degradieren konnen [62]. Eine extrazelluldre Protease von Streptococcus gordonii kann als
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Substrat Rindergelatine verwenden [79]. Auch Albumine [90; 139] konnen von Proteasen
degradiert werden.

Proteasen konnen aber auch Proteine aus der extrazelluliren Matrix spalten. Zum einen
werden dadurch Nahrstoffe frei, die die Bakterien nutzen, zum anderen wird die
Kolonisierung und Invasion der Bakterien in das Wirtsgewebe ermdglicht. Bei Streptococcus
pyogenes ist unter anderem die Cysteinprotease SpeB an der Degradierung von Fibronektin
und Vitronektin beteiligt. Es ermoglicht den Bakterien die Besiedlung des oberen
Respirationstraktes. Diese Protease ist auch in der Lage humanen Interleukin 1B-Vorldufer in
aktives IL-1p zu spalten [80]. Kollagen IV aus humaner Plazenta kann von einer
extrazelluldren Protease von S. gordonii degradiert werden [79].

Bakterien entwickeln Mechanismen zum Schutz vor dem Immunsystem. Pneumokokken z.B.
schiitzen sich durch eine Polysaccharidkapsel vor der Phagozytose durch Makrophagen. Aber
auch extrazelluldre Proteasen sind in der Lage mit dem Immunsystem zu interagieren, wie die
IgA1-Protease, die Immunglobulin A1 (IgA1) spaltet [113, 151]. Eine andere Mdglichkeit ist
die Degradierung von dem Komplementfaktor C5a durch die C5a-Peptidase von Gruppe A
und B Streptokokken [11, 37].

Proteasen konnen durch Umweltfaktoren beeinflusst werden. Manche Proteasen bendtigen
Kalzium oder Zinkionen, um aktiv und stabil zu sein [38] oder werden reguliert durch die
Temperatur, den Sauerstoff-, CO,- oder Stickstoffgehalt, Dipeptide, Glukose und andere
Zucker oder Aminosduren [97, 114, 128].

1.2.1 Verankerung und Aktivierung von Proteinen

Extrazelluldre Proteine werden oft als Prd-Pro-Proteine synthetisiert, die am N-terminalen
Ende ein Signalpeptid (Pra-Protein) enthalten [1], das aus 15-20 hydrophoben Resten gebildet
wird [95]. Bei der Translokation des Proteins durch die Zellmembran wird mit Hilfe der
Signalpeptidase das Signalpeptid abgespalten [71, 82]. Am C-terminalen Ende des Proteins
befindet sich das LPXTG-Motiv [52], gefolgt von einer hydrophoben Domine [143].
Zwischen dem Treonyl- und dem Glycyl-Rest des LPXTG-Motivs schneidet eine Sortase und
ibertrdgt das Protein auf eine freie Aminosdure im Peptidoglykan (Abb. 3). Die Protease ist
damit tiber das C-terminale LPXTG-Motiv in der Zellwand der Bakterien verankert [101].
Die Aktivierung der Protease wird in der Regel durch Abspalten des Pro-Peptids durch
Maturaseproteine, die entweder in unmittelbarer Ndhe zur Protease oder auch an anderer

Stelle im Genom lokalisiert sind, ausgefiihrt.
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Abbildung 3: Vorgeschlagenes Modell der Zellwandverankerung eines Proteins bei gram-positiven
Bakterien. 1, Das Vorlduferprotein wird {iber das N-terminale Signalpeptid aus dem Zytoplasma
exportiert. 2, Das Protein wird vor dem Freilassen ins extrazelluldre Milieu geschiitzt. 3, Das Protein
wird zwischen dem Threonyl- und Glycyl-Rest des LPXTG-Motivs geschnitten. 4, Ubertragung auf
eine Aminogruppe in der Zellwand [101].

1.2.2 Autoprozessierung

In vielen Fillen werden Proteine nicht nur als eine Bande auf Immunoblots identifiziert,

sondern zeigen hdufig eine Zerlegung in mehrere Stiicke. Dieser Prozess wird
Autoprozessierung genannt. Die Degradierung beruht auf einem intraspezifischen Prozess,
der weder durch andere Proteine beeinflusst [112, 161], noch durch Serinproteasehemmer wie

das PMSF gehemmt werden kann [73, 112, 147].

Eine Autoprozessierung von Proteinen wurde unter anderem bei den folgenden Proteinen an

den angegebenen Prozessierungs-Schnittstellen gefunden:

v

RVAAGEP
RVAAGEP

LexA aus Escherichia coli

LexA aus Escherichia carotovara
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v

ImpA aus Streptococcus enterica serovar Typhimurium RCQAGFYP
UmuD aus Escherichia coli LVQCGFP
SamA aus Streptococcus enterica serovar Typhimurium RCPAGFP
MucA aus Streptococcus enterica serovar Typhimurium RIS AGFP
DinR aus Bacillus subtilis KVTAGSP
Spasel aus Streptococcus pneumoniae RVEGHSM
Spasel aus Streptococcus pneumoniae I VVAHEE
Spasel aus Streptococcus pneumoniae KAQAFTV
Spasel aus Escherichia coli AAQAARD
Spasel aus Bacillus subtilis DGESMEP

Wie beim LexA-Protein aus E. coli kann das Protein durch den Autoprozessierungs-Prozess

inaktiviert werden [89].

1.3 Proteasen von Streptococcus pneumoniae

Extrazellulire Proteasen, die bei S. pneumoniae vorkommen, sind z.B. Zink-

Metalloproteasen, wie die IgA 1-Protease, das ZmpB und ZmpC, und Serinproteasen [141].

Bei der Immunglobulin A1 Protease (IgA1 Protease) handelt es sich um eine Protease, die
anders als andere Oberflachenproteine iiber ein N-terminal gelegenes LPXTG-Motiv in der
Zellwand verankert wird [116]. Die IgA1 Protease schneidet die schwere Kette von humanem
Immunglobulin A1 [115, 151] und scheint bedeutend fiir die Fahigkeit der Kolonisierung der
Bakterien an mukosale Oberfldchen zu sein [81, 116]. Fast alle klinischen Isolate zeigen IgAl

Protease-Aktivitit [93].

Das ZmpB (Zinc metalloproteinase B) ist eine angenommene Protease mit
Aminsduresequenz-Homologie zu IgA1-Proteasen von gram-positiven Bakterien, jedoch ohne
selbige Funktion. Die Protease scheint in der Translokalisierung von LytA und CbpA eine
Rolle zu spielen. Anhand von ZmpB-Mutanten konnte gezeigt werden, dass CbpA innerhalb
des Zytoplasmas lokalisiert blieb, und die Mutante bei Penicillingabe nicht lysiert war [103].
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Das ZmpC (Zinc metalloproteinase C) ist eine Oberflichen-assoziierte Metalloprotease, die
humane Metalloprotease 9 (MMP-9) schneidet. MMP-9 ist eine Typ IV Kollagenase, die in
der extrazelluliren Matrix vorkommt und in die Zellmigration sowie in das Offnen der Blut-
Hirnschranke wahrend ecines entziindlichen Prozesses involviert ist [100]. Es wird
angenommen, dass die Pneumokokken durch Spalten von MMP-9 in die alveolaren
Zwischenrdume eindringen, das Endothel passieren konnen und somit die Invasion des

Wirtsgewebes ermdglicht wird [104].

1.3.1 Serinproteasen

Die Serinproteasen werden in unterschiedliche Familien eingeteilt. Eine der grof3ten Familien
ist die der Subtilisin-dhnlichen Serinproteasen (Subtilasen). Die Subtilasefamilie wird
charakterisiert durch die katalytische Triade mit den Motiven Asps,-Hisgs-Sers;, was auf der
Homologie zum Subtilisin beruht. Die Mehrzahl der Subtilasen werden als Prd-Pro-Protein
synthetisiert, durch das Signal-Peptid durch die Zellmembran transloziert und anschlieend
durch Abspalten des Pro-Peptids aktiviert. Die katalytische Doméne ist hinter der Pra-Pro-
Region lokalisiert. Die meisten Subtilasen kommen extrazelluldr vor [131]. Disulfidbriicken
und Kalziumionen stabilisieren die Proteasen [130]. Serinproteasen konnen durch bestimmte
Reagentien gehemmt werden. Ein Serinproteasehemmer ist z.B. das PMSF, das gleichzeitig

auch Cysteinproteasen hemmen kann [10].

Von Courtney (1991) wurde gezeigt, dass bei S. pneumoniae mindestens zwei Klassen von
Serinproteasen vorkommen. Der eine Proteasetyp war sensitiv fliir Kalzium-Chelatoren, der
andere war resistent. Die Proteasen aus dem Kulturiiberstand degradierten Fibronektin,
Laminin, Fibrinogen, Fibrin, Elastin und Gelatine [39].

Lock et al. (1988) beschrieben eine mogliche Modifizierung der Zellwand-gebundenen
Neuraminidase A von S. pneumoniae durch eine Serinprotease [91].

Die Signal Peptidase I (Spasel) gehort zu einer neuen Klasse von Serinproteasen, da sie keine
katalytische Triade, sondern eine Dyade enthdlt. Nur die Motive Aspartat und Serin sind
vorhanden. Das Protein ist verantwortlich fiir die Prozessierung von sekretierten Proteinen
[161].

Im Genom des Typ 4-Stamms KNR. 7/87 findet man weiterhin die extrazelluldre

Serinprotease [141] PrtA.



Einleitung 15

1.4 PrtA (Pneumococcal protease A)

1.4.1 Identifizierung

Durch Untersuchung einer Genexpressionsbank des Pneumokokken-Genoms von Serotyp 1
Stamm 3.B in E. coli mit dem Rekonvaleszentenserum eines Patienten nach systemischer
Pneumokokken-Infektion konnten 23 immunogene Pneumokokken-Proteine identifiziert
werden [162]. Neben bekannten Pneumokokken-Proteinen wurden unbekannte Proteine
identifiziert. Das Gen eines dieser Proteine wurde als prt4 (pneumococcal protease A)
bezeichnet und unter der Accesion-Number AF 127143 in der GenBank hinterlegt. In der
vollstindig sequenzierten DNA-Sequenz des Pneumokokken-Genoms des Typ 4-Stamms
KNR. 7/87 (www.tigr.org) findet man den fiir PrtA kodierenden Bereich mit 6423 bp in
contig 3836 an Position 497.585 - 504.006 [18, 19].

1.4.2 Variation in der prtA-Sequenz

Ein Vergleich der prt4-Sequenz von Stamm 3B mit dem Stamm KNR. 7/87 und 78 klinischen
Isolaten zeigte, dass der Bereich um die katalytische Domine (nt331 bis 1040)
hochkonserviert vorliegt, wohingegen in einer zentralen Region (nt 3401 bis 4568) eine sehr

hohe Diversitét gefunden wurde [19].

1.4.3 Aufbau und Lokalisierung von PrtA

Das 6423 bp lange PrtA aus dem Stamm 3B besteht aus 2144 Aminosduren. Dies entspricht
einer Grofle von 241 kDa. Das PrtA enthilt die Motive Aspas7, Hissos, Sergos (Abb. 4). Diese
Motive sind typisch fiir die katalytische Triade von Proteasen der Subtilasefamilie [19]. Auch
das PrtA weist die Merkmale eines Oberflichen-assoziierten Proteins auf. Neben einem N-
terminal gelegenen Signalpeptid (aa 1 - 19), ist C-terminal ein LPXTG-Motiv (aa 2111 -
2115) zu finden [19] (Abb. 4).

Es wurde stromaufwirts des PrtA kein Maturaseprotein gefunden [19].

Durch Computeranalysen des Pneumokokken-Genoms und Immunozytometrie wurde die
Oberflachenlokalisierung von PrtA durch Wizemann et al. 2001 bestitigt [158]. Auf
elektronenmikroskopischen Aufnahmen von S. prneumoniae mit goldmarkierten Antikdrpern

ist die Protease sowohl zellulér als auch extrazellular zu finden (Abb. 5).



Einleitung

16

N -

PriA |-c¢
Signal sequence LPXTG
(1-20) (2111-2116)
ISNIDTGTDYRH HGMHIAGILAG GTSMATPIVAA
Protease site Asp Protease site His Protease site Ser
(233-244) (304-314) (693-703)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Signalsequenz, der katalytischen Triade und des

Zellwandankers im PrtA von Stamm 3.B.

Abbildung 5: Elektronenmikroskopische Aufnahmen des kapsellosen Pneumokokken-Stamms R6x

(A, C) und des bekapselten Stamms D39 (B) unter Verwendung von goldmarkiertem unspezifischem

Praimmunserum (C) und goldmarkiertem gegen PrtA-gerichteten Immunserum (A, B). [18].
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1.4.4 PrtA-Formen

Zwei Formen von PrtA wurden durch Westernblot-Analyse gefunden. Ein vermutetes
Vorldaufermolekiil mit einem Molekulargewicht von 240 kDa und ein maturiertes Protein mit
215 kDa. Beide Formen sind in Pneumokokken-Gesamtzelllysat nachweisbar, sowie die 215
kDa-Form im Kulturiiberstand [19]. Bethe 2001 konnte an 78 klinischen Pneumokokken-
Isolaten zeigen, dass das prtA-Gen in allen untersuchten Isolaten vorhanden ist. Bei
Westernblot-Analysen zeigte sich, dass es keinen Unterschied in der Expression zwischen
Pneumokokken-Isolaten, die aus dem Liquor stammen und denen, die aus dem Blut isoliert

wurden, zu sehen war [18].

1.4.5 Funktion

Bethe (2001) konnte zeigen, dass der Kulturiiberstand einer Pneumokokken-Kultur eine
kaseinolytische Aktivitdt zeigt, die zum Teil auf das PrtA zuriickzufiihren ist. Die genaue

Funktion des PrtA ist noch unbekannt [18].

1.4.6 Virulenz

Im Mausmodell zeigten PrtA-defiziente Mutanten eine geringere Virulenz als der Wildtyp-
Stamm D39 [18]. PrtA scheint damit als Virulenzfaktor eine Rolle in der Pathogenese von

Pneumokokken-Infektionen zu spielen.

1.4.7 Homologien

Die Analyse des Genoms des Typ-4 Stamms KNR. 7/87 hat ergeben, dass kein zweites Gen
mit Homologien zu der Sequenz von prtA vorhanden ist.

Die groBte Ahnlichkeit weist die katalytische Doméne des PrtA zum PrtP von Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei (M83946), zum PrtP von Lactococcus lactis subsp. cremoris
(JO4962), zum PrtB von Lactobacillus delbrueckii bulgaricus (L48487), zum PrtH von
Lactobacillus  helveticus (AF133727), zum PrtS von Streptococcus thermophilus
(AAGO09771), zum ScpA von Streptococcus pyogenes (P15926) und zum ScpB von
Streptococcus agalactiae (U56908) auf [18].
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Bei den aufgefiihrten homologen Proteasen handelt es sich um grofle Proteasen. Das PrtP z.B.
hat ein Molekulargewicht von 200 kDa [148], das PrtB von 212 kDa [54] und das ScpB von
120 kDa [33]. Alle aufgefiihrten homologen Proteine sind auf der Oberfliche der Bakterien
lokalisierte Serinproteasen. Als Pri-Pro-Proteine synthetisiert, wird das Pra-Peptid
(Signalpeptid) abgespalten und das Protein durch die Zellmembran transloziert. Bei Proteasen
gram-positiver Proteine wird die Protease meist durch Schneiden des Pro-Peptids durch eine
andere Protease aktiviert [101]. So auch das PrtP von Lactococcus lactis. Das 33 kDa grofle
PrtM ist zur Aktivierung dieser Protease notig. Das prtM-Gen liegt stromaufwérts und in
entgegengesetzter Richtung des Proteasegens. Jedoch lassen sich die unterschiedlich gro3en
auf einem Westernblot sichtbaren Banden von Vorldufer- und maturiertem Protein nicht
durch das Entfernen des Pro-Peptids erkldren. Es wird angenommen, dass ebenfalls eine
Prozessierung am C-Terminus stattfinden muss [148]. Beim PrtB von L. delbrueckii liegt
stromaufwirts des Proteasegens eine DNA-Region, die Ahnlichkeit zum prtM von L.
paracasei subsp. paracasei zeigt. Das resultierende Protein scheint jedoch zu klein zu sein,
um als Chaperon fungieren zu koénnen [54]. Hingegen konnte beim PrtS von S. thermophilus
kein PrtM-dhnliches Protein gefunden werden [50]. Die Proteasen sind iiber ein LPXTG-
Motiv in der Zellwand der Bakterien verankert. Beim PrtB kommt nicht das klassische,
sondern ein degeneriertes Zellwandankermotiv vor, mit der Sequenz LPKKT [54], beim ScpA
von S. pyogenes und dem ScpB von S. agalatiae die Sequenz LPTTN [2, 33]. Im Gegensatz
zu den anderen Proteasen ist PrtB nicht im Kulturiiberstand zu finden [54]. PrtP, PrtB und
PrtH sind Proteine von Laktobazillen und Laktokokken. Die Hauptfunktion dieser Proteasen
liegt in der Bereitstellung von Kasein-Hydrolyseprodukten zur Versorgung der Bakterien mit
Aminoséuren, die sie selbst nicht synthetisieren kénnen. Die Proteasen unterscheiden sich in
ihrer Spezifitit fiir das Substrat. PrtP [26] und PrtB [54] spalten f-Kasein, wéihrend PrtS [50]
und PrtH [111] o-Kasein degradieren. Das PrtP ist weiterhin in der Lage das auf der
Zelloberflache lokalisierte Autolysin AcmA zu degradieren, das verantwortlich ist fiir die
Zellteilung und Autolyse wihrend der stationdren Phase des Wachstums der Bakterien. Der
Grad der Degradierung hédngt von der Spezifitit, Lokalisation und der Menge des
produzierten PrtP ab [26]. Das ScpA ist ein hitzestabiles Protein, dessen Aktivitdt durch
Zinkionen gehemmt wird [137]. ScpA zeichnet sich durch eine ungewohnliche
Substratspezifitit aus. Es handelt sich bei dem Protein um eine C5a-Peptidase, die den
humanen Komplementfaktor C5a hydrolysiert [31]. Es wird angenommen, dass die Protease

eine wichtige Rolle bei der Kolonisierung des Wirtes spielt [2]. Auch das ScpB von S.
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agalactiae kann den Komplementfaktor C5a spalten, dient gleichzeitig aber noch als Adhésin,

indem es an das Fibronektin binden kann [11].

1.5 Ziel dieser Arbeit

Trotz Einsatz von Antibiotika liegt die Sterblichkeitsrate nach Infektion mit S. pneumoniae
hoch. Die Zunahme multiresistenter Pneumokokken erhoht die Notwendigkeit des Schutzes
vor Pneumokokken-Infektionen durch Immunisierung und Entwicklung neuer Antibiotika.
Zahlreiche Oberflachenproteine von S. preumoniae wurden auf ihre immunogene Wirkung
hin untersucht. Ein Screening von Pneumokokken-Proteinen brachte neue Proteine zu Tage.
Eines davon war das PrtA. Ebenso wie andere Virulenzfaktoren ist das PrtA ein
Oberfliachenprotein mit immunogener Wirkung und wird damit zu einem potentiellen

Kandidaten fiir den Einsatz als Vakzine [18].

Ziel dieser Arbeit war die Aufreinigung des nativen Proteins aus dem Kulturiiberstand, sowie

Untersuchungen zur biologischen Funktion der Serinprotease PrtA von S. pneumoniae.

Fiir die Aufreinigung des Proteins sollten Mutanten hergestellt werden, bei denen das Protein
direkt in den Uberstand entlassen wird und eingefiigte Histidine trigt. Aus dem
Kulturiiberstand war es angestrebt das Protein affinitdtschromatographisch aufzureinigen. Fiir
die Charakterisierungsversuche sollte weiterhin eine PrtA-defiziente Mutante erzeugt werden.
Von Bethe ef al. wurde gezeigt, dass Kulturiiberstand der Pneumokokken eine kaseinolytische
Aktivitédt zeigt, die zum Teil auf PrtA zuriickzufiihren ist [19]. Diese Aktivitdt sollte in der
Arbeit reproduziert und der mdgliche Abbau weiterer Substrate untersucht werden. Neben
einer katalytischen Aktivitdt sind homologe Proteine zu PrtA in der Lage an extrazelluldre
Matrixbestandteile zu binden. Um herauszufinden, ob PrtA ebenfalls befihigt ist eine
Interaktion mit Proteinen der extrazelluliren Matrix einzugehen, sollten Bindungsassays mit
Wildtyp und PrtA-defizienter Mutante angefertigt werden. Innerhalb der Arbeit sollten
weiterhin zweidimensionale Gelelektrophoresen durchgefiihrt werden, um die Modifikation

von bakterieneigenen Proteinen durch PrtA zu untersuchen.
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2 Material und Methoden
2.1 Bakterienstimme
Tabelle 1: Streptococcus pneumoniae
Stamm Charakteristika Herkunft/ Referenz
D39 Kapseltyp 2, klinisches Isolat [6]
R6 Unbekapselt [6]
R6x Unbekapselt [143]
SP-91 PrtA-defizientes Derivat von R6x (R6xprtA::pJDC9) Stammsammlung”
SP-103 LPXTG-defizientes Derivat von R6 diese Arbeit
SP-107 LPXTG-defizientes, His-Tag tragendes Derivat von R6 | diese Arbeit
SP-110 Signalpeptidloses Derivat von R6 diese Arbeit
SP-111 PrtA-defizientes Derivat von R6 diese Arbeit
* des Instituts fiir Medizinische Mikrobiologie der Universitdt Diisseldorf
Tabelle 2: Escherichia coli
Stamm Charakteristika Herkunft/ Referenz
ccll8 A(ara leu)7697 AlacX74 araD139 phoA20 galE galK |[96]

thi rpsE rpoB argE recA1l
EC-6, EC-13,|Expressionsvektoren SP-6, SP-13, SP-15, SP-40 [2] Stammsammlung*
EC-15, EC-40
* des Instituts fiir Medizinische Mikrobiologie der Universitét Diisseldorf
2.2 Plasmide
Tabelle 3: Plasmide
Plasmid Charakteristika Herkunft/ Referenz
pGEM®-T Easy TA-Klonierungsvektor, Ap' Promega, Madison, USA
pJDC9 Expressionsvektor, Erm" [30]
pet-28b Expressionsvektor, N- und C-terminales His- | Novagen, Madison, USA

Tag
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2.3 Antikorper und Antiseren

Markierte Antikorper

Alkalische Phosphatase markiertes Ziege-Anti-Kaninchen IgG (Promega, Madison, USA)

Alkalische Phosphatase markiertes Ziege-Anti-Human IgG (Promega, Madison, USA)

Tetra-His markiertes Maus IgG (Qiagen, Hilden)

Peroxidase markiertes Ziege-Anti-Maus IgG (Dianova, Hamburg)

Fluorescein (FITC) markiertes Schwein-Anti-Kaninchen IgG (DAKO, Didnemark)

Nicht kommerziell erhaltliche Antiseren

Anti-PrtA6 Polyklonales Kaninchenserum nach
Immunisierung mit einem rekombinant in E. coli
hergestellten carboxyterminalen Fragment (AS
1572 bis 1877) der Serinprotease PrtA.

3.S.4-Serum Serum eines Patienten nach systemischer

2.4 Oligonukleotide (Primer)

Pneumokokken-Infektion, entnommen 282 Tage

nach Isolation des Erregers aus dem Blut.

Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen, Karlsruhe bezogen. Die Lage im Gen

bezieht sich auf die TIGR4-Sequenz (AE 005672) von S. pneumoniae. In Tabelle 4-10 sind

die verwendeten Oligonukleotide fiir PCR und Sequenzierung aufgefiihrt.

Tabelle 4: Primer fir die Real-Time PCR

Bezeichnung Sequenz 5'— 3’ Position’
PrtA-1 TGGTGGCAAAATCACTGTAGAAA 840-863"
PrtA-2 GCAAGAATCCCTGCAATATGC 903-924"
LDH-1 AACGCGTTATCGGTTCAGGTA 431-452""
LDH-2 TCCACATCCAATTTTTCAGCAA 485-507"
bgaA-1 AATGGACCTGAGCGTAATTATGAAC 1999-2024"""
bgaA-2 TGAAGCGGTTGCTGTTTTCC 2057-2077""

"In Bezug auf das Startcodon des *prtd-Gens, des **Idh-Gens, des ***bgad-Gens
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Tabelle 5: PCR-Primer zur Amplifikation der Erythromycinkassette ermB aus dem pJDCO9-

Vektor
Bezeichnung Sequenz 5'— 3’ Position
erm3 AGAGTGTGTTGATAGTGCAGTATC ermB
erm4 TTATTTCCTCCCGTTAAATAATAG ermB

Tabelle 6: PCR- und Sequenzierungsprimer zur Herstellung der PrtA-Mutante SP-104

Bezeichnung Sequenz 5'— 3’ Position’

AN-1 TTAAATAAAGATACGGGAGAG 5848-5869

AN-2 GTTGATTTACAATTGATATTGTTTTTA * 6273-6300

AN-3 TAAAAACAATATCAATTGTAAATCAAC® | 6273-6300

AN-4 TAGCCTTTAAATTTTGATAGAC 221 bp stromabwirts
des PrtA

AN-5 ATGGATTCGATGGTGAGATTC 5693-5714

' In Bezug auf das Startcodon des prtA-Gens

* Die fiir die Klonierung verwendeten Restriktionsstellen sind unterstrichen

Tabelle 7: PCR- und Sequenzierungsprimer zur Herstellung der PrtA-Mutante SP-107

Bezeichnung Sequenz 5'— 3’ Position

AN-1 TTAAATAAAGATACGGGAGAG 5848-5869"

AN-4 TAGCCTTTAAATTTTGATAGAC 221 bp stromabwirts

des prtA-Gens

erm4 TTATTTCCTCCCGTTAAATAATAG ermB

AN2-His TTAGTGATGGTGATGGTGATGGATATTGTT |6273-6300"
TTTATC*

erm3-His CATCACCATCACCATCACTAAAGAGTGTGT |ermB (+ His-Tag)

TGATAGTGCAGTATC 2

' In Bezug auf das Startcodon des prtA-Gens

? Die kodierenden Bereiche fiir die Histidine des His-Tags sind unterstrichen
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Tabelle 8: PCR-und Sequenzierungsprimer zur Herstellung der PrtA-Mutante SP-110

Bezeichnung Sequenz 5'— 3’ Position'
AN-16 TTTTTGATGGTATGAATGTGC -477
AN-17 TTATGTTTCAATTGATTTTCTGTTTC? 145-171
AN-18 GAAACAGAAAATCAATTGAAACATAA® 145-171
AN-19 AACGGAGCATTGATAGACTTTAGGTA 625-651
GBE17 TCCCTTCCCTCGAGATATTTTTCTACAGTG |852-882

' In Bezug auf das Startcodon des prtA-Gens

* Die fiir die Klonierung verwendeten Restriktionsstellen sind unterstrichen

Tabelle 9: PCR-und Sequenzierungsprimer zur Herstellung der PrtA-Mutante SP-111

Bezeichnung Sequenz 5'— 3’ Position’

AN-24 GCGGTCGCTTCTGCTAAAAA 1312-1332
AN-25 GGCCTGCTCCCTGTTGTCTA 2274-2294
Gbe2 CTCTCGAGGGATCTGGGTTTGC 1013-1035

"In Bezug auf das Startcodon des przA-Gens

Tabelle 10: PCR-Primer zum Erhalt des Gesamt-prt4

Bezeichnung Sequenz 5'— 3’ Position'
AN-26 GCAGTCGACGCCCCTAATGAG 49-70
AN-27 GTCTCGAGTCCGCTTGCTGTTC 6332-6354

" In Bezug auf das Startcodon des prtA-Gens

2.5 Reagenzien

2.5.1 Chemikalien, Plastik- und Einwegartikel

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders erwéhnt, von den Firmen Sigma-Aldrich
(Tauftkirchen), Roche Molecular Biochemicals (Mannheim), Serva Feinbiochemika
(Heidelberg), Oxoid (Wesel), Fluka (Neu-Ulm) und Merck (Darmstadt) bezogen. Plastik- und
Einwegartikel stammten von den Firmen Greiner (Niirtingen), Becton Dickinson

(Heidelberg) und Eppendorf (Hamburg).
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2.5.2 Enzyme

Restriktionsendonukleasen (EcoRI, Munl, Sall, Xhol)

Expand High Fidelity PCR System
Lysozym

Proteinase K

Trypsin

AMYV-Reverse Transkriptase
RNase freies DNase Set

RNase A, Typ I

DNase I

2.5.3 Matrixproteine

Kollagen R, Typ I, aus Rattenschwanz
Kollagen Typ III, aus humaner Placenta
Kollagen Typ IV, aus humaner Placenta
Fibronektin, aus Rinder-Plasma

Gelatine

2.5.4 Antibiotika

Carbenicillin

Erythromycin

2.5.5 Molekularbiologische Kits
Qiagen Genomic-tip 500/G

Qiaquick PCR Purification Kit
Qiaquick Gel Extraction Kit

Qiagen Plasmid Mini Kit

RNeasy Protect Bacteria Mini Kit
pGEM®-T Easy-Vektor System I
Silver Stain Plus Kit

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Qiagen, Hilden

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
GibcoBRL, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Fluka, Neu-Ulm

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Promega, Madison, USA
Bio-Rad, Miinchen
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2.5.6 Puffer und Losungen

AP-Puffer:
PBS:

PBS-Tween:
2 x SDS-Probenpuffer:

5 x Elektrophoresepuffer:

Semidry-Blotting-Puffer:

Coomassie-Farbelsg.:

Entférber:

5 x TBE-Puffer:
Ni-NTA-Lysispuffer:
Ni-NTA-Waschpuffer:
Ni-NTA-Elutionspuffer:
5 x MOPS-Puffer:

DEPC-dH,O:

Neutralisierungslsg.:

Rabilloud-Puffer:

Equilibrierungspuffer:

DNase/ RNase-Mix:

Carbonatpuffer:

FITC-Losung:

Blockierldsung:

100 mM Tris-HCI pH 9,5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,

130 mM NacCl, 2,6 mM KCI, 1,8 mM KH,POy, 7,5 mM Na,HPO4
(pH 7.,3)

PBS mit 0,5 % Tween-20

100 mM Tris-HCI (pH 6,8), 20 % Glycerin, 4 % SDS, 0,2 %
Bromphenolblau, 200 mM DTT

25 mM Tris, 250 mM Glycin (pH 8,3), 0,1 % SDS

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol

45 % Methanol, 10 % Eisessig, 0,25 % Coomassie® Brilliant
Blue R-250

30 % Ethanol, 10 % Eisessig

445 mM Tris, 445 mM Borat, 10 mM EDTA

50 mM NaH,PO, pH 8,0, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol

50 mM NaH,PO4 pH 8,0, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol

50 mM NaH,PO, pH 8,0, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol

0,1 M MOPS (pH 7,0), 40 mM Natriumacetat, 5 mM EDTA
(pH 8,0)

dH,O wurde iiber Nacht mit 0,1 % DEPC versetzt und
anschlieend autoklaviert

5 % gesattigtes Natriumacetat, 95 % Ethanol, Phenolrot

0,5 % Triton x-100, 0,4 % Carrier Ampholyte (IPG-Puffer)
pH 4-7, 65 mM DTT, 2 M Thioharnstoff, 7 M Harnstoft, 4 %
CHAPS, Bromphenolblau (DTT und IPG frisch hinzugegeben)

50 mM Tris, 2 % SDS, 30 % Glycerol, 6 M Harnstoff,
Bromphenolblau

0,25 mg/ml RNase, 1 mg/ml DNase, 50 mM MgCl,, in 0,5 M Tris
pH 7,0

0,23 g NaCl, 0,29 g NaHCOs3, 0,06 g Na,COs, auf 40 ml mit
dH,O auffiillen, pH 9,2

1 mg/ml FITC in Carbonatpuffer

1 % BSA, 5 % Skim Milk Powder, ad 100 ml mit PBS Tween
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2.5.7 Nahrmedien

Bis auf das Cden-Medium wurden alle Nahrmedien durch Autoklavieren fiir 20 Minuten bei

121 °C und 1,2 bar sterilisiert.

LB (Luria Bertani-Bouillon) (Gibco BRL, Eggenstein)

LB-Medium wurde als Fertigpulver bezogen und enthédlt im Endansatz laut Hersteller:

g/l
Bactotrypton 10,0
Hefeextrakt 5,0
NaCl 10,0

pH7,5+0,2

LB-Agar (Luria Bertani-Agar) (Gibco BRL, Eggenstein)
Enthilt zusétzlich zu den Komponenten des LB-Mediums 12 g/l Agar.
Zugabe von 5 % Schafsblut bei Kultivierung von Pneumokokken auf LB-Agar.

THY (Todd-Hewitt-Bouillon mit Hefe) (Difco, Detroit, USA)
Todd-Hewitt-Bouillon wurde als Fertigpulver bezogen und mit 0,5 % Hefeextrakt (Gibco

BRL) versetzt. Im Endansatz lautet die Zusammensetzung des Mediums nach Angaben des

Herstellers:

g/l
Rinderherz-Abbauprodukte 9,0
Pankreatisch abgebautes
Kasein 11,0
Sojapepton 3,0
Dextrose 2,0
Na,CO; 25
NaH,PO4 0,5
NaCl 2,0

pH7,8+0,2
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BHI (Brain-Heart-Infusion) (Difco, Detroit, USA)
BHI wurde als Fertigpulver bezogen und enthélt laut Hersteller:

g/l
Kalbshirn-Infusion 200
Rinderherzen-Infusion 250
Proteose Pepton 10
Dextrose 2
NaCl 5
Na,HPO4 2,5
Cden-Medium

ml
Cden base 200
His, Tyr, Arg (2)* 50
Glutamin (1 mg/ml)* 10
Vitamine (3)* 10
Pyruvat (2 %)* 5
SAC (4) 40
Supplement (5)* 13
K-Posphatpuffer 1 M pH 8 (6) 15
Leucin (10 mg/ml) 10
Phenylalanin (10 mg/ml) 5
Lysin (10 mg/ml) 9
Cholin (1mg/ml) 2
Wasser 26

* Sterilfiltriert mit Membranfiltern, 0,2 pm (Pall Gelman Science, Dreieich),

der Rest wurde autoklaviert
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(1)  Cden base 4) SAC
mg g
Glycin 380 Na-Acetat e 3 H,O 2
Alanin 700 NaCl 2
Valin 1440 ad 100 ml
Isoleucin 1520 Autoklaviert
Prolin 2320
Serin 1180 &) Supplement
Threonin 900 ml
Methionin 620 “3in 1 Salz” (8) 60
Tryptophan 280 Glukose (20 %) 120
Asparaginsdure 1440 Sukrose (50 %) 6
Glutaminséure 4400 Adenosin (2 mg/ml) 120
Cystein 300 Uridin (2 mg/ml) 120
ad 4000 ml Sterilfiltriert
pH 7, Autoklaviert
(6) K-Phosphatpuffer 1 M pH 8
(2)  His. Tyr. Arg ml
mg 1 M KH,PO4 26,5
Histidin 640 I MEGHPO; 473
Tyrosin 122 Autoklaviert
Arginin 800
ad 1000 ml (7)  Adamsl
Sterilfiltriert Biotin (0,5 mg/ml 0,06 ml
Stock, 1 Tropfen
(3) Vitamine I N NaOH
ml hinzugeben, damit
Adams I (7) 12,8 in Losung)
Asparagin (5 mg/ml) 39 Nicotinsdure 30 mg
Wasser 36 (Be) Pyridoxin HCI 35 mg
Sterilfiltriert Ca-Pantothenat 120 mg
Thiamin-HCl 32 mg
Riboflavin 14 mg
ad 200 ml

Sterilfiltriert
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(5) 3in 1 Salz*
MgCl, e 3 H,O
CaCl, (anhydriert)
MnSOy (0,1 M)

Columbia-Agar + Blut:

Columbia-Agar
Hefeextrakt
L-Cysteiniumchlorid
Natriumpyruvat
Agar

Glutamin

Schafblut

100 g

0,5¢g

0,2 ml

ad 1000 ml

44,0 g/l

3,0 g/

0,1 g/

0,5 g/l

3,0 g/l

0,1 g/l

100 ml

(versetzt mit 0,6 g
Glukose)

Zusétze zu den Medien sind in Tabelle 11 aufgelistet. Bei Zugabe von Antibiotika wurden die

in Tabelle 12 aufgefiihrten Konzentrationen verwendet.

Tabelle 11: Zusitze

Zusatz Konzentration im Ansatz

Glukose 0,1 %, 0,2 %, 0,5 %

Pyruvat 0,025 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,2 %, 0,5 %
Hefeextrakt 0,1%, 0,2 %, 0,5 %

Pepton 0,1 %, 0,2 %, 0,5 %

L-Aminosduren |5 uM, 15 uM

PMSF 1 mM
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Tabelle 12: Eingesetzte Antibiotika

Antibiotikum Losungsmittel Endkonzentration [pg/ml]

Carbenicillin H,O 50

Erythromycin Ethanol 1 bzw. 5 (S. pneumoniae),
500 (E. coli)

2.6 Mikrobiologische Methoden

2.6.1 Bakterienkultivierung

Streptococcus pneumoniae

Die Pneumokokken wurden auf Columbia-Blut-Agarplatten tiber Nacht oder in fliissigem
Komplexmedium (BHI, THY oder TSB) bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Dem Medium der
Stimme, die eine Erythromycinresistenz enthielten, wurde zuvor 5 pg/ml Erythromycin
zugesetzt. Angeimpft wurde aus einer Fliissigkultur oder einer Glycerinkultur. Fiir bestimmte
Versuche wurden die Pneumokokken unter anaeroben Bedingungen oder bei Raumluft

angezogen, oder dem Medium wurden verschiedene Substanzen (Tabelle 11) zugesetzt.

Escherichia coli
E. coli wurde in LB-Medium geschiittelt oder auf LB-Agarplatten mit Carbenicillin iiber
Nacht bei 37 °C angezogen. Angeimpft wurde aus einer Fliissigkultur oder einer

Glycerinkultur.

2.6.2 Stammhaltung und Stammkonservierung

Die Lagerung von S. pneumoniae fand in 10 % Glycerin bei —70 °C statt. Mit 25 % Glycerin
wurde E. coli konserviert. Zum Teil wurden die Stimme als Microbank-Stammkultur (Pro-

Lab Diagnostics, Ontario, Kanada) bei —70 °C eingefroren.

2.6.3 Bestimmung von Keimzahl und Bakterienkonzentration

Zur Keimzahlbestimmung wurde eine Verdiinnungsreihe einer Kultur angelegt und je 10 pl

auf eine Columbia-Blut-Agarplatte getropft. Uber Nacht erfolgte bei 37 °C und 5 % CO, die
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Bebriitung. Mittels der Anzahl der koloniebildenden Einheiten (colony forming units [cfu])
konnte auf die Anzahl der Bakterien pro ml in der Kultur hochgerechnet werden.

Zum Erfassen der Wachstumsphase einer Kultur wurde die optische Dichte bestimmt.
Gemessen wurde die Triibung direkt im Reagenzglas mit einem Photometer (PM 620 R, Riele
KG, Berlin) bei einer Wellenldnge von 623 nm. Bei Aufnahme von Wachstumskurven wurde
die optische Dichte in regelméfigen Abstinden iiber mehrere Stunden gemessen. Zur
Darstellung des Wachstums der Kultur wurde die Dichte graphisch gegen die Zeit

aufgetragen.

2.7 Methoden fiir das Arbeiten mit DNA

2.7.1 Isolierung von DNA aus Streptococcus pneumoniae R6

Die Isolierung genomischer DNA erfolgte mit dem Qiagen Genomic-tip 500/G nach den
Angaben des Herstellers. Isoliert wurde aus 500 ml einer Ubernachtkultur von S. pneumoniae

Stamm R6.

2.7.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren [123]

Die Konzentration von DNA, sowie die Reinheit der Probe kann photometrisch bestimmt
werden. Dazu wird die Extinktion der Probe in Quarzkiivetten mit einer Schichtdicke von 1
cm bei einer Wellenldnge von A = 260 nm und A = 280 nm im Spectrophotometer (Pharmacia
LKB Biotechnologie, Ultraspec Plus, Model 4054, Freiburg) bestimmt. Eine Extinktion von 1
entspricht bei doppelstrangiger DNA 50 pg/ml. Das Verhiltnis der Extinktion bei 260 nm zu
der Extinktion bei 280 nm zeigte die Reinheit der Préparation. Bei sauberer Praparation sollte
das Verhiltnis 1,8 bis 2,0 betragen. Bei Kontaminationen mit Proteinen ist das Verhiltnis

deutlich niedriger.

2.7.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) [122]

Die Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) ist eine in-vitro Technik, mit
der man gezielt DNA-Abschnitte, die von 2 bekannten DNA-Sequenzen flankiert werden,

amplifizieren kann.
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Fiir die PCR wurde das Expand High Fidelity PCR System verwendet. Durchgefiihrt wurde
die PCR in dem Thermocycler (PCR Express, HYBAID, UK) in einem Reaktionsvolumen
von 50 pl. Nach Beendigung der Reaktion wurden 5 pl des PCR-Ansatzes mit 1 ul 10 x
Ladepuffer (Eppendorf, Hamburg) in einem Agarosegel aufgetrennt und nach
Ethidiumbromidfarbung dargestellt.

Der allgemeine Zyklus sieht wie folgt aus:

Temperatur Zeit (Min.) Zyklenzahl
O
Denaturierung |94 5-15% 1
Denaturierung |94 1
Annealing 45-60** 1 35-40
Extension 72 [-7%%*
Endextension |72 5 1

* Die Denaturierungszeit richtet sich nach der Art der PCR. Bei Einsatz von aufgereinigter

DNA wurde 5 Minuten, bei Einsatz von Pneumokokken 15 Minuten denaturiert.
**  Die Annealingtemperatur richtet sich nach der Schmelztemperatur der Primer.
***  Die Extensionszeit richtet sich nach der Liange des zu

amplifizierenden Fragmentes, als Richtwert gilt 1 Minute fiir 1 kb.

Standardansatz (50 pl): 10 x PCR-Puffer Sul
dNTPs-Mix* 2 ul
MgCl, (25 mM) 7 ul
Oligo 1 (10 pmol/ul) Sul
Oligo 2 (10 pmol/pl) S5ul
DNA (2 pg/ul) I ul
Tag-Polymerase (3,5 U/ul) 0,5 pul
dH,O 24,5 ul

*  je 5 mM der Desoxynukleotide (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Quantum Appligene,
Heidelberg)
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2.7.4 Ortsspezifische Mutagenese (site directed mutagenesis) [65]

Fir die Herstellung von Mutanten war es ndtig, eine Munl-Schnittstelle an bestimmte
Positionen in das prt4-Gen zu integrieren. Zu diesem Zweck wurden komplementire Primer,
die eine Munl-Schnittstelle enthielten, erzeugt. In einer PCR wurden anschliefend 2 DNA-
Fragmente mit je einem der komplementdren Primer und einem Gegenprimer amplifiziert.
Durch die Verwendung von komplementdren Primern enthielten die PCR-Produkte
iiberhdngende, identische Enden. In einer folgenden PCR mit den beiden Amplifikaten und
den jeweiligen Gegenprimern, lagerten sich die Amplifikate durch die komplementéren
tiberhdngenden Enden aneinander, so dass das liberhdngende 3'-Ende des einen Stranges als
Primer fiir die 3'-Extension des komplementdren Stranges diente. Es entstand dabei ein
Fusionsprodukt der 2 Amplifikate, das die in die komplementdren Primer eingebaute Munl-

Schnittstelle enthielt (Abb. 6).
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Abbildung 6: Schematische Abbildung der ortsspezifischen Mutagenese durch iiberlappende
Extension. Die ds DNA und die Oligos sind durch Linien dargestellt. Die Pfeile geben die 5°-3'-
Orientierung an. Das schwarze Késtchen steht fiir die Mutation. a + b und ¢ + d sind die Primer der
PCR (1) und (2). b und ¢ sind komplementire Primer, in die eine Mutation eingebaut ist. In Schritt (3)
wird aus den zuvor erzeugten Amplifikaten (AB und CD) mit Hilfe von a und d ein Fusionsprodukt

hergestellt (modifiziert nach Ho et al., 1989 [65]).
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2.7.5 Kolonie-PCR

Bei der Kolonie-PCR wurde keine isolierte Bakterien-DNA eingesetzt. Als Template dienten
etwa 10 Bakterien-Kolonien, die von dem Festnédhrboden mit einer Impfose abgenommen und
in 100 pl dH,O resuspendiert wurden. Es wurde 1 pl der Bakteriensuspension pro PCR-
Ansatz eingesetzt. Um moglichst viel Pneumokokken-DNA als Template freizusetzen, wurde

eine verldngerte initiale Denaturierungszeit von 15 Minuten gewahlt.

2.7.6 Aufreinigung von PCR-Produkten

Fiir manche Versuche war es nétig, die PCR-Produkte in aufgereinigter Form zu verwenden.
Die Aufreinigung erfolgte mit dem Qiaquick PCR Purification Kit nach Angaben des

Herstellers.

2.7.7 Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese wurde zur Auftrennung und Identifizierung von DNA-
Fragmenten eingesetzt. Es wurden 1 %ige Agarosegele verwendet. Agarose wurde mit 1 x
TBE-Puffer aufgekocht und auf einem Gelschieber erhirtet. 5 ul Probe wurden mit 1 pl 10 x
Ladepuffer (Eppendorf, Hamburg) vermischt und davon 5 pl in die Taschen aufgetragen. Bei
100 mV erfolgte der Lauf fiir circa 1 Stunde. Das Gel wurde 20 Minuten in Ethidiumbromid
(3 pg/ml) gefdrbt. Durch Interkalierung des Fluoreszenz-Farbstoffs in die DNA lassen sich
die DNA-Fragmente durch UV-Licht (254-366 nm) sichtbar machen. Die Gele wurden unter
UV-Licht zur Dokumentation fotografiert. Als Langenstandard wurden 10 ul eines 100 bp-
Markers (Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder Plus, 0,1 — 3,0 kb, MBI Fermentas, St. Leon-

Rot) zusitzlich aufgetragen.

2.7.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel wurde die gewiinschte Bande unter
UV-Licht ausgeschnitten und die DNA mit dem Qiaquick Gel Extraction Kit nach Anleitung
des Herstellers isoliert. Das Isolierungsergebnis wurde auf einem 1 %igen Agarosegel

tiberpriift.
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2.7.9 Spalten von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die an spezifische Zielsequenzen der
DNA binden und die Phospodiester-Bindungen in beiden Striangen eines DNA-Molekiils
schneiden. Fiir die Versuche wurden Restriktionsendonukleasen von Typ II verwendet, bei
denen Erkennungs- und Schnittsequenz identisch sind.

Es wurde das SuRE/Cut 5-Puffer System der Firma Roche Molecular Biochemicals
(Mannheim) fiir die Reaktionen verwendet. Fiir mindestens 3 Stunden wurde der Ansatz bei
37 °C inkubiert, anschlieBend das Enzym bei 65 °C fiir 10 Minuten inaktiviert und die
Spaltprodukte auf einem in Ethidiumbromid inkubierten Agarosegel iiberpriift.

Ansatz (10 pul) Probe 8 ul
10 x Puffer 1 pul

EcoRI (10 U/ul) 1 ul oder Munl (10 U/ul) 0,5 ul

dH,O 0,5 ul
Doppelverdau (10 pl) Probe 7 ul
10 x Puffer 1l
Sall (10 U/ul) 1 ul
Xhol (10 U/ul) 1 ul

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen schneiden an folgenden Sequenzen:

Munl C/AATTG

EcoRI G/AATTC
Sall G/TCGAC
Xhol C/TCGAG
2.7.10 Ligation

Bei der Ligation wird das 5’-Posphat-Ende eines DNA-Fragmentes mit dem 3’-Hydroxy-
Ende eines benachbarten Fragmentes unter Bildung einer Phosphodiester-Bindung
miteinander verkniipft. Die Reaktion wird von der DNA-Ligase des Bakteriophagen T4
katalysiert. Die Ligation von PCR-Produkten mit dem pGEM®-T Easy Vektor System I

erfolgte nach Angaben des Herstellers.
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2.7.11 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte aus 3 ml einer Ubernachtkultur von E. coli mit dem
Qiagen Plasmid Mini Kit nach Herstellerangaben. Die isolierte DNA wurde in 50 pl dH,O
resuspendiert und bei —20 °C gelagert.

2.7.12 Herstellung kompetenter Escherichia coli nach der CaCl,-Methode [43]

Zur Herstellung von kompetenten Zellen wurde 50 ml LB-Medium mit einer E. coli cc118
Ubernachtkultur 1:50 angeimpft und fiir 2 Stunden bei 37 °C bei leichten Schiittel-
bewegungen inkubiert. Das nach Zentrifugation bei 2600 x g erzeugte Pellet wurde in 25 ml
0,1 M eiskalter CaCl,-Losung aufgenommen, auf Eis flir eine halbe Stunde inkubiert und
nach erneuter Zentrifugation in 5 ml CaCl,-Lésung resuspendiert. Uber Nacht erfolgte eine

Inkubation auf Eis.

2.7.13 Transformation CaCl,-kompetenter Escherichia coli [61]

2 bzw. 5 pl eines Ligationsansatzes wurden zu 200 pl kompetenten E. coli gegeben und 30
Minuten auf Eis inkubiert. Die Ansdtze wurden anschlieBend fiir 2 Minuten bei 42 °C erhitzt
und fiir weitere 3 Minuten auf Eis gekiihlt. Nach Zugabe von 800 pl LB-Medium erfolgte eine
Regenerationsphase bei 37 °C fiir 1 Stunde. Die Kulturen wurden bei 5000 x g 5 Minuten
pelletiert. Das Pellet wurde in 100 pl LB resuspendiert und je 50 pl auf LB-Platten mit 50
ng/ml Carbenicillin ausgespatelt. Die Inkubation der Platten erfolgte bei 37 °C {iber Nacht.

2.7.14 Transformation von Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae ist ein Bakterium mit natiirlicher Kompetenz. Durch Zugabe von CSP
(competence stimulating peptide) zu einer Pneumokokken-Kultur wird die Kompetenz der
Bakterien erhoht.

Zu 10 ml einer in THY bis ODg;,3 von 0,25 gewachsenen S. pneumoniae-Kultur wurden 10 pl
CSP (10 pg/ml) (Biotrend, Koln) gegeben. Die Kultur wurde fiir weitere 20 Minuten bei
37 °C im Wasserbad inkubiert und auf Eis gestellt. Es wurden je 1 pl, 5 pl und 10 pl des
aufgereinigten PCR-Produktes auf Eis zu 250 pl kompetenten Pneumokokken gegeben. Es
folgte eine Inkubation bei 30 °C fiir 30 Minuten, danach bei 37 °C fiir 60 Minuten.
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AnschlieBend wurden die gesamten 250 pl auf Columbia-Agar-Blutplatten mit 1 pg/ml
Erythromycin ausgespatelt und bei 37 °C und 5 % CO; iiber Nacht inkubiert.

2.7.15 Herstellung von Mutanten

Die Herstellung von PrtA-Mutanten erfolgte mittels ortsspezifischer Mutagenese.
Ausgangsmaterial war aus dem R6 aufgereinigte DNA (2.7.1). Auf Abbildung 7 sind die
Schritte zur Erzeugung der Mutanten dargestellt. Ein aus zwei sich iiberlappenden PCR-
Produkten mittels PCR amplifiziertes, eine Munl-Schnittstelle tragendes Fusionsprodukt
(2.7.4), wurde mit dem pGEM-T Easy-Vektor ligiert (2.7.10) und in E. coli CCI118
transformiert (2.7.13). Nach Aufreinigung des Plasmids (2.7.11) wurde das Pneumokokken-
Genfragment mit Munl geschnitten (2.7.9) und die Erythromycinkassette ermB mit dem
gedffneten Vektor ligiert (2.7.10). Die Erythromycinkassette ermB wurde durch
Amplifikation mit den Primern erm3 und erm4 am pJDCO9-Vektor erhalten (2.7.3). E. coli
wurde erneut mit dem Vektor transformiert. Nach Aufreinigung des Plasmids wurde mit den
jeweiligen Primern ein Amplifikat mittels PCR erzeugt (2.7.3). Mit dem Amplifikat wurde
S. pneumoniae R6 transformiert (2.7.14). Durch homologe Rekombination wurde die
Erythromycinkassette mit den flankierenden prt4-Fragmenten in das Genom integriert,

wodurch eine Unterbrechung der Translation erzeugt wurde.

LPXTG-defiziente Mutante (SP-104)

Bei der LPXTG-defizienten Mutante wurde die Erythromycinkassette ermB unmittelbar vor
dem LPXTG-Motiv an Position 6286 des prtA-Gens insertiert (Abb. 9). Zur Herstellung der
Mutanten wurden die Primerparchen AN-1/AN-2 und AN-3/AN-4 verwendet. Die Insertion
wurde mittels PCR mit den Primern AN-5 und erm4 als Gegenprimer {iberpriift. Es entstand
ein Produkt mit einer GroBe von 1428 bp, das zur Bestitigung der eingebauten Stopsequenz

im prtA-Gen sequenziert wurde.

LPXTG-defiziente His-Tag tragende Mutante (SP-107)

Bei der LPXTG-defizienten His-Tag tragenden Mutante (SP-107) wurde die
Erythromycinkassette ermB unmittelbar vor dem LPXTG-Motiv insertiert und gleichzeitig ein
His-Tag vor das ermB platziert (Abb. 9). Anders als bei den anderen hergestellten Mutanten
erfolgte keine Transformation in E. coli. Es wurden die Primerpiarchen AN-1/AN-2-His und

erm-3-His/AN-4 verwendet. Als Ausgangs-DNA diente das zur Herstellung der LPXTG-
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defizienten Mutante in S. pneumoniae transformierte PCR-Produkt. Um das fehlende His-Tag
einzubauen, wurde die ortsspezifische Mutagenese angewendet (Abb. 8). Mit dem so
entstandenen Fusions-PCR-Produkt wurde S. pneumoniae R6 transformiert. Zur Uberpriifung
des transformierten PCR-Produktes wurde das Fragment mit den Primern AN-1 und AN-4

amplifiziert und sequenziert.

Ortsspezifische Mutagenese i (1)
i (1)
Munl- Fusionsprodukt
Schnittstelle

usionsprodukt

pGEM-T
Easy
Vektor

!

Transformation von E. coli und

i Plasmidaufreinigung
(III)
Transformation in E. coli und
Plasmidaufreinigung
Fusionsprodukt Fusionsprodukt
—

|

Transformation von
S. pneumoniae R6

Abbildung 7: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte zur Erzeugung der Mutanten. Ein
mittels ortsspezischer Mutagenese erzeugtes eine Munl-Schnittstelle tragendes Fusionsprodukt wurde
mit dem pGEM-T Easy-Vektor ligiert (I). Nach Transformation von E.coli und Plasmidaufreinigung
folgte die Ligation von ermB mit dem mit Munl geschnittenen Vektor (II). Nach erneuter
Transformation und Plasmidaufreinigung wurde ein Amplifikat des gesamten einligierten Fragments

mittels PCR hergestellt (III), mit welchem S. preumoniae R6 transformiert wurde.
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AN-1 erm-3-His
— —
AN-2-His AN-4
l PCR
456 bp Hliaq 1120 bp
i PCR
His
Fus - Taq Fus

!

Transformation in S. pneumoniae
Stamm R6

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Herstellung der LPXTG-defizienten His-Tag Mutante
SP-107 mittels ortsspezifischer Mutagenese. Ausgangsprodukt ist das mit S. preumoniae
transformierte PCR-Fragment zur Erzeugung der LPXTG-defizienten Mutante SP-104. Uber zwei
PCR-Reaktionen erfolgt der Einbau des His-Tag in dieses DNA-Fragment. Fus, Fusionsprodukt.

Signalpeptidlose Mutante (SP-110)

Bei der signalpeptidlosen Mutante wurde die Erythromycinkassette vor der katalytischen
Domine an Position 158 im prt4-Gen insertiert (Abb. 9). Die Primer AN-16/17 und
AN-18/AN-19 wurden zur Herstellung dieser Mutanten verwendet. Das Amplifikat, mit den

Primern erm3 und GBE17 hergestellt, wurde zur Uberpriifung der Insertion sequenziert.

PrtA-defiziente Mutante (SP-111)
Bei der PrtA-defizienten Mutante wurde die Erythromycinkassette ermB in die katalytische
Domiéne vor die Serinsite insertiert (Abb. 9). Es wurden die Primer AN-24 und AN-25

verwendet. Primer mit eingebauter Restriktionsstelle waren nicht notig, da das prt4-Gen an
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Position 1818 eine Munl-Schnittstelle enthélt, die zur Herstellung dieser Mutanten genutzt
wurde. E. coli konnte direkt mit dem entstandenen PCR-Produkt transformiert werden. Die
Insertion wurde mittels PCR mit den Primern Gbe2 und erm3 iiberpriift. Es entstand ein
Produkt mit einer GroBle von 1641 bp, das zur Bestitigung der Unterbrechung des prtA-Gens

sequenziert wurde.

4 3 1+2
158 bp 1818 bp 6286 bp
N-| l i l -C
LPXTG
2

—» FEinbau von ermB
Einbau von dem His-Tag

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Insertion der Erythromycinkassette und des His-Tags bei
der LPXTG-defizienten Mutante SP-104 (1), der LPXTG-defizienten His-Tag Mutante SP-107 (2),
der PrtA-defizienten Mutante SP-111(3) und der signalpeptidlosen Mutante SP-110 (4).

2.7.16 Sequenzierungen [126]

Die Sequenzierung von PCR-Produkten oder Plasmid-DNA erfolgte nach dem
Kettenabbruch-Verfahren nach Sanger. Das zu sequenzierende Fragment dient einer DNA-
Polymerase als Matrize fiir die Synthese eines komplementéren Stranges. Durch Einbau von
markierten Nukleotid-Analoga (ddNTP) kommt es zum Kettenabbruch. Die erzeugten
Bruchstiicke enden jeweils spezifisch mit einem der Basenanaloga. Die so entstandenen
Fragmente werden auf Sequenziergelen elektrophoretisch aufgetrennt. Es entsteht ein
charakteristisches Muster von Banden. Durch Laser-Detektion der ddNTPs und
Digitalisierung der Daten kann die Abfolge der Basen bestimmt werden.

Die Sequenzierungen wurden durch das Biomedizinische Forschungszentrum (BMFZ) der
Heinrich-Heine Universitdt Diisseldorf an einem ABI Prism 377™ Sequencer (PE Applied
Biosystems, Weiterstadt) durchgefiihrt.
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2.8 Methoden fiir das Arbeiten mit RNA und cDNA

2.8.1 Isolierung von RNA aus Pneumokokken

Die Isolierung von RNA erfolgte aus 1 ml einer Pneumokokken-Kultur mit einer ODg,3 von
0,3 mit dem RNeasy Protect Bacteria Mini Kit nach Angaben des Herstellers. Die Lyse der
Zellen erfolgte durch enzymatische Behandlung mit Lysozym (15 mg/ml), Proteinase K
(20 mg/ml) sowie durch 15 Sekunden Ultraschallbehandlung. Wiahrend der Aufreinigung
erfolgte ein DNA-Verdau auf den Saulen, ebenfalls nach Anleitung. Zur Kontrolle der
isolierten RNA wurden 5 pul der Probe auf ein Formaldehyd-Agarose-Gel aufgetragen. Das
Gel wurde in Ethidiumbromid geféarbt. Nicht degradierte RNA zeigt dabei 2 Banden. Die 16S
RNA bei 1,5 kb und die 23S RNA bei 2 kb.

2.8.2 Auftrennung der RNA durch Gelelektrophorese

RNA besitzt einen hohen Grad an sekundiren Strukturen, die eine Auftrennung auf einem
gewohnlichen Agarosegel erschweren. Daher wurden zur Auftrennung der RNA
Formaldehyd-Agarosegele verwendet. Durch Erhitzen und Zugabe von Formamid werden die
Wasserstoffbriickenbindungen der RNA aufgebrochen. Zugesetztes Formaldehyd verhindert
dann die Zusammenlagerung der RNA indem es kovalent an die Aminogruppen von Adenin,
Guanin und Cytosin bindet.

Es wurden 1 %ige Gele verwendet. 1 g Agarose wurde in 77 ml DEPC-dH,0O aufgekocht und
auf 60 °C abgekiihlt. Anschlieend wurden 20 ml 5x MOPS-Puffer und 3 ml Formaldehyd
(37 %, Calbiochem, La Jolla, USA) zugegeben und das Gel gegossen.

Zu 5 pl RNA wurden 3 pl Formaldehyd, 4 pl 5x MOPS-Puffer und 8 pul Formamid gegeben
und fiir 10 Minuten bei 60 °C denaturiert. Die Proben wurden mit je 5 pl 10 x Probenpuffer
(Eppendorf, Hamburg) gemischt. Von jeder Probe wurden 20 pl auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte in 1 x MOPS-Puffer fiir etwa 1,5 Stunden bei 80 V. Durch Inkubation
fiir 20 Minuten in Ethidiumbromid konnten die Banden unter UV-Licht fotografiert werden.
Als GroBenstandard wurden 10 pl eines 100 bp-Markers (Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder
Plus, 0,1 — 3,0 kb, MBI Fermentas, St. Leon-Rot) aufgetragen.
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2.8.3 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription synthetisiert die reverse Transkriptase einen DNA-Strang
komplementidr zu einer RNA-Matrize, sofern ein Primer zur Verfiigung steht, der durch
Basenpaarung mit der RNA verbunden ist und eine freie 3’-OH-Gruppe besitzt. Die so
erzeugte DNA wird cDNA (complementary DNA) genannt. Diese cDNA kann dann fiir die

PCR eingesetzt werden.

Standardansatz (20 pl): 5x RT-Puffer 4 ul
dNTPs-Mix* 4 ul
Oligo PrtA-1 (30 pmol/ul) 0,6 pl
Oligo PrtA-2 (30 pmol/ul) 0,6 ul
Oligo LDH-1 (30 pmol/ul) 0,6 pl
Oligo LDH-2 (30 pmol/ul) 0,6 pl
RNase-Inhibitor (40 U/ul) 1 ul

AMV-RT (25 U/ul) 2 ul
Gesamt-RNA Sul
DEPC-Wasser 1,4 pl
* je 5 mM der Desoxynukleotide (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Quantum Appligene,

Heidelberg)

Die RNA wurde zunédchst mit den Primern auf 70 °C erhitzt, um die Sekundérstruktur der
RNA aufzuschmelzen, und anschlieend auf Raumtemperatur abgekiihlt, wobei die Primer an
die RNA hybridisieren konnen. AnschlieBend wurden Puffer, dNTPs, RNAse-Inhibitor und
AMV-RT hinzugegeben, auf 20 pul mit DEPC-dH,0 aufgefiillt und fiir 1 h bei 42 °C erhitzt.
Die Lagerung des Ansatzes erfolgte bei —70 °C.

2.8.4 Real-Time PCR

Die Real-Time PCR ist eine Methode, mit der Nukleinsduren quantifiziert werden konnen.
Mit Hilfe der Real-Time PCR konnen genaue Aussagen iiber die Anzahl der Amplifikate
gemacht werden. Gemessen wird die Zunahme der Fluoreszenz, die durch die Bindung von

SYBR® Green I in doppelstrangige DNA entsteht.
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Standardansatz (50 pl): Master-Mix* 25 ul
Oligo 1 (30 pmol/ul) 5 pul
Oligo 2 (30 pmol/ul) 5 pl
cDNA oder RNA Sul
dH,O 10 pl

* Der Master-Mix wurde von der Firma Applied Biosystems, Weiterstadt bezogen.

Der allgemeine Zyklus sieht wie folgt aus:

Temperatur (°C) Zeit (Min.) Zyklenzahl
50 2 1

95 10 1

95 0,25 40

60 1

Die kontinuierliche Fluoreszenzmessung wurde mit dem Computerprogramm GeneAmp®
5700 Sequence Detection System Software (Applied Biosystems, Weiterstadt) ausgewertet.
Bei einem Grenzwert von 0,1 wurden die c¢T-Werte ermittelt. Mit Hilfe eines internen
Standards (LDH) lieB sich die relative Transkriptionsrate des prtA-Gens in Prozent berechnen.
Die aufgereinigte RNA war nicht ganz frei von DNA. Um die Menge an cDNA in der Probe
zu bestimmen, wurde die aufgereinigte RNA ebenfalls in der Real-Time PCR eingesetzt. Mit
folgender Formel wurde die cDNA-Menge in Prozent (a) jeweils fiir die PrtA-Primer und die
LDH-Primer pro Ansatz berechnet:

100

ct RNA-ct RT
2

Die relative Transkriptionsrate berechnet sich dann mit folgender Formel:

. . 100
Relative Transkriptionsrate [%] = *  (a)

ct (¢cDNA PrtA) - ct (¢cDNA LDH)
2

ok

ct (cDNA PrtA) : entspricht dem ct-Wert aus dem Ansatz mit cDNA und den PrtA-Primern.
™" ¢t (cDNA LDH) : entspricht dem ct-Wert aus dem Ansatz mit cDNA und den LDH-Primern.
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2.9 Methoden fiir das Arbeiten mit Proteinen

2.9.1 Herstellung von bakteriellen Gesamtzelllysaten

Néhrmedium wurde mit 1:10 eines Bakterienstocks beimpft und tiber Nacht im Wasserbad
inkubiert. 100 pl der Ubernachtkultur mit einer ODgy; von ungefihr 0,4 wurde in 10 ml
frisches Ndhrmedium gegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 5 % CO,. Bei Erreichen
einer ODgy3 von 0,5 wurde die Kultur bei 2600 x g und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Das
Pellet wurde zweimal mit PBS gewaschen und anschlieend in 200 pl PBS aufgenommen.
Fiir die SDS-PAGE wurde die Probe mit Probenpuffer versetzt und fiir 5 Minuten bei 100 °C
im Wasserbad inkubiert. Es wurden 10 ul auf das Gel aufgetragen.

Das Pellet von 500 ml einer Kultur wurde durch dreimaliges Passagieren durch eine French
Presse (SLM Aminco™, SLM Instrument Inc., Silver Springs, USA) aufgebrochen.
Zelltrimmer und nicht zerstorte Zellen wurden durch Zentrifugation (10 Minuten, 4000 x g,

4°C) abgetrennt. Der Uberstand wurde bei —20 °C gelagert.

2.9.2 TCA-Fillung

Zur Konzentrierung wurden die Proteine durch Trichloressigsdure (TCA) aus einer
Proteinldsung gefillt. Der Uberstand einer bis zu einer ODgy3 von 0,7 gewachsenen Kultur
wurde mit 95 %iger TCA versetzt, so dass eine Endkonzentration von 10 % TCA erreicht
wurde. Die Féllung erfolgte iiber mindestens 3 Stunden auf Eis. Nach erfolgter Fillung
wurden die Ansétze bei 10.000 x g fiir 20 Minuten zentrifugiert und anschliefend das Pellet
mit Neutralisationslosung so lange gewaschen bis das Pellet neutral war. Es folgte ein
Waschschritt mit absolutem Ethanol. Das Pellet wurde anschlieend getrocknet und in PBS

resuspendiert.

2.9.3 Einengung bakterieller Kulturiiberstinde mittels Centriplus®-
Zentrifugenrohrchen

Je 15 ml Kulturiiberstand konnen mit Hilfe von 1 Centriplus-Zentrifugenrohrchen (YM-100,
Millipore Corporation, Bedford, MA, USA) innerhalb von 1-3 Stunden durch Zentrifugation
bei 3000 x g bei 4 °C eingeengt werden. Wihrend der Zentrifugation erfolgt die
Konzentrierung der Probe durch eine Membran mit einer molaren Trenngrenze von 100 kDa.

Vor Einsatz der Probe wurde diese zunéchst filtriert, um ein Verstopfen der Membranen zu
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verringern. Eingeengt wurde Kulturiiberstand des Stammes SP-107 mit dieser Methode auf

1:15 (in einigen Féllen auf 1:44 oder 1: 63).

2.9.4 Affinititschromatographische Aufreinigung von His-Tag-Proteinen iiber

Ni-NTA-Agarose

Proteine, die aufeinander folgende Histidine enthalten, konnen affinititschromatographisch
{iber Ni-NTA-Agarose-Siulen nativ aufgereinigt werden. Die Histidine werden iiber Ni*" an
die Agarose gebunden. Mit Imidazol erfolgt die Eluierung der Proteine. Imidazol weist eine
dhnliche Struktur wie Histidin auf und verdriangt durch einen Konzentrationsiiberschuss die
Proteine von der Agarose.

4 ml eingeengter Uberstand (2.9.3) einer SP-107 Kultur mit einer ODg3 von 0,7 wurde mit
1 ml Ni-NTA-Agarose fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur geschwenkt. Uber eine 5 ml
Polypropylen-Séule (Qiagen, Hilden) erfolgte die Abtrennung des Uberstandes von der
Agarose. Mit 1 ml/ml Agarose wurde 2 x mit Waschpuffer gewaschen und anschlieBend die
Proteine mit 0,5 ml/ml Agarose mit Elutionspuffer eluiert. 4 FElutionsschritte wurden
durchgefiihrt. Mit Lysispuffer wurde die Agarose nach dem letzten Elutionsschritt zur
Regeneration iiberlagert. Die Agarose ist so wieder verwendbar. Die einzelnen Schritte

wurden auf einem Westernblot liberpriift.

2.9.5 Dialyse

Die Dialyse wurde zur Aufreinigung von Proteinlosungen verwendet. Durch eine
semipermeable Zellulosemembran konnen kleine Proteine hindurchtreten, wiahrend grof3e von
der Membran zuriickgehalten werden. Es wurden Dialyseschlduche mit einer molaren
Trenngrenze von 12-14 kDa (Spectra/Por Membranes, Spectrum Laboratories, Rancho
Dominguez, USA) verwendet. Die Dialyse einer Proteinlosung erfolgte gegen PBS bei 4 °C

unter leichtem Riihren tiber Nacht.

2.9.6 Trennung der Zellbestandteile durch Ultrazentrifugation

Die Ultrazentrifugation wurde verwendet, um Bakterienmembran und Zytosol voneinander zu
trennen. 500 ml einer Pneumokokken-Kultur des Stammes R6 und der Knock-out Mutante

SP-91 mit einer ODgy3 von 0,5 wurden fiir 10 Minuten bei 2600 x g und 4 °C zentrifugiert.
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Das Pellet wurde zweimal mit PBS gewaschen und in 5 ml PBS resuspendiert. Nach dem
Aufbrechen der Zellen mit der French® Pressure cell press erfolgte eine Zentrifugation bei
4000 x g und 4 °C fir 10 Minuten, um grofere zellulire Elemente abzutrennen. Der
Uberstand wurde anschlieBend bei 100.000 x g bei 4 °C fiir 1 Stunde ultrazentifugiert. Nach
der Zentrifugation waren im Uberstand die zytosolischen Bestandteile und im Pellet die

Membranbestandteile enthalten.

2.9.7 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford [20]

Zur Proteinbestimmung wurde die Methode nach Bradford verwendet. Bei der Bestimmung
der Gesamtproteinkonzentration einer Losung wurden Dreifachbestimmungen in
Mikrotiterplatten angesetzt. Zu 10 pl Probe wurden 200 pl Bradford-Reagenz (1:5 in dH,O
verdiinnt, Bio-Rad, Miinchen) gegeben und nach einigen Minuten bei 620 nm im Elisa-
Reader (Labsystems Multiskan MS, Labsystems, Frankfurt) gemessen. Die Proben wurden so

verdiinnt, dass die OD im Bereich einer mit BSA aufgenommenen Eichgeraden lag.

2.9.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) [86]

Die SDS-Gelelektrophorese dient der Analyse von Proteingemischen und ermdglicht die
Bestimmung des Molekulargewichts der aufgetrennten Proteine. Das Prinzip beruht auf der
Wanderung elektrisch geladener Teilchen im Gleichspannungsfeld, wobei deren
Wanderungsgeschwindigkeit von ihrer Ladungsdichte abhidngt. Die Proteine sind durch die
Vorbehandlung mit SDS vollstdndig denaturiert und in ihre Untereinheiten zerlegt und liegen
in Form von SDS-Protein-Komplexen vor, deren Ladung im Idealfall identisch ist. Folglich
héngt ihre Wanderungsgeschwindigkeit im Gel nur noch von ihrem Molekulargewicht ab.

Es wurden 4,5-12 %ige oder 9,5-20 %ige Gradientengele mit einem Gelmischer, nach den

Angaben in Tabelle 13 und 14, gegossen.
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Tabelle 13: Herstellung eines Trenngels (je 10 ml)
dH,O [ml] |30 %iges 1,5 M Tris. HCl/| 10 %iges | APS TEMED**
Acrylamid* [ml] |pH 8,8 [ml] SDS [ml] |[pl] [ul]
4,5% 6,0 1,5 2,5 0,1 90 10
9,5% 4,25 3,15 2,5 0,1 65 10
12% |3,0 4,0 2,5 0,1 45 10
20% 0,75 6,75 2,5 0,1 20 10
Tabelle 14: Herstellung eines Sammelgels (4 ml)
dH,O [ml] |30 %iges 0,5 M Tris.HCl/| 10 %iges | APS TEMED**
Acrylamid* [ml] | pH 6,8 [ml] SDS [ml] [ml] [ml]
4,5% 3,25 0,5 1,25 0,05 0,05 0,005

* gebrauchsfertige Losung der Firma Roth, Karlsruhe
** gebrauchsfertige Losung der Firma Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Die aufzutrennende Proteinprobe wurde 1:2 mit 2x SDS-Probenpuffer versetzt und fiir 5
Minuten gekocht. Es wurden 10 pl der Proteinlosung pro Tasche aufgetragen. Als
GroBenstandard wurden je 10 ul eines Prestained Precision Protein Standards™ von der
Firma Bio-Rad verwendet.

Die SDS-Polyacrylamidelektrophorese ermdglicht 0,1 pg eines Proteins als erkennbare Bande
bei einer Coomassie-Farbung zu erhalten. Mit einer Silberfirbung kdnnen noch geringere

Mengen (0,02 pg) nachgewiesen werden.

2.9.9 Zweidimensionale-Gelelektrophorese [13]

Die zweidimensionale Gelelektrophorese (2-D-Elektrophorese) erlaubt die Analyse
komplexer Proteingemische. Bei dieser Methode werden die Proteine im ersten Schritt, der
Isoelektrischen Fokussierung (IEF), nach dem Isoelektrischen Punkt (pI) aufgetrennt. Eine
weitere Auftrennung erfolgt im zweiten Schritt, der SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese
(SDS-PAGE), nach dem Molekulargewicht (MW) der Proteine. Tausende von Proteinen
lassen sich auf diese Weise voneinander trennen. Jeder Spot auf dem Gel entspricht einem
spezifischen Protein.

Das Pellet von 400 ml einer bis ODgy; von 0,5 in BHI gewachsenen Kultur von R6 oder

SP-91 wurde mittels French-Presse aufgebrochen (2.9.1). Es wurde kein Erythromycin zur
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SP-91-Kultur hinzugefiigt. Nach Zentrifugation bei 2600 x g wurde die Gesamtproteinmenge
im Uberstand mit der Methode nach Bradford bestimmt (2.9.7). Je 200 ug Gesamtprotein
wurden mit 0,1 x Volumen DNase/RNase-Mix fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert. Nukleinsdure
verhindert eine saubere Fokussierung der Proteine und muss daher vorher entfernt werden.
1 ml Rabilloud-Puffer wurde mit 10 mg DTT und 10 pl IPG-Puffer (pH 4-7) versetzt.
Anschliefend wurde soviel Rabilloud-Puffer-Gemisch zur Proteinldsung gegeben, dass ein
Endvolumen von 125 pl (7 cm-Streifen) bzw. 250 pl (13 cm-Streifen) entstand. Die IPG-
Streifen (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) wurden, mit Ol iiberschichtet, iiber
Nacht in dem Proben-Puffer-Gemisch rehydriert. Es wurden IPG-Streifen mit einem pH-
Bereich von 4-7 verwendet.

Am folgenden Tag wurden die rehydrierten Streifen im Multiphor II (Amersham Biosciences
Europe GmbH, Freiburg) bei 20 °C bei einer maximalen Spannung von 3500 Volt fiir
mindestens 16 kVh fokussiert. Nach erfolgter Fokussierung bei 25 °C wurden die IPG-
Streifen fiir 15 Minuten in Equilibrierungspuffer mit DTT (10 mg/ml) geschwenkt,
anschlieBend fiir 15 Minuten in Equilibrierungspuffer mit zugesetztem Iodacetamid
(48 mg/ml).

Zur Auftrennung der Proteine in der zweiten Dimension wurde der Streifen auf ein
4,5-12 %iges oder 9,5-20 %iges SDS-Gel (Trenn- und Sammelgel fest) gelegt und mit
1 %iger Agarose {iiberschichtet. Als GroBenstandard wurden je 10 pl eines Prestained
Precision Protein Standards™ von der Firma Bio-Rad verwendet.

Bei 100 V wurde das Gel so lange laufen gelassen, bis die Lauffront das Sammelgel erreichte.
AnschlieBend wurde der Streifen entfernt, um eine Veranderung der Lauffront durch mit dem
Streifen aufgebrachte Blasen zu vermeiden. Bei Elektrophoresen iiber Nacht wurde eine
Spannung von 30 Volt angelegt. Die Farbung der im Gel aufgetrennten Proteine erfolgte mit
Coomassie (2.9.12). Die Auswertung der Gelspots erfolgte mit der PDQuest 2-D Image
Analysis Software der Firma Bio-Rad (Miinchen). Zum Teil wurden die Gele fiir Westernblot

Analysen (2.9.13) eingesetzt.

2.9.10 Zymogramme [87]

Mit Hilfe von Zymogrammen ldsst sich die Aktivitdt eines Proteins bestimmen. Bei
Zymogrammen handelt es sich um Polyacrylamidgele mit eingegossenem Substrat. Entweder
wurden native Polyacrylamidgele verwendet oder SDS-Polyacrylamidgele, bei denen nach

erfolgtem Lauf das SDS entfernt und die Protease anschlieBend durch Wéarmeeinwirkung und
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eventuelle Zufuhr von Liganden aktiviert wurde. Der Abbau des Substrates wurde
anschlieBend durch Féarbung des unverdauten Substrates mit Coomassie dargestellt.

Bei der nativen Gelelektrophorese werden die Proteine nicht wie bei der SDS-PAGE
denaturiert. Die Proteinlosung wird weder aufgekocht, noch mit reduzierenden Agenzien wie
dem SDS oder DTT versetzt. Ebenso erhilt auch der Elektrophoresepuffer kein SDS, um die
Struktur der Proteine und damit auch ihre Aktivitit zu erhalten. Das Laufverhalten von
denaturierten und nativen Proteinen ist sehr unterschiedlich. Native Proteine zeigen durch ihre
unterschiedlichen Ladungen ein sehr spezifisches Laufverhalten. Die Auftrennung bendtigt
mehr Zeit. Die Proteinlésungen wurden in Ladepuffer (ohne Zusitze) gemischt und auf kleine
(7 x 10 cm) native Gele, die eingegossenes Kasein als Substrat enthielten, aufgetragen. Der
Lauf erfolgte bei 100 V fiir mindestens 1,5 Stunden. Anschlieend wurden die Gele mit
Coomassie geférbt. Ein Abbau des Substrates stellt sich durch einen ungefarbten Bereich dar.
Von den SDS-Polyacrylamidgelen wurden 4,5-12 %ige Gradientengele mit 1 mg/ml
hinzugegebenem Kasein als Substrat gegossen. Die Proben wurden mit Ladepuffer ohne
-Mercaptoethanol oder DTT und ungekocht auf das Gel aufgetragen. Fiir 3-4 h betrug die
angelegte Spannung 200 V. Es erfolgte ein Schwenken des Gels fiir zweimal 30 Minuten in
verdiinntem Triton X-100, um das SDS zu entfernen. Anschlielend wurde das Gel iiber Nacht
in Tris-HCI Puffer bei 37 °C inkubiert und am folgenden Tag in Coomassie geschwenkt. Der
Abbau des Substrates zeigt sich durch Lysehofe.

2.9.11 Native Gele

Zur Untersuchung der Proteaseaktivitdt wurden native 4,5 %ige Polyacrylamidgele gegossen,
die 1 mg/ml Kasein enthielten. In die Gele wurden Locher gestanzt und in jedes Loch je 10 pl
eingeengter Uberstand (Trypsin je 5 ul einer 5 mg/ml Losung) aufgetragen. Die Gele wurden
in einer feuchten Kammer iiber Nacht bei 37 °C inkubiert und anschlieBend in einer
Coomassie-Firbelosung gefirbt. Ein Abbau des Kaseins durch die im Uberstand vorhandenen

Proteasen war an einem entstandenen Lysehof erkennbar.

2.9.12 Fiarbung und Kultivierung von Polyacrylamidgelen

Coomassie-Fiarbung
Mit Coomassie® Brilliant blue R-250 (Merck, Darmstadt) lassen sich Polypeptide auf SDS-

Gelen sichtbar machen. Der Farbstoff bindet unspezifisch an Proteine. Zu diesem Zweck
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wurden SDS-Gele flir 30 Minuten in Féarbelosung geschwenkt und anschlieBend mit Entfarber

entférbt. Proteine blieben blau gefarbt.

Silberfiarbung
Eine Silberfarbung der Proteine auf einem Polyacrylamidgel wurde mit dem Silver Stain Plus

Kit (Bio-Rad, Miinchen) nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.

Kultivierung
Zur Kultivierung der Gele wurden diese zwischen Cellophanfolie oder auf Whatman-Papier

in einem Geltrockner (Model 583, Bio-Rad, Miinchen) fiir 2 Stunden getrocknet.

2.9.13 Immunoblot [123]

Zur Detektion von Proteinen innerhalb eines Proteingemischs wurde der Immunoblot
verwendet. Bei dem Immunoblot handelt es sich um eine Technik zum Nachweis eines

bestimmten Proteins durch seine Reaktion mit einem spezifischen Antikdrper.

Westernblot

Eine Proteinlosung wurde in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschlieBend mit Hilfe
einer Semidry-Blotting-Apparatur (Bio-Rad, Miinchen) auf eine Nitrozellulose- (BioTrace®
NT, 0,45 pum, Pall Gelman Science, Dreieich) oder PVDF-Membran (ImmobilonTM-P
Transfer Membran, Millipore, Bedford) iibertragen. Zuvor wurden Gel, Membran und
Chromatographiepapier (3 mm, Whatman, Maidstone, UK) fiir einige Minuten in Blot-Puffer
inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel auf der Membran zwischen je 2 Lagen
Chromatographiepapier gestapelt. Der Transfer der negativ geladenen Proteine erfolgte durch
Anlegen einer Spannung von 1 mA/cm® fiir 1 Stunde. Die restlichen Proteinbindungsstellen
der Blotmembran wurden anschlieBend fiir 2 Stunden mit einer Blockierlosung (1 % BSA,
5 % Milchpulver in 100 ml PBS Tween) abgesittigt. Fiir 1 Stunde wurde der Blot in PBS
Tween mit einem spezifischen Antiserum (1. AK) inkubiert. Nach einem Waschvorgang mit
PBS-Tween erfolgte eine Inkubation mit einem Sekundérantikorper (2. AK) fiir 1 Stunde.
Nach einem weiteren Waschvorgang wurde der Blot mit Hilfe der an den Sekundirantikorper
gekoppelten alkalischen Phosphatase mit BCIP und NBT entwickelt. Die alkalische
Phosphatase fiihrt zur Bildung eines wasserunldslichen Farbstoffs aus den chromogenen
Substraten BCIP und NBT. Der Nachweis erfolgte in 20 ml AP-Puffer mit Zusatz von 66 pl
NBT (50 mg/ml in 70 % DMF) und 132 pl BCIP (50 mg/ml in DMF). Die enzymatische
Reaktion wurde in PBS mit 1 mM EDTA abgestoppt.
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Neben einem Sekundirantikorper, der mit alkalischer Phosphatase markiert ist, wurde ein
Antikorper verwendet, der mit einer Peroxidase gekoppelt ist. Der Blot wurde nach dem
Blockieren in PBS Tween mit einem Primirantikérper, der spezifisch gegen 6
hintereinanderfolgende Histidine gerichtet ist, fiir zwei Stunden inkubiert. Nach einem
Waschvorgang erfolgte die Inkubation fiir 2 Stunden in PBS Tween mit dem
Sekundérantikdrper. Nach wiederholtem Waschen wurde die Membran fiir 30 Sekunden bis
30 Minuten in Luminol (Pierce, Rockford, Illinois, USA) geschwenkt. Die Peroxidase
katalysiert die Oxidation von Luminol und 16st damit eine Chemilumineszenz aus, die auf

einem Film dargestellt wurde.

Tabelle 15: Verwendete Antikorper

1. Antikorper Anti-PrtA Patientenserum 3.S.4 | Tetra-His
Verdiinnung 1:1000 1:7500 1:7500
Inkubationszeit |1h lh 2h

2. Antikorper Anti-Rabbit IgG | Anti-Human IgG Anti-Maus POX
Verdiinnung 1:7500 1:7500 1:7500
Inkubationszeit |1h lh 2h

Markierung des | Alkalische Alkalische Peroxidase

2. AK Phosphatase Phosphatase

Dot-Blot

Neben der Ubertragung von Proteinen iiber ein SDS-Polyacrylamidgel auf eine
Nitrozellulosemembran konnen Proteine auch direkt auf eine Membran getropft werden (Dot-
Blot).

Auf eine Nitrozellulosemembran wurden je 10 pl einer Substanz aus der extrazelluldren
Matrix in verschiedenen Verdiinnungen aufgetropft. Die Proteine wurden fiir 2 Stunden mit
Blockierlosung blockiert, gewaschen und anschlieBend auf die Matrixproteine je 10 pl
eingeengter Uberstand aufgetragen. Fiir 1 Stunde erfolgte eine Inkubation der Membran in
Anti-PrtA-Serum. Die Membran wurde in PBS Tween gewaschen und fiir 1 Stunde der
Sekundérantikdrper hinzugegeben. Nach weiterem Waschen erfolgte eine Entwicklung der
Membran mit NBT und BCIP. Als Negativkontrolle diente ein Spot mit der hochsten
aufgetragenen Konzentration an Matrixprotein, als Positivkontrolle wurde eingeengter

Uberstand verwendet, jeweils aufgetragen vor dem Blockieren der Membran.
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2.9.14 Rechromatographie von Proteinen

Banden aus SDS-Polyacrylamidgelen wurden ausgeschnitten und erneut auf ein Gel
aufgetragen. Entweder wurden die aus dem Gel ausgeschnittenen Stiicke direkt in die Tasche
der Gele gegeben oder die Gelstiicke wurden zermorsert und erneut in Ladepuffer
aufgenommen. Die Proteinbanden wurden nach elektrophoretischer Auftrennung auf eine
Nitrozellulosemembran {ibertragen, mit einem Tetra-His AK und mit einer Peroxidase

markierten Sekunddrantikorper inkubiert und auf einem Rontgenfilm dargestellt.

2.9.15 Sequenzierung von Proteinen

Die Sequenzierung der Aminosduresequenz des PrtA erfolgte durch Edman-Abbau. Beim
Edman-Abbau wird vom aminoterminalen Ende ein Aminosdurerest markiert und
abgespalten. Die abgetrennte AS wird anschlieBend chromatographisch identifiziert. Die N-
terminale Sequenzierung des Proteins wurde an einem ABI 494Aprocise HT-Sequencer an

der Gesellschaft fiir biotechnologische Forschung (GBF) in Braunschweig durchgefiihrt.

2.10 Sequenzanalysen

Die Sequenz- und Homologieanalysen wurden in den Datenbanken von NCBI

(www.ncbi.nml.nih.gov) und MOTIF (www.motif.genome.ad.jp) durchgefiihrt. Sequenzen

des Pneumokokken-Genoms wurden vom Institute of Genomic Research (TIGR)
(www.tigr.org) erhalten. Fiir weitere Analysen von DNA- und Proteinsequenzen wurde

DNAstar 4.0 Software (DNAstar Inc., USA) verwendet.

2.11 Immunfluoreszenz-Analyse mit dem FACS (fluorescence-activated cell
sorting)

Die fluoreszenzaktivierte Zelltrennung (FACS, fluorescence-activated cell sorting) ist eine
Methode zur Darstellung der zelluldren Lokalisation von Proteinen. Oberfldchenproteine
werden von spezifischen Antikérpern gebunden, welche wiederum mit einem Fluoreszenz-
markierten Sekundirantikorper detektiert werden konnen. Die zellgebundene Fluoreszenz
wurde mit einem FACScan Flow Cytometer gemessen.

Uber Nacht gewachsene Pneumokokken wurden bei ODg,3 von 0,5 bei 2600 x g und 4 °C fiir

10 Minuten zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde einmal in PBS gewaschen und
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anschliefend mit PBS in einem Photometer (Pharmacia LKB Biotechnologie, Ultraspec Plus,
Model 4054, Freiburg) auf eine ODg3p von 0,7 bei 630 nm eingestellt. 2 ml dieser Suspension
wurden erneut zentrifugiert. In 200 pul PBS mit 5 % hitzeinaktiviertem (bei 56 °C fiir 30
Minuten) Anti-PrtA-Serum oder Prdimmunserum wurde das Pellet aufgenommen und fiir 15
Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in PBS erfolgte eine Inkubation fiir
15 Minuten bei 4 °C in 200 ul PBS mit 1:50 des Fluorescein-konjugierten Ziege-Anti-
Kaninchen IgG. Das Pellet wurde anschlieBend zweimal gewaschen, in 1 ml 0,5 %
Paraformaldeyd zur Fixierung aufgenommen und in einem FACScan Flow Cytometer

(FACSCalibur, Becton Dickenson, Heidelberg) analysiert.

2.12 Herstellung FITC-markierter Pneumokokken

Der Wildtyp R6x und die entsprechende Knock-out Mutante SP-111 wurden in BHI bei
37 °C inkubiert bis zu einer ODg»3 von 0,4 wachsen lassen. Die Zellen wurden bei 4 °C und
2600 x g fiir 10 Minuten zentrifugiert und zweimal mit PBS gewaschen. Im Anschluss
erfolgte eine Inkubation mit 0,5 ml FITC-Losung (1 mg/ml in Carbonatpuffer) bei
Raumtemperatur fiir 30 Minuten. Nach Zentrifugation bei 2600 x g und 4 °C fiir 10 Minuten
wurde das Pellet dreimal mit Carbonatpuffer gewaschen und bei 630 nm mit PBS auf eine OD
von 1,0 eingestellt. Die Bakterien wurden hochstens 1 Tag bei 4 °C im Dunkeln bis zur

Verwendung gelagert.

2.12.1 Bindungsassay

Zur Bestimmung der Bindungsfihigkeit von Pneumokokken an bestimmte extrazellulédre
Substanzen wurden Bindungsassays, sowohl mit dem Wildtyp als auch mit der Knock-out
Mutanten SP-91, durchgefiihrt.

Auf Culture Chambers (Lab-Tek® Chamber Slide™, Nunc, Naperville, Illinois) wurden je
50 pl Fibronektin, Kollagen I, III, IV und Gelatine gegeben. Die Konzentration der Losungen
betrug 50 pg/ml. Als Negativkontrolle diente PBS. Die Platten wurden fiir 2 Stunden bei
37 °C im Brutraum inkubiert. Anschlieend wurde mit 5 % BSA in PBS fiir 5 Stunden bei
37 °C blockiert. Mit PBS wurde viermal gewaschen und je 50 pul FITC-markierte Bakterien
hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fiir 30 Minuten. Es folgte flinfmaliges
Waschen mit PBS, Inkubation fiir 3 Minuten mit 2,5 %igem Glutaraldehyd in PBS und
zweimaliges Waschen mit PBS. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C im Dunkeln. Die Bindung der
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Bakterien wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop (Nikon, Diisseldorf) mit 40facher

VergroBerung ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Uberpriifung von PrtA-Mutanten

Mehrere Mutanten wurden durch ortsspezifische Mutagenese von S. pneumoniae R6
hergestellt. Bei den LPXTG-defizienten Mutanten sollte PrtA nach Durchschleusung durch
die Zellmembran und Zellwand nicht in der Zellwand verankert werden konnen, sondern
miisste, wie ein sekretiertes Protein, direkt in die Zellumgebung abgegeben werden. Die
LPXTG-defiziente His-Tag-Mutante wurde so konstruiert, dass PrtA an Stelle des
Wandankers ein His-Tag-Motiv trdgt, um das Protein affinititschromatographisch iiber Ni-
NTA-Agarose aufreinigen zu konnen. Die beiden Mutanten dienten der Aufreinigung von
PrtA und den Untersuchungen zur Aktivitdit und Bindungsfdhigkeit des Proteins. Fiir die
Charakterisierung von PrtA wurden zwei weitere Mutanten erzeugt: Eine PrtA-defiziente
Mutante, die kein aktives PrtA mehr bilden sollte, sowie eine signalpeptidlose Mutante, die
PrtA nicht mehr durch die Zellmembran transportieren kann. Diese Mutante sollte also das
Protein weder in die Zellumgebung abgeben, noch PrtA in der Zellwand verankern kénnen.
Eine Uberpriifung der Mutanten auf den fehlerfreien Einbau bei der homologen

Rekombination ergab nach Sequenzierung korrekt eingebaute DNA-Fragmente.

3.1.1 LPXTG-defiziente Mutante (SP-104)

Beim Vergleich der PrtA-Expression von Wildtyp und Mutante (SP-104) mittels Westernblot
war zu erkennen, dass im Gesamtzelllysat des Wildtyps relativ mehr der 215 kDa-Form von
PrtA nachzuweisen war als bei der Mutante. Im Uberstand hingegen war weniger PrtA zu
finden. Bei der Mutante war im Westernblot die 240 kDa-Form (die vermutete Vorlduferform

von PrtA) deutlicher zu sehen als beim Wildtyp, sowohl im Gesamtzelllysat als auch im

Uberstand (Abb. 10).

3.1.2 LPXTG-defiziente His-Tag tragende Mutante (SP-107)

Wie in Abbildung 10 zu erkennen, fiihrte der Verlust des Zellwandankers zu einer erh6hten
Konzentration des Proteins PrtA im Kulturiiberstand. Um das Protein aufreinigen zu konnen,
wurde eine Mutante hergestellt, bei der das PrtA nicht in der Zellwand verankert wird und

gleichzeitig liber ein His-Tag aus dem Kulturiiberstand aufgereinigt werden kann. Eine
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Uberpriifung der Expression des His-Tag erfolgte iiber eine affinititschromatographische
Auftrennung des eingeengten Kulturiiberstandes der Mutanten, SDS-PAGE und
anschliefendem Westernblot (Abb. 19).

240kDa _| <+—
215kDa

Abbildung 10: Westernblot-Analyse der Zellfraktionen von S. pneumoniae mit dem Anti-PrtA-
Serum. Detektiert wurde PrtA im Gesamtzelllysat von S. preumoniae R6 (Spur 1) und Sp-104 (Spur
2), sowie im Zelliiberstand von R6 (Spur 3) und SP-104 (Spur 4). Aufgetragen wurden jeweils gleiche

Gesamtproteinmengen. Die PrtA-Banden sind markiert.

3.1.3 Signalpeptidlose Mutante (SP-110)

Eine Uberpriifung der Mutante mittels Westernblot zeigte, dass das Protein weiterhin
expremiert wurde, jedoch offensichtlich auf Grund des fehlenden Signalpeptids nicht mehr
durch die Zellmembran geschleust wurde: Das Protein trat im Kulturiiberstand nicht mehr auf
(Abb. 11). Auf dem Westernblot wurden durch das PrtA-Antiserum mehrere Banden
zwischen 250 kDa und 150 kDa, sowie eine Bande zwischen 75 und 100 kDa im
Zelliiberstand bei R6 und der LPXTG-defizienten His-Tag Mutante (SP-107) detektiert,
jedoch nicht bei der signalpeptidlosen Mutante. Es muss sich dabei um verschiedene PrtA-

Formen handeln, eventuell um Abbauprodukte.
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Abbildung 11: Westernblot-Analyse der Zellfraktionen von S. pneumoniae mit dem Anti-PrtA-
Serum. Analysiert wurden Gesamtzelllysate von S. pneumoniae R6 (Spur 1), der signalpeptidlosen
Mutante SP-110 (Spur 2) und der LPXTG-defizienten Mutante Sp-107 (Spur 3), sowie Zelliiberstinde
von R6 (Spur 4), SP-110 (Spur 5) und SP-107 (Spur 6). Die vermuteten PrtA-Banden sind umrandet

und markiert. M, Molekulargewichtsmarker.

3.1.4 PrtA-defiziente Mutante (SP-111)

Im Westernblot konnte gezeigt werden, dass bei der PrtA-defizienten Mutante (Knock-out
Mutante) kein PrtA expremiert wird. Es lieB sich mittels polyklonalem PrtA-Antiserum weder
im Gesamtzelllysat noch im Kulturiiberstand eine reaktive Bande typischer GroBe detektieren
(Abb. 12). Weiterhin war zu erkennen, dass nicht nur die 240 kDa- und 215 kDa-Bande bei
der PrtA-defizienten Mutante fehlten, sondern auch noch weitere Banden im Bereich

zwischen 250 kDa und 150 kDa.
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Abbildung 12: Westernblot-Analyse des Gesamtzelllysats von S. prneumoniae mit dem Anti-PrtA-
Serum. Analysiert wurden Gesamtzelllysate gleicher Proteinkonzentration von S. pneumoniae R6 bei
OD 0,6 (Spur 1), OD 0,5 (Spur 2), OD 0,4 (Spur 3), OD 0,3 (Spur 4), OD 0,2 (Spur 5) und der Knock-
out-Mutante SP-111 bei OD 0,6 (Spur 6), OD 0,5 (Spur 7), OD 0,4 (Spur 8), OD 0,3 (Spur 9), OD 0,2

(Spur 10). Die vermuteten PrtA-Banden sind umrandet. M, Molekulargewichtsmarker.

3.2 Uberpriifung der Mutanten auf die Oberflichenverankerung des PrtA

Die Expression von PrtA auf der Oberfliche der erzeugten Mutanten sowie der Wildtypen R6
und D39 wurde mittels Fluoreszenz-aktiviertem Zell-Sortierer (FACS) analysiert.
Pneumokokken wurden mit dem Anti-PrtA-Serum inkubiert, so dass das Anti-Serum an das
PrtA binden konnte, insofern das Protein auf der Oberfliche lokalisiert war. Durch Bindung
eines Fluorescein-markierten Sekundirantikérpers an den Primérantikorper konnte durch
Messungen am FACScan Flow Cytometer die Lokalisierung von PrtA auf der Zelloberfldche
der Pneumokokken gezeigt werden. Ein Vergleich des Wildtyps R6 mit den PrtA-defizienten
Mutanten SP-91 (iiber Insertions-Duplikations-Mutagenese erzeugte Mutante) und SP-111
(iber ortsspezifische Mutagenese erzeugte Mutante) zeigte eine deutlich stirkere Fluoreszenz
beim Wildtyp (Abb. 13). Die Knock-out Mutanten sollen kein PrtA expremieren, so dass auch
kein PrtA auf der Oberfliche der Pneumokokken zu finden sein darf. Ein Vergleich von R6
mit der LPXTG-defizienten Mutante (SP-104) und der LPXTG-defizienten His-Tag Mutante
(SP-107) zeigte bei den Mutanten eine geringere Fluoreszenz als bei dem Wildtyp, jedoch war
die gemessene Fluoreszenz bei Stamm SP-104 hoher als bei dem Stamm SP-107 (Abb. 14).

Bei beiden Mutanten ist die Fluoreszenz grofler als bei den PrtA-defizienten Mutanten. Die
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signalpeptidlose Mutante (SP-110) zeigte hingegen das gleiche Ergebnis wie die Knock-out-
Mutanten (Abb. 15). Auch bei dem bekapselten Wildtyp D39 (Abb. 16) lieB sich

Oberflachen-lokalisiertes PrtA mit dieser Methode nicht nachweisen.
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Abbildung 13: Immunzytometrische Messung der zelluldren Lokalisation der Serinprotease PrtA bei
dem Wildtyp R6 (1) und den PrtA-defizienten Mutanten SP-111 (2) und SP-91 (3). Die Messungen

erfolgten mit dem spezifischen Antiserum (a) und als Kontrolle nur mit dem FITC-markierten

Sekundérantikorper (b).
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Abbildung 14: Immunzytometrische Messung der zelluldren Lokalisation der Serinprotease PrtA bei
der LPXTG-defizienten Mutante SP-104 (a) und der LPXTG-defizienten His-Tag Mutante SP-107 (b).
Die Messungen erfolgten mit dem spezifischen Antiserum (1) und als Kontrolle nur mit dem FITC-

markierten Sekundérantikorper (2).
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Abbildung 15: Immunzytometrische Messung der zelluldren Lokalisation der Serinprotease PrtA bei
der signalpeptidlosen Mutante SP-110 (a). Die Messungen erfolgten mit dem spezifischen Antiserum
(1) und als Kontrolle nur mit dem FITC-markierten Sekundérantikorper (2). Den Vergleich der
immunzytometrischen Messung der zelluldren Lokalisation der Serinprotease PrtA bei SP-110 (3), der
PrtA-defizienten Mutante SP-111 (4) und dem Wildtyp R6 (5) sind auf Abbildung (b) dargestellt. Die

Messung erfolgte mit einem spezifischen Antiserum.
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Abbildung 16: Immunzytometrische Messung der zelluldren Lokalisation der Serinprotease PrtA bei
dem Wildtyp R6 (a) und dem bekapselten Wildtyp-Stamm D39 (b). Die Messungen erfolgten mit dem
spezifischen Antiserum (1), als Kontrolle nur mit dem FITC-markierten Sekundérantikérper (2) und

mit einem Praimmunserum (3).
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3.3 Wachstumsverhalten der verwendeten Stamme in BHI

Durch Aufnahme von Wachstumskurven der hergestellten Mutanten und der Wildtyp-
Stimme R6 und D39 in BHI-Medium sollte festgestellt werden, ob es einen Unterschied im
Wachstum zwischen den Wildtyp-Stimmen und den hergestellten Mutanten gibt.

Wachstumskurven der hergestellten Mutanten und der Wildtyp-Stimme R6 und D39 zeigten
keine grofen Unterschiede im Wachstumsverhalten der einzelnen Stimme (Abb. 17). Der
unbekapselte Wildtyp-Stamm R6 erreichte schneller als die anderen Stimme die
endlogarithmische Phase. Die Mutanten waren im Wachstum etwas langsamer als R6,
erreichten aber die gleiche ODg,3 in der endlogarithmischen Phase. Der bekapselte Wildtyp-
Stamm D39 ist auf eine etwas hohere maximale ODgp; gewachsen, als alle anderen

untersuchten Stamme.

0.75+

—— SP-104
& 0.50 D39
g —— SP-107
8 SP-111
0.254 SP-110
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Abbildung 17: Wachstum der beiden Wildtyp-Stimme R6 und D39 sowie der hergestellten Mutanten
SP-104 (LPXTG-defizient), SP-107 (LPXTG-defizient mit His-Tag), SP-110 (signalpeptidlos) und
SP-111 (PrtA-defizient) in BHI {iber den Zeitraum von ungeféhr 6 Stunden.
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3.4 Aufreinigung des nativen PrtA aus dem Kulturiiberstand der Mutante

SP-107

Fiir Analysen zur weiteren Charakterisierung des PrtA sollte das Protein in aufgereinigter
Form vorliegen. Um das Protein nativ aufreinigen zu konnen, wurde die LPXTG-defiziente
His-Tag Mutante SP-107 verwendet. Diese Mutante gibt das PrtA direkt in den
Kulturiiberstand ab. Zur schnellen Uberpriifung der Konzentrierung des Proteins nach
Aufreinigung iiber Ni-NTA-Sdulen diente ein Dot-Blot (Abb. 18). Eine deutliche

Konzentrierung des aufgereinigten Proteins war zu sehen.

Abbildung 18: Dot-Blot der Fraktionen einer Aufreinigung des PrtA aus eingeengtem BHI-
Kulturiiberstand von SP-107 iiber Ni-NTA-Agarose mit dem Anti-PrtA-Serum. Aufgetragen wurde
eine Probe aus dem Filtrat (Spot 1), eingeengtem Uberstand (Spot 2), Kulturiiberstand (Spot 3), nach
dem Durchlaufen tiber eine Ni-NTA-Agarosesdule (Spot 4), nach dem 1. und 2. Waschen (Spot 5 und
6), nach dem 1. — 4. Eluieren (Spot 7 —10) und nach Durchlauf von Lysispuffer (Spot 11).

Nach SDS-PAGE und anschlieBendem Westernblot der Fraktionen der Elutionsschritte war
neben der vermuteten prozessierten 215 kDa-Form des PrtA auch eine Bande bei 240 kDa zu

erkennen, das der GréBe des angenommenen Vorlduferproteins entspricht (Abb. 19).

PrtA lag nach Aufreinigung in so groflen Konzentrationen vor, dass das Protein nach Farbung
mit Coomassie auf einem SDS-Polyacrylamidgel darstellbar war. Noch deutlicher war die
Proteinbande nach Silberfarbung (Abb. 20). Nach Dialyse des aufgereinigten Proteins ging
jedoch ein Grofiteil des Proteins verloren (Abb. 20, Spur 2 und 3).
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250 kDa —
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100 kDa ___

Abbildung 19: Westernblot-Analyse der Aufreinigungsfraktionen des Zellkulturiiberstandes von
S. pneumoniae SP-107 iiber Ni-NTA-Agarose mit dem Anti-PrtA-Serum. Detektiert wurde PrtA im
Uberstand nach dem Zentrifugieren bei 2600 x g fiir 5 Minuten (Spur 1), nach dem Durchlaufen iiber
eine Ni-NTA-Agarosesdule (Spur 2), nach dem 1. und 2. Waschen (Spur 3 und 4), nach dem 1. — 4.
Eluieren (Spur 5 — 8) und nach Durchlauf von Lysispuffer (Spur 9). M, Molekulargewichtsmarker.

a b
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Abbildung 20: Darstellung des aufgereinigten PrtA auf einem 4,5 %igen (a) Coomassiegefarbten und
(b) sibergefirbten Gel. Aufgetragen wurden 10 pl aufgereinigtes PrtA aus dem 1. Elutionsschritt
(Spur 1), aus dem 2. und 3. Elutionsschritt dialysiert (Spur 2 und 3). M, Molekulargewichtsmarker.

Das Protein war nativ aus dem Kulturiiberstand mit dieser Methode aufzureinigen. Auch

wenn PrtA auf einem SDS-Polyacrylamidgel als Bande sichtbar war, lag das Protein dennoch
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nur in relativ geringen Konzentrationen vor. Um grof3ere Mengen an PrtA zu erhalten, wurden
analog GroBkulturen angesetzt, die Kulturiiberstinde stark eingeengt und PrtA
affinitdtschromatographisch  aufgereinigt.  Erstaunlicherweise nahm trotz  erhdhter
Ausgangsmenge die aufgereinigte PrtA-Konzentration nicht zu. Die maximal erreichbare

Konzentration lag bei ungefahr 500 pg/ml (Abb. 21).

a b
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Abbildung 21: Darstellung von BSA in unterschiedlichen Konzentrationen und von dem
aufgereinigten PrtA auf 4,5 - 12 %igen Gelen nach Farbung mit Coomassie. (a) Aufgetragen wurde
BSA in den Konzentrationen 5 mg/ml (Spur 1), 2,5 mg/ml (Spur 2), 1 mg/ml (Spur 3), 0,5 mg/ml
(Spur 4) und 0,1 mg/ml (Spur 5) sowie 15 ul aufgereinigtes PrtA der dialysierten Elutionsschritte 1 - 4
aus einer 63-fachen Einengung (Spur 6-9). (b) Aufgetragen wurden 10 pl aufgereinigtes PrtA der
dialysierten Elutionsschritte 1 - 4 aus einer 44-fachen Einengung (Spur 10 - 13).

M, Molekulargewichtsmarker.

Um groflere Konzentrationen von PrtA durch die Herstellung von rekombinantem Protein zu
erreichen, wurde versucht, das prt4A-Gen in E. coli zu expremieren. Das PCR-Produkt des
Gesamt-prtA, hergestellt mit den Primern AN-26 und AN-27, wurde in den mit den
Restriktionsendonukleasen Sa/l und X#ol geschnittenen 28b-Vektor ligiert. E. coli war jedoch

mit dem Produkt der Ligationsreaktion nicht transformierbar.



Ergebnisse 65

3.5 Analyse der Stabilitiit des aufgereinigten PrtA

3.5.1 Zweidimensionale Darstellung von aufgereinigtem PrtA

Die maximal erreichbare PrtA-Konzentration iiberschreitet 0,5 mg/ml nicht. Das PrtA schien
demnach einer Autolyse zu unterliegen. Um zu tiberpriifen, ob das PrtA-Protein tatsidchlich
autolysierte, wurde von dem aufgereinigten Protein eine zweidimensionale Gelelektrophorese
durchgefiihrt. Die Proteinkonzentration war niedriger als 50 ng/250 ul. Auf dem Blot des 2-D
Gels mit fokussiertem aufgereinigtem PrtA waren mehrere Spots zu erkennen (Abb. 22).
Neben einem stirker ausgepridgten Spot bei ungefdhr 215 kDa, das der Grofe des
angenommenen maturierten Proteins entspricht, waren weitere vier Spots vorhanden. Ein Spot
lag bei ungefdahr 180 kDa. Zwei weitere Spots waren mit einer Grofle zwischen 50 und 75
kDa einiges kleiner. Das kleinste, auf dem Blot dargestellte Protein, hatte eine Grofle von
ungefdhr 40 kDa. Es konnten nur die Produkte dargestellt werden, die den C-terminalen
Bereich (AS 1572-1877), gegen den das Antiserum gerichtet ist, enthielten. Die Autolyse des
PrtA-Proteins ist auf einem Westernblot eines 2-D Gels mit aufgereinigtem Protein zu

erkennen.

250 kDa — =
150 kDa — =

100 kDa —
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Abbildung 22: Westernblot eines 2-D Gels des iiber Ni-NTA Agarose aufgereinigten PrtA. Die
eingerahmten Felder zeigen die auf dem Blot sichtbaren Spots an. Verwendet wurde ein polyklonales

Antiserum, das gegen den C-Terminus des PrtA gerichtet ist. M, Molekulargewichtsmarker.
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Bei Zusatz des Serinproteasechemmers PMSF zu aufgereinigtem PrtA, zeigten sich auf einem

Blot nach erfolgter SDS-PAGE ebenfalls mehrere Banden.

3.5.2 Darstellung von PrtA nach Gelextraktion

Um festzustellen, in welchem Bereich PrtA zur Instabilitét neigt, wurden vier rekombinant
erzeugte Bereiche (Abb. 23), die eine gute Reaktivitdt mit einem Serum eines Patienten nach
systemischer Pneumokokken-Infektion zeigten, nach SDS-PAGE und Blotten auf einem
Rontgenfilm dargestellt. Eines dieser Einzelfragmente, Fragment Sp-15, zeigte sich ebenso
wie das Gesamt-PrtA als instabil, wihrend die anderen Fragmente stabil waren. Sp-15 hat
eine GroBe von 25 kDa und enthdlt zwei der katalytischen Doménen (Abb. 23). Das
Autolyseverhalten dieses Fragmentes wurde mittels Rechromatographie analysiert. Die Bande
bei 25 kDa wurde aus einem SDS-Polyacrylamidgel ausgestochen und erneut auf ein SDS-
Gel aufgetragen (Abb. 24). Auf dem Rontgenfilm war bei der primdren Chromatographie
deutlich die Zerlegung von Fragment 15 zu sehen (Abb. 24, Spur 1). Nach der
Rechromatographie des Fragmentes (Spur 2) war eine Zerlegung des Proteins kaum mehr
sichtbar. Stattdessen waren groflere Banden als die des urspriinglichen Proteins zu sehen. Sie
entsprachen mit 50 kDa, 75 kDa und 150 kDa einem Vielfachen des Ausgangsproteins. Unter
nativen Bedingungen kdnnte man vermuten, dass es sich um eine Komplexierung des
Fragmentes handelt. Da der Versuch aber unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt

wurde, ist dieses Verhalten nicht zu erkliren.

SP-15 SP-40 SP-6 SP-13

Asp His Ser LPXTG

Signalpeptid

Abbildung 23: Schematische Darstellung der Lage der Fragmente SP-15, SP-40, SP-6 und SP-13 im
PrtA-Protein.
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Abbildung 24: Darstellung des rechromatographierten Fragments Sp-15 (Spur 2) auf einem
Rontgenfilm nach SDS-PAGE und Westernblot. Der Pfeil markiert die aus dem Gel ausgeschnittene

Proteinbande.

3.6 Untersuchung der  Maturierungsstelle @ durch  N-terminale
Sequenzierung des 215 kDa Proteins

Um herauszufinden, wie die Maturierung des PrtA erfolgt, wurde Kulturiiberstand der
LPXTG-defizienten His-Tag Mutante (SP-107), in Cden-Medium angezogen, eingeengt
(2.9.3) und das PrtA affinitdtschromatographisch aufgereinigt (2.9.4). Nach Dialyse und
erfolgter elektrophoretischer Auftrennung wurde die auf PVDF-Membran iibertragene PrtA-
Bande bei 215 kDa N-terminal sequenziert. Trotz mehrmaliger Versuche liel sich vom PrtA
keine auswertbare Sequenzfolge des N-Terminus des PrtA erhalten. In Abbildung 25 ist das
Ergebnis einer Sequenzierung dargestellt. Der N-Terminus des Proteins schien blockiert zu

sein.
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Sequenz:

1 2 3 4 5. @ 7 8 9 10

oy P L E? E? ? s N 877 ?
I 0.8 +02 = 3 0.1 pmol
I
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Abbildung 25: Ergebnis der N-terminalen Sequenzierung der 215 kDa-Bande des PrtA.

3.7 Vergleich von Autoprozessierungsstellen mit der PrtA-Sequenz

Da eine N-terminale Sequenzierung keinen Aufschluss iiber eine mogliche
Prozessierungsstelle  brachte, wurden die bei anderen Proteinen bekannten
Prozessierungsschnittstellen (1.2.2) mit der PrtA-Sequenz der LPXTG-defizienten His-Tag
Mutante (SP-107) tiber die DNAstar 4.0 Software (DNAstar Inc., USA) verglichen. Folgende
theoretische Schnittstellen wurden bei PrtA gefunden: VAA, VVA, GES und VTA. Die
Positionen der Schnittstellen in der Aminosduresequenz des PrtA sind in Abbildung 26
dargestellt. 16 Fragmente sind insgesamt moglich (Tab. 16). Die GroBenangaben beziehen
sich auf die AS-Sequenz bis zu der Position an der die eingefiigte Erythromycinkassette der
LPXTG-defizienten His-Tag Mutante zum Translationsstop fiihrt. In das Molekulargewicht
und den pl der einzelnen Fragmente wurden die sechs angehéngten Histidine mit einbezogen.
Nicht alle der moglichen Fragmente wiirden auf einem Westernblot mit dem PrtA-Antiserum
dargestellt werden konnen, da das Antiserum gegen einen C-terminalen Bereich gerichtet ist
(Abb. 26). Es kommen sechs Fragmente in Frage, die auf einem Blot dargestellt werden
konnten. Diese Fragmente haben Molekulargewichte von ungefdhr 1 kDa, 148 kDa, 149 kDa,
158 kDa, 184 kDa und 185 kDa. Ein Vergleich dieser PrtA-Fragmente mit den Spots auf
einem zweidimensional aufgetrennten aufgereinigten PrtA, ldsst die Fragmente mit den
Molekulargewichten um die 180 kDa mdglich erscheinen. Nach Einbeziehen des pl-Wertes,
scheinen die Schnittstellen GES und VTA im PrtA an einer Autoprozessierung beteiligt zu

sein.
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VVAGES VAA VVA SP-6 VTA
1 [CJC 3 | | —
AS AS AS AS 1572 - 1877 AS
401- 461- 781- 2089-
403 463 703 783 2091

Abbildung 26: Schematische Darstellung der Schnittmotive in der AS-Sequenz des PrtA und des

Bereichs, gegen den das PrtA-Antiserum gerichtet ist (SP-6). Angegeben sind die Positionen, an denen

die Motive zu finden sind.

Tabelle 16: Mogliche Fragmente nach dem Schneiden der PrtA-Sequenz von der LPXTG-
defizienten His-Tag Mutante SP-107 an den Schnittmotiven VVA, VAA, GES und VTA.

Schnittmotiv Position GroBe [kDa] |pl
VVA AS 1-403 44,8 5,47
AS 404-783 42,1 8,81
AS 784-2101* |149,2 5,76
VAA AS 1-703 78,0 5,67
AS 704-2101* |158,1 6,0
GES AS 1-463 51,0 5,39
AS 464-2101* |185,1 6,12
VTA AS 1-2091 2349 5,78
AS 2092-2101*|1,3 6,96
VVA /GES AS 404-463 6,3 4.8
VVA/VAA AS 404-703 33,2 6,44
VVA/VTA AS 784-2091* |148,0 5,59
GES/VAA AS 464- 703 27,0 8,52
GES/VTA AS 464-2091* |183,8 5,59
VAA /VTA AS 704-2091* |157,0 5,84
VAA /VVA AS 704-783 8,8 9,91

* Mit dem PrtA-Antiserum auf einem Blot darstellbar.
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3.8 Einfluss von verschiedenen Kulturbedingungen auf die Expression von

PrtA

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Substanzen auf die PrtA-Expression wurden
verschiedene Medien unterschiedlichen atmosphirischen Bedingungen ausgesetzt bzw.
jeweils eine Substanz in unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt und die PrtA-
Expression von S. pneumoniae D39 im Gesamtzelllysat bestimmt. Die Analyse erfolgte auf
translationaler Ebene mittels Westernblot wie auf transkriptionaler Ebene mittels Real-Time

PCR.

3.8.1 Darstellung der Expression von PrtA mittels Westernblot-Analysen

Aufgetragen wurden gleiche Gesamtproteinmengen, abgeschdtzt aufgrund von zuvor
durchgefiihrter PAGE und anschlieBender Farbung mit Coomassie.

Zur Optimierung der Kulturbedingungen in bezug auf die PrtA-Expression wurde zundchst
ein Vergleich der einzelnen Nihrmedien (THY wund BHI) bei unterschiedlichen
atmosphirischen Bedingungen durchgefiihrt. Die PrtA-Expression war bei Wachstum der
Kultur in BHI hoher als in THY, sowie in mit 5 % COs-angereicherter Atmosphére hoher als
unter anaeroben Bedingungen bzw. bei Raumluft. Abbildung 27 zeigt den Vergleich zwischen
der PrtA-Expression in BHI und THY bei Kultivierung der Pneumokokken bei 5 % CO,. Es
war ein deutlicher Unterschied zu sehen. Fiir die weiteren Versuche wurde daher BHI
verwendet und die Kulturen bei 5 % CO; kultiviert.

Bei Zusatz von Glukose, Hefeextrakt, Pepton oder Pyruvat zu BHI wurde bei Pyruvat- und
Glukose-Zusatz zum Medium eine Herabsetzung der PrtA-Expression im Gesamtzelllysat
festgestellt (Abb. 28 und 29).

Bei Zugabe verschiedener Aminosduren zum Medium wurde bei einigen Aminosduren eine
verdnderte PrtA-Expression ermittelt (Abb. 30). Bei hoherer Konzentration von Isoleucin im
Medium verringerte sich die PrtA-Expression, im Vergleich der beiden Ansdtze mit
unterschiedlichen Aminosdurekonzentrationen zueinander. Das gleiche Ergebnis zeigte sich
bei Zugabe von Cystein und Alanin zum Medium. Die PrtA-Expression nahm bei
hinzugefiigter hoherer Konzentration der Aminosduren ab. Die Aminosdure Asparagin
hingegen schien bei niedrigeren Konzentrationen der Aminosdure auch eine niedrigere PrtA-

Expression zu haben.
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Abbildung 27: Vergleich eines Coomassiegefarbten SDS-Gels (a) mit einem Westernblot (b).
Aufgetragen wurden 10 ul Gesamtzelllysat einer Pneumokokken-Kultur gewachsen unter 5 % CO; in

BHI (Spur 1) und in THY (Spur 2). Die PrtA-Banden sind auf dem Westernblot markiert.

M, Molekulargewichtsmarker.

250 kDa —

150 kDa —

100 kDa —

75 kDa — e

50kDa —

25kDa —

M1 23 4 5M 123 435

Abbildung 28: Vergleich Coomassiegefarbtes Gel (a) mit einem entsprechenden Westernblot (b).
Aufgetragen wurden 10 pl Gesamtzelllysat einer Kultur gewachsen in BHI unter 5 % CO, mit Zusatz
von 0,025 % Pyruvat (Spur 1), 0,05 % Pyruvat (Spur 2), 0,1 % Pyruvat (Spur 3), 0,2 % Pyruvat (Spur
4)und 0,5 % Pyruvat (Spur 5). Die PrtA-Banden sind markiert. M, Molekulargewichtsmarker.
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Abbildung 29: Vergleich Coomassie-gefarbtes Gel (a) mit einem entsprechenden Westernblot (b).
Aufgetragen wurden 10 pl Gesamtzelllysat einer Kultur gewachsen in BHI unter 5 % CO, mit Zusatz
von 0,1 % Glukose (Spur 1), 0,2 % Glukose (Spur 2), 0,5 % Glukose (Spur 3) und ohne zusétzliche
Glukose (Spur 4). Die PrtA-Banden sind markiert. M, Molekulargewichtsmarker.
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Abbildung 30: Vergleich Coomassie-gefarbtes Gel (a) mit einem entsprechenden Westernblot (b).
Aufgetragen wurden 10 ul Gesamtzelllysat einer Kultur gewachsen in BHI unter 5 % CO, mit Zusatz
von 5 uM Isoleucin (Spur 1), 15 uM Isoleucin (Spur 2), 5 pM Asparagin (Spur 3), 15 uM Asparagin
(Spur 4), 5 uM Cystein (Spur 5), 15 puM Cystein (Spur 6), 5 pM Alanin (Spur 7) und 15 pM Alanin
(Spur 8). Die PrtA-Banden sind markiert. M, Molekulargewichtsmarker.
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3.8.2 Darstellung der Expression von PrtA mittels Real-Time-Analyse

Durch RNA-Aufreinigung, reverse Transkription und Real-Time PCR ist es moglich ein gutes
Gen-Expressionsprofil des Organismus zu erhalten. Mit Hilfe eines internen Standards (LDH)
lieB sich bei einer Real-Time PCR die relative Transkriptionsrate des prt4A-Gens bestimmen
(Abb. 31 und Abb. 32). Die Transkriptionsrate war hoher bei Inkubation der Bakterien in mit
5 % CO,; angereicherter Atmosphire, als bei Anzucht bei Raumluft oder anaerob (Abb. 31).
Bei Zugabe von Glukose zum Medium ergab sich eine hohere Transkriptionsrate des prt4-
Gens bei zusitzlichen 0,1 % und 0,2 % Glukose im Vergleich zu der Transkriptionsrate bei
Wachstum von S. pneumoniae R6 in BHI-Medium ohne weiteren Zusatz
(Standardbedingungen). Die Transkriptionsrate nahm jedoch erheblich bei dem Ansatz mit
0,5 % zugesetzter Glukose im Vergleich zu dem Ansatz unter Standardbedingungen ab (Abb.
32).
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Abbildung 31: Relative Transkriptionsrate des prt4-Gens in Prozent nach Wachstum bei Raumluft
(1), nach Wachstum unter Standardbedingungen (BHI, 5 % CO,) (2) und nach Wachstum unter

anaeroben Bedingungen (3).
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Abbildung 32: Relative Transkriptionsrate des prtdA-Gens in Prozent unter Standardbedingungen
(BHI, 5 % CO,) (1), nach Wachstum mit zugesetzten 0,1 % Glukose zu BHI (2), nach Wachstum mit
zugesetzten 0,2 % Glukose zu BHI (3) und nach Wachstum mit zugesetzten 0,5 % Glukose zu BHI

4.

3.9 Untersuchung der Enzymaktivitit von PrtA

Bisherige Untersuchungen zur Proteaseaktivitit von PrtA mit Kasein als Substrat ergaben
zwar einen Abbau des Substrates, dieser war jedoch nur relativ gering und mit den gewéhlten
Methoden schwierig darstellbar [18]. Es wurde zunédchst versucht, die bisher beschriebene
Proteaseaktivitét zu reproduzieren, um den Abbau weiterer Substrate untersuchen zu konnen.
Die Aktivitdt von PrtA wurde zunichst mit nativen Polyacrylamidgelen mit eingegossenem
Kasein durch Auftropfen von eingeengtem Uberstand gegen eine Positiv-Kontrolle (Trypsin)
untersucht. Nach Anfirbung der Proteine im Gel wurden die entstandenen Abbauhdfe
ausgewertet. Sowohl Kasein als auch Gelatine wurden von Proteasen im Uberstand abgebaut
(Abb. 33). Bei Verwendung von Kollagen oder Fibronektin als Substrat, war keinerlei Abbau
zu erkennen. Die Bestimmung der Proteaseaktivitiit mittels nativer Gele liel sich zwar nicht
immer, aber doch sehr oft reproduzieren.

Um die beobachtete Proteaseaktivitit PrtA zuordnen zu konnen, wurden Zymogramme
verwendet. Ein natives elektrophoretisch aufgetrenntes Polyacrylamidgel mit eingegossenem
Kasein liel, nach Fiarbung der Proteine mit Coomassie, am entstandenen Lysehof einen
Abbau des Kaseins erkennen. Ein parallel angefertigter Westernblot mit einem Anti-PrtA-

Serum zeigte, dass PrtA in dem Bereich des Lysehofes zu finden war und damit fiir den
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Abbau des Kaseins in Frage kam (Abb. 34). Auf eine Positivkontrolle wurde in diesem
Versuch verzichtet, da das PrtA so groB ist, dass es beim Lauf auf einem nativen Gel gerade
in das Trenngel gelaufen wire, wenn das Trypsin bereits kurz vor dem Verlassen des Gels
gewesen ware.

Da native Gele schwer zu handhaben sind, vor allem mit derartig gro3en Proteinen wie dem
PrtA wurden weiterhin SDS-Polyacrylamidgele mit eingegossenem Substrat herangezogen,
bei denen nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung der Proteine das SDS entfernt, und
die Proteasen durch Warmeeinwirkung aktiviert wurden. Der Abbau des Kaseins zeigte sich
an einem entstandenen Abbauhof im Bereich von 240 kDa (Abb. 35). Die Hohe des
Abbauhofes im Gel entspricht der Grofe des PrtA. Das Zymogramm lie3 sich nicht
reproduzieren.

Die Aktivititsbestimmungen wurden nur mit eingeengtem Uberstand durchgefiihrt, da zu
diesem Zeitpunkt aufgereinigtes Protein oder eine iiber ortsspezifische Mutagenese
hergestellte PrtA-defiziente Mutante fehlten. Nach Fertigstellung der Mutanten und
Aufreinigung von PrtA wurden die Versuche wiederholt, blieben jedoch, auch mit

eingeengtem Uberstand, erfolglos.

Us, 57,100 °C

Trypsin

. Trypsin

Abbildung 33: Native mit Coomassie gefarbte Gele mit durch Abbau von Kasein (a) und Gelatine

(b) entstandenen Lysehdfen nach Auftropfen von je 10 ul des Uberstandes (US) bzw. einer
Positivkontrolle (Trypsin).
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PrtA Lysehof

Abbildung 34: Westernblot mit polyklonalem Anti-PrtA-Serum von einem nativen Gel mit
aufgetragenem eingeengten Uberstand und eingegossenem Kasein (a). Coomassiegefirbtes natives Gel
mit Kasein als Substrat. Der Abbau des Substrates war an der verminderten Anfarbung mit Coomassie

zu erkennen (b).

Abbildung 35: Zymogramm mit Kasein als Substrat. Aufgetragen wurde eingeengter Uberstand,
15 ul (Spur 1) und 10 pl (Spur 2). M, Molekulargewichtsmarker.
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3.10 Bindungseigenschaften des PrtA an extrazellulire Matrixbestandteile

Einige Pneumokokken-Stamme sind in der Lage an extrazellulire Matrixproteine, wie
Fibronektin und Kollagene zu binden. Um erste Hinweise zu erhalten, ob PrtA eine Rolle bei
der Bindung an Matrixproteine spielt, wurde eingeengter Uberstand der LPXTG-defizienten
Mutante (SP-104) fiir Dot-Blots eingesetzt. Zu dem Zeitpunkt dieser Versuche lag weder
aufgereinigtes PrtA, noch eine iiber ortsspezifische Mutagenese hergestellte PrtA-defiziente
Mutante vor. Nach Bindung von Matrixproteinen an eine Membran, Auftropfen von
eingeengtem Uberstand und Entwicklung mit einem spezifischen PrtA-Antiserum, war eine
leichte Bindung an Kollagen I zu erkennen. Je niedriger die Konzentration des Kollagens,
desto geringer war die Bindung (Abb. 36). Bei Verwendung von Kollagen III und IV,
Gelatine und Fibronektin wurde keine Bindung von PrtA an die jeweiligen Proteine

nachgewiesen.

Abbildung 36: Dot-Blotanalyse von eingeengtem Uberstand von SP-107 mit dem Anti-PrtA-Serum.
Aufgetragen wurden je 10 pl Losungen von Kollagen I der Konzentrationen 10 mg/ml (Dot 1 und 2),
5 mg/ml (Dot 3), 0,2 mg/ml (Dot 4), 0,1 mg/ml (Dot 5), 0,02 mg/ml (Dot 6) und 0,01 mg/ml (Dot 7).
Auf jedes der Felder (Dot 2 - 8) wurde die gleiche Menge aufgereinigtes PrtA aufgetragen. Dot 1 und

8 dienten als Negativkontrollen.

Nach Fertigstellung einer durch ortsspezifische Mutagenese hergestellten PrtA-defizienten
Mutante (SP-111), wurden die durch Dot-Blots erhaltenen Ergebnisse durch Bindungsassays
mit FITC-markierten Pneumokokken des Stammes R6 und SP-111 iberpriift. Mit
Matrixproteinen beschichtete Objekttrager wurden mit FITC-markierten Pneumokokken

behandelt und die Bindung unter einem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.
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Die Bindung der Pneumokokken an Fibronektin diente als Bindungskontrolle. Bekannt ist,
dass Pneumokokken gut an Fibronektin binden [48]. Eine Bindung der Pneumokokken an
Fibronektin erfolgte unabhéngig vom PrtA, so dass sowohl der R6-Stamm als auch die PrtA-
defiziente Mutante an Fibronektin gebunden hatte (Abb. 38). Im Vergleich zur
Positivkontrolle (Fibronektin) und zur Negativkontrolle (PBS) (Abb. 37) zeigten die Stimme
eine Bindung an Kollagen I (Abb. 40), III (Abb. 41) und Gelatine (Abb. 39). Es war kein
Unterschied im Bindungsverhalten von Wildtyp und der PrtA-defizienten Mutante zu
erkennen. Es gab damit keinen Hinweis auf eine Beteiligung von PrtA an der Bindung von
Komponenten aus der extrazelluldren Matrix. Bei Verwendung von Kollagen IV als Matrix
zeigte sich bei einem von drei Versuchen ein Unterschied in der Bindung zwischen Wildtyp
und PrtA-defizienter Mutante. Die Mutante hat in dem Fall stirker an Kollagen IV gebunden
als der Wildtyp-Stamm R6, der so gut wie keine Bindung zeigte (Abb. 42).
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Abbildung 37: Immunfluoreszenzanalyse der Bindung von Stamm R6 (a) und der PrtA-defizienten

Mutante SP-111 (b) bei Verwendung von PBS.

Abbildung 38: Immunfluoreszenzanalyse der Bindung von Stamm R6 (a) und der PrtA-defizienten
Mutante SP-111 (b) an Fibronektin.

Abbildung 39: Immunfluoreszenzanalyse der Bindung von Stamm R6 (a) und der PrtA-defizienten

Mutante SP-111 (b) an Gelatine.
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Abbildung 40: Immunfluoreszenzanalyse der Bindung von Stamm R6 (a) und der PrtA-defizienten

Mutante SP-111 (b) an Kollagen I.

Abbildung 41: Immunfluoreszenzanalyse der Bindung von Stamm R6 (a) und der PrtA-defizienten

Mutante SP-111 (b) an Kollagen III.

Abbildung 42: Immunfluoreszenzanalyse der Bindung von Stamm R6 (a) und der PrtA-defizienten

Mutante SP-111 (b) an Kollagen I'V.
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3.11 Vergleich des Protein-Expressionsprofils von Wildtyp und PrtA-
defizienter Mutante

Um herauszufinden, ob PrtA auf andere Proteine einen Einfluss ausiibt, wurden
zweidimensionale Gelelektrophoresen durchgefiihrt. Die Gele einer Fokussierung und
anschlieBender elektrophoretischer Auftrennung des Gesamtzelllysats von dem Wildtyp R6
und der PrtA-defizienten Mutante SP-91 sind in Abbildung 43 dargestellt. Auswertungen der
Gele mit dem Computerprogramm PDQuest (Bio-Rad, Miinchen) ergaben keine signifikanten
Unterschiede in den Spotmustern der beiden Stimme. Bei der Fokussierung des
Gesamtzelllysats waren nicht alle Proteine gut aufgetrennt, so dass eine Auswertung sehr
schwierig war (Abb. 43). Von dem zweidimensional aufgetrennten Gesamtzelllysat wurde ein
Westernblot angefertigt und die mit dem Patientenserum 3.S.4 dargestellten Spots
miteinander verglichen (Abb. 44). Auf dem Blot ist eine leichte Verschiebung des umkreisten
Spots bei der PrtA-defizienten Mutante im Vergleich zum Wildtyp zu einem hdheren
isoelektrischen Punkt zu sehen. Auf dem entsprechenden Gel ist der Spot nicht zu erkennen,
so dass eine Identifizierung des Proteins noch nicht moglich war. Um festzustellen, ob es sich
bei dem durch PrtA modifizierten Protein um ein Membranprotein handelt, wurde
Gesamtzelllysat ultrazentrifugiert und die Membranfraktion zweidimensional aufgetrennt.
Das 2-D Gel wurde geblottet und mit dem Patientenserum 3.S.4 inkubiert (Abb. 45). Es ergab
sich das gleiche Bild, wie bei der Auftrennung des Gesamtzelllysats. Der 29 kDa-Spot war bei
der PrtA-defizienten Mutante zu einem hoheren isoelektrischen Punkt verschoben. Es darf bei
der Analyse der 2-D Gele jedoch nicht vergessen werden, dass diese mit der Knock-out
Mutante SP-91, einer durch Insertions-Duplikations-Mutagenese hergestellten Mutante,
durchgefiihrt wurde. Es konnen mdglicherweise Sekundéreffekte auftreten. Die {iber
ortsspezifische Mutagenese erzeugte PrtA-defiziente Mutante SP-111 lag zu diesem Zeitpunkt

noch nicht vor.
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Abbildung 43: 2-D Gel-Vergleich von 4,5-12 %igen Gelen zwischen dem Wildtyp R6 und der PrtA-
defizienten Mutanten SP-91. Fokussiert wurde Gesamtzelllysat auf 13 cm IPG-Streifen.

M, Molekulargewichtsmarker.
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Abbildung 44: Westernblot-Analyse von zweidimensional aufgetrenntem Gesamtzelllysat von
S. pneumoniae mit dem Patientenserum 3.S.4. Detektiert wurden Spots des Wildtyps R6 und der
Knock-out Mutanten SP-91. Die gezogene Linie, ausgerichtet an dem durch den Pfeil markierten Spot,

dient als Orientierungshilfe. Der verschobene Spot ist jeweils markiert. M, Molekulargewichtsmarker.
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Abbildung 45: Westernblot-Analyse von einer zweidimensional aufgetrennten Membranfraktion von
S. pneumoniae mit dem Patientenserum 3.S.4. Detektiert wurden Spots des Wildtyps R6 und der
Knock-out Mutanten SP-91. Es handelt sich um ein 9,5-20 %iges SDS-Gel. Die gezogene Linie,
ausgerichtet an dem durch den Pfeil markierten Spot, dient als Orientierungshilfe. Der verschobene

Spot ist jeweils markiert. M, Molekulargewichtsmarker.

3.12 Sequenzanalysen des PrtA-Proteins

Ein Vergleich der Aminosduresequenz von PrtA mit der anderer Proteine hat die in Tabelle 17
aufgefiihrten, zu dem gegenwirtigen Zeitpunkt, homologen Proteine ergeben. Neben
homologen Proteinen von Streptokokken, Laktokokken und Laktobazillen zeigten auch
Proteine von Thermoanaerobacter tengcongensis, Oceanobacillus iheyensis und Bacillus-
Arten Ahnlichkeiten zu PrtA. Die Homologie von PrtA zu anderen Proteasen ist dabei auf den

Bereich der katalytischen Doménen des Proteins beschrénkt.

Eine phylogenetische Analyse zeigte keine niherenVerschwandtschaftsverhéltnisse von PrtA

zu einem der homologen Proteine (Abb. 46).
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Abbildung 46: Stammbaum basierend auf dem Vergleich der AS-Sequenz von PrtA und den
homologen Proteinen. Angegeben sind die Accesion-Nummern der Proteine (Tab. 17).

NC 003098.1, PrtA von S. pneumoniae R6. NC_003028.1, PrtA von S. pneumoniae TIGR4.
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Tabelle 17: Auswahl homologer Proteine zu PrtA
Accesion-Nr | Protein Organismus Referenz
NP 624131 Subtilisin-dhnliche Thermoanaerobacter [8]
Serinprotease (AprE3), tengcongensis MB4(T)
NC 004847.1 | PrtP Vorlaufer Lactococcus lactis subspec. [35]
cremoris
P15292 PIII-Typ Proteinase Lactobacillus paracasei [149]
(Lactocepin)
P15293 Lactocepin Lactococcus lactis subspec. [149]
cremoris SK11
NC 004193.1 | Lactocepin (zellwand- Oceanobacillus iheyensis HTE831 [94]
assoziierte Serinproteinase)
AY162834.1 |CspA Streptococcus agalactiae [63]
NC _004116.1 | Serinprotease Streptococcus agalactiae 2603V/R | [142]
AY337316.1 |Proteinase Lactobacillus delbrueckii subspec.
lactis
AF133727.1 |PrtH Lactobacillus helveticus [111]
NC 003995.1 | Peptidase S8 Bacillus anthracis Ames [117]
AF468027.1 |Proteinase Lactobacillus pentosus
AF243528.1 |Proteinase Streptococcus thermophilus [50]
NC 004722.1 | Extrazelluldre Protease Bacillus cereus ATCC14579 [74]
NP 664102 | Proteinase Streptococcus pyogenes [12]
MGAS315/ SSI
JC6032 Lactocepin Lactobacillus delbrueckii subsp. [54]
bulgaricus
NC 003485 |Proteinase Streptococcus pyogenes [133]
MGAS8232
AJ512946 Proteinase B Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis
NC 004116 |Proteinase Streptococcus agalactiae 2603V/R | [142]
AAB17762 C5a-Peptidase (ScpB) Streptococcus agalactiae [33]
NP_608046 | C5a-Peptidase (ScpA) Streptococcus pyogenes [12]
MGAS8232
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Das Genom zweier S. pneumoniae-Stimme ist durchsequenziert und unter www.tigr.org
einsehbar. Es handelt sich um die Stimme TIGR4 und R6. Ein Vergleich der stromabwirts
vom prtA gelegenen Region zeigte einen Unterschied zwischen den beiden Pneumokokken-
Stimmen (Abb. 47). Im TIGR4-Genom befinden sich zwischen dem prt4 und den
Komponenten des Phosphotransferasesystems (PTS) drei eingeschobene Insertionssequenzen.
Diese Insertionssequenzen fehlen im R6-Genom.

Ein Vergleich der stromabwirts gelegenen Regionen der homologen Proteine der von dem
Institut of Genomic Research (TIGR) (www.tigr.org) sequenzierten Bakteriengenome und des
PrtA ergab keinerlei Ahnlichkeiten der Genumgebung der jeweiligen Protease zu PrtA (Abb.
47 und 48).

TIGR4
PTS

Hyp prtd IS 1S Hallb Ilc bgaA
5 I s I s s s e
> > «t—> > —> >

R6

PTS

Hyp. prtA IIa IIb TIc bgaA
Il T [ [ [
> > > > > >

Abbildung 47: Vergleich des prt4-Genlocus von Stamm TIGR4 und R6. IS, Insertionssequenzen;
PTS, Phosphotransferasesystem; bgaA, 3-Galaktosidase-Gen.
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Abbildung 48: Schematische Darstellung der Genumgebung einiger der zu PrtA homologen
Proteasen. Hyp., hypothetisch; Put., putativ; Sekret., sekretiertes
* Stellvertretend fiir S. pyogenes MGAS315, S. pyogenes SF370 Serotyp M1 und S. pyogenes SSI-1
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4 Diskussion

Streptococcus pneumoniae ist ein human-pathogenes Bakterium, das schwere Erkrankungen
hervorrufen kann. Der genaue Mechanismus der Invasion und der Zerstérung von Gewebe
des Wirtes ist noch nicht vollstindig aufgeklart. Verschiedene, vor allem
oberflachenlokalisierte Proteine, spielen bei der Kolonisierung und Invasion des
Wirtsgewebes eine Rolle.

Ein 2001 neu beschriebenes Protein von S. pneumoniae ist das PrtA. Es handelt sich um eine
immunogene, oberflichenlokalisierte Serinprotease, die Homologien zu Proteasen in
Laktokokken, Laktobazillen und Streptokokkenspezies aufweist [18]. Proteasen spielen eine
wichtige Rolle bei der Bereitstellung von Nahrstoffen, indem sie Proteine wie Albumin [90],
Kollagen [62, 79], Komplementfaktoren [37], Speichelproteine [34] und Immunglobulin Al
[113] spalten. Auch sind sie an der Bindung an extrazelluldre Bestandteile beteiligt [63, 68].

In der vorliegenden Arbeit wurde zundchst die Serinprotease PrtA von S. pneumoniae
aufgereinigt. Um eine Aufreinigung der zellwandverankerten Protease zu ermdglichen, wurde
eine Mutante erzeugt, bei der die Protease ohne Verankerung in den Uberstand abgegeben
werden sollte. Erreicht wurde dies durch Insertion einer Erythromycinkassette 47 bp vor dem
LPXTG-Motiv. Diese C-terminale Deletion sollte keinerlei Einfluss auf die Stabilitdt und
Aktivitdt des Proteins haben. Bruinenberg et al. haben durch Deletionsversuche an der
Serinprotease PrtP von Lactococcus lactis SK11 festgestellt, dass es bei zunehmender
Deletion des C-Terminus zur Instabilitit, Autoproteolyse und geringerer proteolytischer
Aktivitdt des Proteins kommt. Bei Deletion lediglich des LPXTG-Ankers wurden jedoch
keine Verdnderungen des Proteins in Struktur oder Aktivitit erhalten [25]. Mit Hilfe von
Histidinen (His-Tag), die vor dem LPXTG-Motiv insertiert waren, konnte das Protein
affinitdtschromatographisch aufgereinigt werden. Bei einem Protein von 240 kDa GréB3e ist zu
vermuten, dass dieses His-Tag kein Problem bei der Faltung darstellt, so dass Spezifitidt und
Aktivitdt des Proteins nicht beeintrichtigt sein sollten. Das kann jedoch nur vermutet werden,
da weder die Struktur noch die Funktion der Protease zum gegenwirtigen Zeitpunkt bekannt

sind.

Eine Uberpriifung der LPXTG-defizienten Mutante (SP-104) und der LPXTG-defizienten
His-Tag Mutante (SP-107) auf die Oberflachenlokalisierung der Serinprotease PrtA mittels
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FACScan Flow Cytometrie ergab, dass PrtA auf der Zelloberfliche der Pneumokokken
vorhanden war, jedoch in geringerem AusmalB, als beim Wildtyp. Aufgrund des fehlenden
LPXTG-Motivs der Protease bei den Mutanten war zu vermuten, dass kein PrtA auf der
Oberfldache detektiert werden kann. Wahrscheinlich wurde bei diesen Mutanten PrtA bei der
Durchschleusung der Zellmembran auf der Oberflache nachgewiesen. Auch war eine grof3ere
Proteinmenge auf der Zelloberfliche bei der LPXTG-defizienten Mutante SP-104
festzustellen als bei der LPXTG-defizienten His-Tag Mutante SP-107. Beide Mutanten
unterscheiden sich lediglich durch die C-terminal angehéngten Histidine. Vielleicht behindern
die Histidine das Durchschleusen des Proteins durch die Zellmembran, so dass das Protein
langer auf der Oberflache verweilt und damit mehr Primérantikorper gebunden waren als bei

Mutante SP-104.

Fiir die Herstellung der Mutanten wurde der kapsellose Stamm R6 verwendet. Ein Vergleich
der FACS-Analysen zwischen dem unbekapselten R6 und dem bekapselten D39 zeigten
interessanterweise  einen  deutlichen  Unterschied in der Darstellbarkeit der
Oberfldachenlokalisierung von PrtA. Beim D39 war genauso viel PrtA auf der Oberfldche der
Pneumokokken festzustellen, wie bei der PrtA-defizienten Mutante (SP-111). Der Stamm
D39 ist jedoch ein Wildtyp, bei dem sowohl PrtA im Gesamtzelllysat als auch im
Kulturiiberstand detektiert wurde. Da der einzige Unterschied zwischen dem R6 und dem D39
in der Kapsel liegt [72], scheint die Kapsel das PrtA so zu verdecken, dass es vom Anti-
Serum nicht erkannt wurde. Auch bei von Bethe durchgefiihrten Versuchen zur
Opsonophagozytose zeigte sich bei Verwendung von Stamm R6 und Anti-PrtA-Serum eine
Erhohung der Opsonophagozytose, wahrend keine Erhohung der Opsonophagozytose des
Stammes D39 beobachtet wurde [18]. Entweder wird das PrtA tatsdchlich durch die Kapsel
geschiitzt oder es wird nur der Bereich, gegen den das Antiserum gerichtet ist, abgeschirmt.
Versuche mit einem gegen das Gesamt-PrtA gerichteten Antikdrper wiirden iiber diese Frage
Aufschluss geben. Weiser et al. haben gezeigt, dass die Kapselpolysaccharide einer
Regulation unterliegen [155]. Daher wire es weiterhin moglich, dass das PrtA nur in

bestimmten Wachstumsphasen verdeckt wird.

Nach affinititschromatographischer Auftrennung lie3 sich das PrtA aus dem Kulturiiberstand
der LPXTG-defizienten His-Tag Mutante SP-107 auf einem Gel darstellen. Bethe et al
(2001) haben zwei Formen von PrtA beschrieben, eine mit 240 kDa und eine mit 215 kDa,

und sie haben angenommen, dass es sich bei der grofleren Form um ein Vorlduferprotein von
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PrtA und bei der kleineren Form um das maturierte Protein handeln konnte [19]. Bei
Proteinen, die als Pra-Pro-Proteine synthetisiert werden, wird bei der Translokation durch die
Membran das Signalpeptid abgespalten. Durch Abspaltung des Pro-Peptids erfolgt die
Aktivierung der Protease. Dieser Aktivierungsschritt wird durch Maturaseproteine ausgefiihrt.
Maturasen werden meist in der Ndhe der Substratproteine kodiert. Fiir die zu PrtA homologen
PrtPs von Lactobacillus paracasei und Lactococcus lactis wurden stromaufwérts der prtP-
Gene Maturaseproteine gefunden [67, 148]. In der Nidhe des prtA-Genlokus befand sich
jedoch kein Gen, das fiir ein Maturaseprotein kodiert [19]. Overweg et al. haben aber ein
Maturase-dhnliches Protein PpmA beschrieben, das Homologien zu der Maturase PrtM von
Lactococcus paracasei autweist [106]. Es konnte allerdings von Bethe (2001) gezeigt werden,
dass es sich bei PpmA nicht um die Maturase handelt, die PrtA prozessiert [18].

Die Grofle des aufgereinigten PrtA ldsst sich auf einem 4,5 %igen Minigel nicht klar
bestimmen. Auf dem Westernblot des aufgereinigten, elektrophoretisch aufgetrennten PrtA
war eine dominante Bande zu erkennen. Da oberhalb dieser Bande zum Teil eine weitere
Bande zu sehen war, ist anzunehmen, dass es sich bei der dominanten Bande um die 215 kDa-
Form und bei der schwiicheren oberen Bande um die 240 kDa-Form des PrtA handelte. Uber
die LPXTG-defiziente His-Tag Mutante konnte somit die 215 kDa-Form des PrtA, die
angenommene maturierte Form des Proteins, aufgereinigt werden. Eine anschlieBende
Dialyse des Proteins zeigte eine deutliche Verringerung der aufgereinigten Proteinmenge. Das
Protein scheint nach der Aufreinigung degradiert zu sein, so dass die Proteasefragmente den
Dialyseschlauch verlassen konnten. Um eine deutlich groBere Menge an aufgereinigtem
Protein zu erhalten, wurde der Kulturiiberstand stdrker als zuvor eingeengt. Eine stérkere
Einengung brachte jedoch keine grofere Ausbeute. Das Protein scheint, neben der
Maturierung, einem Autolyseverhalten zu unterliegen. Das gleiche Phdnomen wurde 2001
von Peng et al. bei der Signal-Peptidase I beschrieben. Die Signal-Peptidase I ist wie das PrtA
eine Serinprotease, die einer Selbstprozessierung (Autolyse) unterliegt. Durch
Titrationsversuche konnte gezeigt werden, dass die Autolyse des Proteins ein
konzentrationsabhédngiges Ereignis ist. Bei zunehmender Enzymkonzentration nahm auch die
Autolyse zu [112, 161]. Um dieses Autolyseverhalten bei PrtA genauer zu analysieren, wurde
aufgereinigtes PrtA in einer zweidimensionalen Gelelektrophorese aufgetrennt und geblottet.
Ein nicht autolysiertes Protein hétte einen Spot ergeben miissen. Es waren jedoch fiinf Spots
zu erkennen. Das PrtA scheint damit tatsdchlich einer Auto-Prozessierung zu unterliegen. Ein
vergleichbares Autolyseverhalten wurde auch bei der Signal-Peptidase I von Streptococcus

pneumoniae [112], Bacillus subtilis [147] und Escherichia coli [140], dem PrtP von
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Lactococcus lactis SK11 [25] oder bei dem LexA von Escherichia coli [89] beobachtet. Die
Auto-Prozessierung ist ein spezifischer Prozess, der durch einen intramolekularen
Mechanismus katalysiert wird. Er ist unabhingig von anderen Proteasen [112, 161], was
durch die zweidimensionale Auftrennung des aufgereinigten PrtA auch fiir diese Protease
bestitigt werden konnte. Proteaseinhibitoren wie PMSF konnen die Prozessierung der
Proteasen nicht verhindern [73, 112, 147], was erklért, dass das PrtA trotz Zugabe von PMSF
sich in mehrere Produkte zerlegt hat.

Bei einer zweidimensionalen Auftrennung des aufgereinigten Proteins sind fiinf Spots zu
erkennen. Vergleicht man die Banden einer eindimensionalen Auftrennung des
Gesamtzelllysats von R6 mit denen der PrtA-defizienten Mutante Sp-111, lassen sich 5
Banden dem PrtA zuordnen. Die Banden bei 215 kDa und bei 180 kDa stimmen mit den
Spots auf dem Blot der zweidimensionalen Auftrennung des PrtA tiberein, wéihrend die dritte
Bande mit einer Grofle von ungefahr 88 kDa von den zwei anderen Spots abweicht. Das PrtA
scheint wahrscheinlich bei flinf auf dem Blot sichtbaren Banden vier Schnittstellen fiir eine
Auto-Prozessierung zu haben. Es konnten jedoch nur die Fragmente auf den Blots dargestellt
werden, die den C-terminalen Bereich, gegen den das verwendete Antiserum gerichtet ist,
besitzen. Daher konnen durchaus mehr Autoprozessierungsstellen vorkommen. Vergleicht
man die Autoprozessierungsstellen anderer Proteasen aus S. pneumoniae [112, 161], E. coli
[140] und B. subtilis [147] mit der Aminosduresequenz des PrtA, findet man im PrtA die
Schnittmotive VAA, VVA, GES und VTA wieder. Eine Uberpriifung des PrtA mit der
Proteinanalysesoftware DNAstar auf die nach dem Schneiden an erwédhnten Motiven
entstechenden Fragmente auf GroBfe und pl, ergaben GES und VTA als mogliche
Autoprozessierungsstellen. Das Motiv VTA befindet sich an Position 2089 im PrtA. Es liegt
damit 19 Aminosduren vor dem LPXTG-Anker. Es konnte sich hierbei um die Schnittstelle
handeln, durch die das PrtA vom Zellwandanker gelost wird, um in den Kulturiiberstand
entlassen zu werden. Durch diese beiden Motive kann allerdings nur ein Spot des
zweidimensional aufgetrennten PrtA erkldrt werden. Keines der anderen in Proteasen
vorkommenden Schnittmotive scheint im PrtA eine Bedeutung fiir die Autoprozessierung zu
haben. Allerdings ist die auf den Westernblots ermittelte Grofle der PrtA-Fragmente nur sehr
ungenau. Auch die pI-Werte lassen sich nur schlecht ermitteln.

Genauere Aussagen iiber Prozessierungsstellen konnen nur durch N-terminale Sequenzierung
gemacht werden. Um einen Aufschluss iiber die 215 kDa-Form des PrtA zu erhalten, wurden

Versuche unternommen, das aufgereinigte Protein N-terminal zu sequenzieren. Trotz
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mehrmaliger Versuche, das Protein zu sequenzieren, liel sich keine auswertbare Sequenz

erhalten. Moglicherweise ist der N-Terminus blockiert.

Die Wildtyp-Stimme R6 und D39 sowie die Mutanten SP-111 (PrtA-defizient), SP-107
(LPXTG-defizient mit His-Tag) und SP-110 (signalpeptidlos) zeigten in ihrem
Wachstumsverhalten in BHI keinerlei deutliche Unterschiede. Das PrtA scheint weder fiir das
Wachstum der Pneumokokken in komplexem Medium nétig zu sein, noch scheint das PrtA
eine toxische Wirkung auf die Bakterien zu haben, da die signalpeptidlose Mutante das PrtA
auf Grund des fehlenden Signalpeptids in der Zelle akkumuliert.

PrtA ist nicht essentiell fiir S. pneumoniae, dennoch wire es moglich, dass PrtA Substrate
abbauen kann und damit den Pneumokokken als Nutritionsfaktor dient. Homologe Proteasen
von Laktokokken, Laktobazillen und Streptokokkenspezies konnen verschiedene Substrate
abbauen, unter anderem das Kasein [26, 50, 54, 111]. Von Bethe (2001) wurde gezeigt, dass
der Kulturiiberstand von S. pneumoniae kaseinolytische Aktivitdt hat [18]. In dieser Arbeit
konnte die kaseinolytische Aktivitdt des Kulturiiberstands reproduziert werden. Aufgrund der
aufwendigen Herstellung der Mutanten und der Aufreinigung des Proteins lag zu diesem
Zeitpunkt noch kein aufgereinigtes Protein vor, ebenso fehlte eine iiber ortsspezifische
Mutagenese erzeugte PrtA-defiziente Mutante. Daher konnte die fiir PrtA beschriebene
Beteiligung von PrtA am Abbau des Kaseins [18] nicht gezeigt werden. Es konnte lediglich
iber ein natives elektrophoretisch aufgetrenntes Gel mit eingegossenem Substrat und einem
entsprechenden Westernblot gezeigt werden, dass das PrtA fiir den Abbau des Kaseins in
Frage kommt. Mit nativen Gelen liel3 sich die kaseinolytische Aktivitdt des Kulturiiberstands
nicht verldsslich reproduzieren, so dass ebenfalls halbdenaturierende SDS-Polyacrylamidgele
mit eingegossenem Substrat, bei denen nach erfolgtem Lauf das SDS entfernt wurde,
Verwendung fanden. Es liel sich mit Kasein als Substrat leider keinerlei Aktivitit des
Kulturiiberstands beobachten. Obgleich es sich dabei um eine anerkannte Methode handelt, ist
es fraglich, ob diese Methode fiir alle Proteine geeignet ist. Bei derartigen Zymogrammen
wird davon ausgegangen, dass sich das Protein aus dem denaturierten Zustand in den nativen
riickfalten kann. Das PrtA hat ein Molekulargewicht von 240 kDa und ist damit ein sehr
grofles Protein, wodurch die Riickfaltungswahrscheinlichkeit in den nativen Zustand
verringert wird. Die 47 kDa Protease von Yersinia ruckeri [128], die 50-52 kDa
Metalloproteasen von Streptococcus mutans [62] sowie eine Protease von Streptococcus

oralis mit einem MW von 146 kDa [90] konnten zymographisch ohne Probleme dargestellt
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werden. Auch die Aktivitit der 36 kDa Metalloprotease von S. suis konnte auf einem
Zymogramm gezeigt werden, wohingegen die Serinprotease des gleichen Stammes
irreversibel durch SDS gehemmt wurde [76]. Auch ein mit Guanidinhydrochlorid
denaturiertes maturiertes Subtilisin konnte nicht renaturiert werden [73]. Auch ist fraglich, ob
Proteine, die einer Autoprozessierung unterliegen, zu einer Renaturierung in der Lage sind.

Die Darstellung der Proteaseaktivitidt des PrtA im Kulturiiberstand von S. pneumoniae war
nur zum Teil moglich. Der Grund konnte zum einen darin liegen, dass das Protein andere
Bedingungen fiir eine Aktivitdt bendtigt als die in den Versuchen gewihlten. Zum anderen
konnte es sein, dass die von den Pneumokokken expremierte PrtA-Menge fiir die Analyse der
Aktivitdt des Proteins zu gering war, oder die Gelmethoden nicht sensitiv genug. Eine weitere
Erklarung fiir die schlechte Darstellbarkeit der Aktivitét des PrtA konnte in einem Verlust der
Aktivitdit der Protease zu suchen sein. Manche Proteine werden durch eine
Selbstprozessierung inaktiviert, z.B das LexA Protein und die Signal-Peptidase I von E. coli

[112].

Proteasen konnen mehrere Funktionen haben. Die zu PrtA homologe Protease C5a Peptidase,
eine oberflichenlokalisierte Serinprotease der Gruppe B Streptokokken, ist z.B. sowohl eine
spezifische Protease, indem sie den Komplementfaktor C5a schneidet, bindet aber auch an das
extrazellulire Matrixprotein Fibronektin und dient damit der bakteriellen Adhérenz [11, 32].
Extrazelluldre Matrixproteine konnen als Substrat fiir die bakterielle Adhdrenz dienen. Diese
Interaktionen tragen zur bakteriellen Kolonisierung von zerstdrtem Gewebe bei. 1991 zeigte
Courtney, dass im Kulturiiberstand von S. pneumoniae Serinproteasen enthalten sind, die
extrazelluldre Matrixbestandteile spalten konnen [39]. Auch wenn die von Courtney
beschriebene Proteaseaktivitit der Serinproteasen im Kulturiiberstand in dieser Arbeit nicht
gezeigt werden konnte, konnte eine Funktion der Protease in der Adhédrenz an extrazelluldre
Matrixproteine liegen. Als Bestandteile in der Matrix des Wirts kommen neben Fibronektin
auch Kollagen I, III und IV in Frage. Es ist bekannt, dass eine grole Anzahl von
S. pneumoniae-Stammen an Fibronektin binden kann [48]. Verantwortlich fiir die Bindung
von Pneumokokken an Fibronektin ist die Aminosduresequenz RGD (Arg-Gly-Asp), die
sowohl in Fibronektin wie in Fibronektin-Bindeproteinen zu finden ist. Im PrtA kommt diese
Aminosduresequenz nicht vor. Jedoch kann auch ohne dieses Motiv eine Bindung an
Fibronektin erfolgen [11]. Das 2001 neu identifizierte Protein PavA scheint fiir die Bindung
von Pneumokokken an Fibronektin verantwortlich zu sein [68]. Bindungsversuche mit dieser

extrazelluldren Matrixkomponente zeigten tatsdchlich keinen Unterschied in der Bindung
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zwischen R6 und Stamm SP-111. Beide Stimme lieBen dagegen eine starke Bindung an
Fibronektin erkennen. Diese Bindung wurde nicht durch PrtA vermittelt. Einige Stimme von
S. pneumoniae sind in der Lage an Kollagen zu binden [48, 83]. In Dot-Blots zeigte sich eine
deutliche Steigerung der PrtA-Konzentration bei hoheren Kollagenkonzentrationen, d.h. je
mehr Kollagen an die Membran gebunden war, desto mehr PrtA konnte gebunden werden.
Bindungsversuche mit fluoreszenzmarkierten Pneumokokken des Wildtyp-Stammes R6 und
der PrtA-defizienten Mutante SP-111 zeigten jedoch keinen Unterschied in der Bindung an
Kollagen I, so dass davon auszugehen ist, dass PrtA nicht in der Lage ist, an Kollagen I zu
binden. Bei dem fiir die Dot-Blots verwendeten Antikorper handelte es sich um ein
polyklonales Antiserum. Da fiir diesen Versuch eingeengter Uberstand verwendet wurde,
konnte es sich um eine Kreuzreaktion mit einem anderen Protein handeln, das an Kollagen
gebunden hat. Auch bei der Bindung an Kollagen III zeigte sich kein Unterschied zwischen
dem Wildtyp und der Mutante. Das Ergebnis bei Verwendung von Kollagen IV hingegen war
nicht immer reproduzierbar. In zwei von drei Ansdtzen war keine Bindung an das
extrazelluldre Matrixprotein festzustellen. In dem einen Ansatz hingegen kam es vor, dass der
Wildtyp keine, die PrtA defiziente Mutante SP-111 jedoch eine deutliche Bindung an
Kollagen IV zeigte. Die Serinprotease PrtA hat damit nicht an Kollagen IV gebunden, da von
Mutante SP-111 nicht expremiert, scheint aber ein anderes Protein so modifiziert zu haben,
dass dieses nicht mehr in der Lage war, an Kollagen IV zu binden. Eine vergleichbare
Bindungsdifferenz zwischen Wildtyp und einer Mutante wurde bei einer C5a Peptidase-
Mutante von B-Streptokokken bei der Bindung an A549 Zellen (respiratorische Epithelzellen,
die Fibronektin auf der Oberfliche produzieren) beobachtet. Die CS5a-Peptidase-negativ-
Mutante hat signifikant besser an A549 Zellen gebunden als der Wildtyp [32]. Der Grund fiir
das nicht immer eindeutige Bindungsergebnis an Kollagen IV konnte nicht geklirt werden.
Als Adhirenzfaktor scheint PrtA ausgeschlossen werden zu kdnnen, wobei eine Bindung an

Laminin und Vitronektin nicht untersucht wurde.

Bei der Serinprotease PrtA handelt es sich vermutlich um eine Protease, deren Expression
durch die Umweltbedingungen reguliert wird. Bei Wachstum der Pneumokokken in CO,-
angereicherter Atmosphidre war die PrtA-Expression groBer als bei Wachstum unter
anaeroben oder aeroben Bedingungen. Mit der Regulierung der PrtA-Expression scheinen die
Pneumokokken auf verdnderte Umweltbedingungen zu reagieren. Von Weiser wurde gezeigt,
dass Pneumokokken zwischen zwei Varianten wechseln kdnnen, der transparenten und der

opaken Variante [152]. Einige Proteine werden je nach Variante stirker expremiert. Das
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CbpA z.B. wird verstirkt in der transparenten Variante expremiert [119] und trdgt damit zu
einer besseren Kolonisierung der Pneumokokken bei. Auch die Kapselpolysaccharide werden
reguliert. Die Regulation erfolgt abhidngig von der Sauerstoffkonzentration in der Umgebung.
Unter reduzierter Sauerstoftkonzentration werden mehr Kapselpolysaccharide produziert. Die
Konzentration der Kapselpolysaccharide ist hoher in der opaken Variante [155]. Damit kann
vermutet werden, dass das PrtA ebenfalls abhingig vom Phénotyp expremiert wird und damit
eine Funktion bei der Kolonisierung oder Invasion in Wirtsgewebe hat.

Auch durch verschiedene Substanzen wird das PrtA beeinflusst. Bei zusétzlicher Gabe von
Glukose zum Medium wurde die Expression von PrtA reduziert. Einen hemmenden Effekt bei
Zugabe von Glukose konnten auch Secades und Guijarro (1999) bei der extrazelludren
Protease von Yersinia ruckeri beobachten. Die Protease zeigt kaseinolytische Aktivitdt [128].
Die Beeinflussung der PrtA-Expression durch atmosphérische Bedingungen sowie durch

Glukose zeigte sich sowohl auf transkriptionaler wie auf translationaler Ebene.

Lock et al. (1988) beschrieben eine mogliche Modifizierung der Zellwand-gebundenen
Neuraminidase A von S. pneumoniae durch eine Serinprotease [91]. Um die Modifizierung
von bakterieneigenen Proteinen durch die Serinprotease PrtA zu untersuchen, wurden
zweidimensionale Gelelektrophoresen durchgefiihrt. Ein Vergleich der 2-D-Proteingele von
dem Wildtyp R6 und der PrtA-defizienten Mutante SP-91 hat keine auswertbaren
Unterschiede ergeben. Alle Proteinspots, die eine geringe Proteinkonzentration aufwiesen,
wie z.B. der von PrtA, konnten jedoch auf einem solchen Gel nicht erfasst werden. Da die
Proteinkonzentration des PrtA in dem Gesamtzelllysat so gering war, dass das PrtA auf einem
Gel nicht dargestellt werden konnte, ist die Frage, ob eine mdgliche Modifikation von
Proteinen durch das PrtA iiberhaupt gezeigt werden kann. Aufgrund der starken Prédsenz
einiger Spots und der Akkumulierung der Spots auf einem Bereich des Gels, wire eine
Erhohung der Gesamtzell-Proteinkonzentration jedoch nicht sehr effizient. Trotz grof3ter
Auftrennung auch kleiner Spots durch verwendete Gradientengele, waren keine signifikanten
Unterschiede zu erkennen. Um eine Eingrenzung der Spotanzahl zu erhalten, wurden 2-D-
Gele des Gesamtzelllysats auf Nitrozellulose geblottet und mit einem Patientenserum
inkubiert. Ein Spot mit der Grée von 29 kDa zeigte bei der Mutante SP-91 eine
Verschiebung zu hoheren pl-Werten. Bei unverdnderter Grofe, aber Verschiebung eines
Spots, kann es sich um die Verdnderung ein und desselben Proteins handeln, z.B. durch
Phosphorylierung. Es wire vorstellbar, dass das PrtA bei der Aktivierung oder Deaktivierung

des Proteins eine Rolle spielt. Um noch weiter eingrenzen zu kénnen, ob eine Verdnderung
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von Membranproteinen erfolgte, wurde eine Membranprdparation zweidimensional
aufgetrennt. Ebenso wie bei dem Gesamtzelllysat war in einer Membranpréperation die
Verschiebung des 29 kDa-Spots bei der PrtA-defizienten Mutante zu sehen. Das PrtA agiert
auf der Oberfliche der Pneumokokken. Es scheint das 29 kDa-Protein in der Zellwand zu
verandern. Vorstellbar wire, dass iiber das PrtA die Konzentration des aktiven Proteins
reguliert wird. Aufgrund der fehlenden Darstellbarkeit des durch PrtA verdnderten Spots auf
einem Coomassiegel, kann derzeit kein Protein dem Spot zugeordnet werden.

Diese Versuche wurden mit der Knock-out Mutante SP-91 durchgefiihrt, die durch Insertions-
Duplikations-Mutagenese erzeugt wurde. Zu dem Zeitpunkt lag noch keine PrtA-defiziente
Mutante, die durch Insertion einer Erythromycinkassette hergestellt wurde, vor. Es muss

beriicksichtigt werden, dass sekundére Effekte entstehen konnten.

Die Homologie von Proteasen einiger Streptokokken oder Laktobazillen zu PrtA beschrankt
sich auf den Bereich der katalytischen Doménen. Vor allem der carboyxterminale Bereich der
Protease zeigte keinerlei Homologien zu anderen Proteasen. Die Versuche haben gezeigt, dass
es nicht moglich ist aufgrund der bestehenden Homologien auch auf gleiche Funktionen zu
schlieBen. Ebenso ist in der Genumgebung der homologen Proteasen keine Ahnlichkeit zu der
des PrtA erkennbar. Serinproteasen konnen recht unterschiedliche Funktionen haben, so dass
weitere Versuche nétig sind, um genauere Aussagen iiber die Funktion der Protease PrtA
machen zu konnen.

Eine Beteiligung am Abbau von Substraten durch PrtA konnte mit den verwendeten
Methoden nicht gezeigt werden. Sensiblere Methoden miissten angewendet werden, so dass
neben der von Bethe gezeigten Beteiligung des PrtA am Kaseinabbau [18] weitere Substrate
getestet werden konnen. An der Bindung der Pneumokokken an extrazelluldre
Matrixbestandteile war PrtA nicht beteiligt. Die Expression von PrtA wurde durch
Umweltbedingungen reguliert. Versuche mit transparenten und opaken Varianten wiirden
Antwort darauf geben, ob die Regulation der Expression der Protease in Verbindung zur
Phasenvarianz steht. Durch Identifizierung des durch PrtA modifizierten Proteins lieBen sich
weitere Einblicke in die Funktion der Protease erhalten. Das Protein war nativ aus dem
Kulturiiberstand aufzureinigen, unterlag aber einer Autoprozessierung. Versuche zur
Stabilisierung der Protease nach Aufreinigung wiirden die weiteren Arbeiten mit der Protease

wahrscheinlich erheblich erleichtern.
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5 Zusammenfassung

Streptococcus pneumoniae ist ein human-pathogenes Bakterium, das den Nasopharnyx
gesunder Menschen besiedeln kann. Das Bakterium kann sich lokal ausbreiten und zu
schweren invasiven Erkrankungen fiihren, wie der Pneumonie, der Meningitis und der Sepsis.
Zahlreiche, vor allem oberflachenlokalisierte Proteine ermdglichen die Kolonisierung und
Invasion der Pneumokokken. Von Zysk et al. (2000) wurden {iber ein Genbankscreening neue
Proteine von S. pneumoniae gefunden. Eines davon ist die Serinprotease PrtA, die 2001 von
Bethe nédher untersucht wurde. PrtA ist eine in der Zellwand der Pneumokokken verankerte
Protease, die als Pra-Pro-Protein synthetisiert wird. Im Mausmodell zeigte sich die Virulenz
der Protease. Aufgrund der immunogenen Eigenschaften wird PrtA als potentieller Vakzine-
Kandidat beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Serinprotease PrtA nativ aufgereinigt und
Untersuchungen zur biologischen Funktion durchgefiihrt werden. Uber eine durch
ortsspezifische Mutagenese hergestellte Mutante konnte die Protease nativ aus dem
Kulturiiberstand als ein HisTag-Fusionsprotein aufgereinigt werden. Neben den zwei
angenommenen Hauptformen von PrtA mit Molekulargewichten von 240 kDa und 215 kDa
konnten weitere Formen des PrtA durch Westernblot-Analysen identifiziert werden. Mehrere
PrtA-Fragmente sowie die Identifizierung mehrerer Proteinspots bei einer zweidimensionalen
Auftrennung des aufgereinigten PrtA, legen den Schluss nahe, dass es sich bei der Protease
um ein instabiles Protein handelt. Diese Autoprozessierung zeigte sich als
konzentrationsabhingig. Die genauen Prozessierungsstellen konnten noch nicht geklért
werden. Die Expression der Protease unterliegt einer Regulation. Sowohl auf transkriptionaler
wie auf translationaler Ebene zeigte sich eine Beeinflussung der Expression von PrtA durch
atmosphérische Bedingungen, sowie durch Glukose. Eine Beteiligung von PrtA am Abbau
der in der Arbeit erwidhnten Substrate konnte mit den verwendeten Methoden nicht gezeigt
werden. Bindungsversuche von Pneumokokken an Bestandteile der extrazelluldren Matrix,
wie Fibronektin, Kollagen I, IIT und IV, lieBen keine Beteiligung des PrtA an der Bindung an
die jeweiligen Proteine erkennen. Einen Hinweis auf die Modifikation eines bakterieneigenen
Proteins durch PrtA, ergaben zweidimensionale Untersuchungen des Protein-
Expressionsprofils. Das modifizierte Protein konnte bislang noch nicht analysiert werden. Die
Identifizierung dieses Proteins wiirde neue Einblicke in den Aufgabenbereich der Protease

liefern.
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