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KURZZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurden Proteine des bakteriellen Meningitis-Erregers Neisseria
meningitidis mit der Hilfe von Protein Microarrays untersucht. Im Vordergrund stand dabei
die Analyse der Immunantwort gegen Proteine, die durch phasenvariable Gene gesteuert
werden.

Dazu wurden die Gene rekombinant in E. coli exprimiert und anschlieBend aufgereinigt.
Die experimentellen Rahmenbedingungen fiir die Untersuchung dieser Proteine mit Protein
Microarrays wurden optimiert. Eine geeignete Normalisierungsstrategie wurde entwickelt und
ein Multiplexing-Ansatz fiir den effizienteren Einsatz der Microarrays gewahlt.

Alle 103 erfolgreich aufgereinigten Proteine wurden mit 96 Meningitis-Patientenseren
und 36 Kontrollseren auf den Microarrays untersucht. Nach entsprechender
Datenverarbeitung konnten dann Proteine identifiziert werden, die von den Patientenseren
erkannt  wurden. Hervorzuheben sind dabei die IgA-Protease und andere
oberflachenassoziierte Proteine, die von besonders vielen Patientenseren erkannt wurden. Die
starke Immunantwort dieser Proteine zeigt, dass diese Proteine wihrend der Infektion des
Erregers exprimiert wurden und gibt damit Hinweise auf die Rolle der entsprechenden Gene

fiir die Pathogenitét des Erregers.
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AP — Alkalische Phosphatase

CSF — cerebrospinale Fliissigkeit

ddH,0O — doppelt destilliertes Wasser

DNA — Desoxyribonukleinsiure

ELISA - enzyme-linked-immunosorbent assay

FSME — Friihsommermenigitis

GuHCL — Guanidinhydrochlorid

LOS — Lipooligosaccharid

LPS — Lipopolysaccharid

OMP — dulleres Membranprotein

ORF = offene Leseraster/ offener Leserahmen (open reading
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PAGE — Polyacrylamidgelelktrophorese

PCR — Polymerasen-Ketten-Reaktion

PVG — Phasenvariables Gen

PMA — Protein Microarray

RNA — Ribonukleinsédure

SDS — Natriumdodecylsulfat

TK — Testkriterium

TIGR - Institut fiir genomische Forschung (The Institut for

Genomic Research)
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1 EINLEITUNG

Das Bakterium Neisseria meningitidis ist der Hauptverursacher der bakteriellen
Meningitis (Gehirnhautentziindung). Als Wirt kommt fiir diesen gramnegativen Diplokokkus,
auch Meningokokkus gennannt, nur der Mensch in Frage. Neben den Epidemien im
afrikanischen Meningitisgiirtel, erkranken weltweit jdhrlich ca. 500 000 Menschen an
bakterieller Meningitis, viele davon sterben. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass 20 % der
Bevolkerung Trager des Erregers sind, die Infektionsrate jedoch nur bei 1:100 000 liegt
(Davidsen & Tonjum, 2006). Bis heute ist dieses Phanomen jedoch nicht eindeutig geklart. Es
stellt sich die Frage, wie es das Bakterium schafft, plotzlich und innerhalb kiirzester Zeit den
gesamten Korper zu befallen und eine Sepsis hervorzurufen (Blutvergiftung), bis hin zur
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke mit eitriger Infektion der Hirnhaut (Meningitis). Eine
Erklarung hierfiir konnte der Mechanismus der so genannten Phasenvariation sein.

Neisseria meningitidis besitzt die grofte Anzahl an phasenvariablen Genen unter allen
bisher sequenzierten Organismen (Snyder et al., 2001). Es wird vermutet, dass diese
phasenvariablen Gene fiir die Pathogenitdt des Bakteriums mitverantwortlich sind. Auch fiir
das lange Uberleben im menschlichen Kérper im apathogenen Zustand, wobei das
Immunsystem umgangen werden muss, konnten phasenvariable Gene eine Rolle spielen.
Dabei wird die Expression bestimmter Gene durch Zu- oder Abnahme der Anzahl von
Nukleotidwiederholungen geregelt. Dieser Schaltmechanismus konnte bewirken, dass beim
Ubergang von der apathogenen Form zur pathogenen, krankheitsverursachenden Form des
Bakteriums, solche Proteine expremiert werden, die die Invasion des Erregers im gesamten
Korper begiinstigen. Dabei kommen sowohl Strukturproteine als auch Enzyme, die bestimmte
Stoffwechselbedingungen steuern in Frage.

Die Identifizierung von Proteinen, die wihrend der pathogenen Phase des Erregers
exprimiert werden und dem Mechanismus der Phasenvariation unterliegen, ist daher von
hohem Interesse. Damit konnten Hinweise auf die Funktion von bisher unbekannten Genen
bzw. Proteinen erhalten werden und neue Informationen iiber die Rolle der phasenvariablen
Gene und den von ihnen geregelten Proteinen fiir das Uberleben des Bakteriums im Korper
und fiir die massiven Invasion wédhrend der pathogenen Phase gewonnen werden. Zusitzlich
konnten so potentielle diagnostische Marker evaluiert werden.

Der Nachweis kann dabei indirekt iiber in Patientenseren enthaltene Antikorper gegen
diese Proteine erfolgen. Dabei stellen Protein-Microarrays eine geeignete Technologie dar,

um parallel eine grofle Anzahl an Proteinen mit Patientenseren zu screenen (siche Abb. 1).
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Fluoreszenz-markierter Antikorper

Serum-Antikarper

Abb. 1: Prinzip des Nachweises von Neisseria menigitidis-Proteinen mit Hilfe eines Protein Microarrays
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2 ZIELSETZUNG

Das Ziel dieser Arbeit ist die indirekte Expressionsanalyse phasenvariabel expremierter Gene
(PVGs) des bakteriellen Meningitis-Erregers Neisseria Meningitidis mit Hilfe von Protein
Microarrays (PMAs). Dabei sollen diejenigen Proteine identifiziert werden, die bei
Meningitis-Patienten eine Immunantwort ausldésen, um deren Expression wihrend einer
Meningitis nachzuweisen. Diese Proteine konnten spiter als diagnostische Marker bzw. als
Impfstoffkandidaten genutzt werden sowie mogliche Hinweise fiir die Mechanismen wéhrend
der pathogenen Phase von Neisseria meningitidis liefern. Fiir diese Untersuchung sollen
rekombinante, in E. coli exprimierte, Proteine auf eine Protein Microarray-Oberfldche
aufgebracht und dann mit Patientenseren gescreent werden. Serum-Antikorper, die ein Protein
erkennen, sollen dann {iber einen zweiten fluoreszenz-markierten Antikdrper nachgewiesen
werden (siche Abb. 1 unter 1).

Die Arbeit gliedert sich dabei in drei Teilaufgaben:

a) Schaffung der biologischen Voraussetzungen

Hierfiir sollen mit Hilfe geeigneter E. coli-Klone Neisseria meningitidis Proteine rekombinant
expremiert werden. AnschlieBend soll eine Aufreinigung dieser Proteine und eine

Uberpriifung mittels SDS-PAGE erfolgen.

b) Schaffung der methodische Voraussetzungen

Dafiir sollen die Bedingungen der Microarray-Prozedur optimiert werden. Dazu gehdrt die
Wahl einer geeigneten Microarray-Platform bzw. -Oberfliche, die Optimierung von
Inkubations- und Waschschritten sowie die Entwicklung einer passenden Normalisierungs

und evtl. Multiplexing-Strategie.

C) Screening

Wenn sowohl die biologischen als auch die methodischen Voraussetzungen geschaffen sind,
sollen die auf den Microarray aufgebrachten Proteine mit Patienten- und Kontrollseren
gescreent werden. Anschlielend sollen die Daten mit einer geeigneten Methode ausgewertet

werden.
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3 KENNTNISSTAND

3.1 Neisseria meningitidis

Unter einer Meningitis (Gehirnhautentziindung) versteht man allgemein eine durch
verschiede Erreger, vor allem Bakterien, aber auch Viren (z.B. bei FSME), Pilze oder
Parasiten (Békondi et al., 2006), verursachte Entziindung der weichen Héute des Gehirns
(Meninges) und des Riickenmarks. Die bakterielle Meningitis gehdrt zu den zehn haufigsten
Infektionskrankheiten mit einem tédlichem Ausgang (Morens et al., 2004). Neisseria
meningitidis ist dabei der wichtigste Erreger der bakteriellen Meningitis, da er weltweit
Epidemien verursacht (WHO, 2003). Dieses diplokokkoide Bakterium, daher auch
Meningokokkus genannt, kann neben der Gehirnhautentziindung auch eine Sepsis
(Blutvergiftung) verursachen. Insgesamt erkranken weltweit jahrlich ca. 500.000 Menschen
an einer Meningokokkeninfektion (Davidsen & Tonjum, 2006). Lokale Epidemien sind dabei
ausgenommen.

Das Krankheitsbild, welches durch Meningokokken hervorgerufen wird, wurde erstmals
1805 wihrend eines Ausbruchs in Genf beschrieben (Vieusseaux, 1806). Jedoch gelang es
erst 1887 durch Anton Weichselbaum, das Bakterium im Riickenmark von Patienten zu
identifizieren (Weichselbaum, 1887). Er gab dem Erreger auch den Namen Neisseria
meningitidis.

Bis zu Beginn des 20. Jahrhunderts endete eine Erkrankung noch fiir 70% der Patienten
todlich (Flexner, 1913). Auch wenn heute verschiedene Antibiotika zur Bekdmpfung des
Erregers zur Verfiigung stehen, sterben immer noch 9 bis 12 % der an Meningitis erkrankten
und 40% der unter einer Sepsis leidenden Patienten (Rosenstein & Perkins, 2000). Eine akute
Sepsis tritt zwar nicht so hédufig wie Meningitis auf, ist jedoch meist schwieriger zu
behandeln. Von den Uberlebenden einer Meningitis und/oder einer Sepsis behalten 19%
dauerhafte Schiden zuriick, wie z.B. ein vermindertes Horvermogen, andere neurologische
Defekte oder der Verlust von GliedmaBen (Kirsch et al., 1996).

Meningokokken gehoren zur Gattung der Neisseria, die der Familie der Neisseriaceae
zugeordnet sind. Auf der Basis von Genomsequenzierungen werden die Neisseriaceae aktuell
in die Klasse der B-Proteobakterien eingeordnet (Tettelin et al., 2000). Neben N. meningitidis
ist auch N. gonorrhoeae (der Gonokokkus) fiir den Menschen pathogen, also
krankheitsauslosend. Dieses Bakterium ist fiir die sexuell iibertragbare Krankheit Gonorrhoe

(,, Tripper*) verantwortlich. Fiir beide Erreger ist der Mensch der einzige natiirliche Wirt.
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Bei den Bakterien der Art Neisseria meningitidis handelt es sich um Gram-negative,
bohnenférmige, unbewegliche Diplokokken (Abb. 2 ).

Abb. 2: Mikroskopische Aufnahme (links) und schematische Darstellung (rechts) von Meningokokken
(Feavers, 2002)

Wie auch andere Gram-negative Bakterien sind Meningokokken von einer duferen
Membran umhiillt, die Lipide, dullere Membranproteine (OMPs) und Liposaccharide enthilt.
Pathogene Meningokokken besitzen zusdtzlich noch eine Polysaccharid-Kapsel, die den
Erreger wie einen Schutzwall umgibt und hilft dem humanen Immunsystem zu entgehen
(Manchanda et al, 2006). Die unterschiedliche Zusammensetzung dieser
Kapselpolysaccharide bildet die Grundlage fiir die Einteilung der Meningokokken in 13
Serogruppen: A, B, C, 29-E, H, [, K, L, M, W-135, X, Y, Z (Caugant, 1998). Dabei sind die
fiinf Serogruppen A, B, C, W-135 und Y fiir ca. 90% aller Meningokokkenerkrankungen
verantwortlich (Frasch et al., 1985). Am héufigsten sind die Serogruppen A, B und C
vertreten. In Afrika und Asien sind die Serogruppen A und C vorherrschend, in Europa und
Amerika die Serogruppen B (50-70%) und C (30%) (Abb. 3 links). In Deutschland ist der
Anteil an der Serogruppe B auf 71,8% gestiegen (Daten des Nationalen Referenzzentrums fiir

Meningokokken fiir das Jahr 2005, www.meningococcus.de).
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Abb. 3: Verbreitung der hiufigsten Meningokokken-Serogruppen auf der Welt (links) und Ausdehnung des
Meningitisgiirtels in Afrika (rechts)

Am stérksten betroffen ist der so genannte Meningitisgiirtel in der afrikanischen Sub-
Sahara-Region (Serogruppe A) (Abb. 3 rechts). 1996 wurde dort der bisher groite Ausbruch
einer Meningokokken-Epedemie mit 153.000 Erkrankten und 16.000 Toten beobachtet
(WHO, 1997). Die Erkrankungsrate liegt in den Industrienationen, wie Deutschland, bei 1-3
Féllen pro 100.000 Einwohnern. In manchen Entwicklungslandern erhoht sich die Rate auf 10
bis 25 Fille pro 100.000 Einwohner. Der Grund fiir diese Unterschiede liegt in den
verschieden pathogenen Eigenschaften der einzelnen Meningokokken-Stimme sowie in
unterschiedlichen regionalen soziookonomischen Gegebenheiten und Umweltbedingungen
(Manchanda et al., 2006).

Der Anteil der verschiedenen Serogruppen an den Erkrankten schwankt ebenfalls je nach
Altersgruppe. So ist z.B. der Erreger der Serogruppe B fiir liber die Hélfte der Félle bei
Kindern, jiinger als ein Jahr, verantwortlich (Fischer & Perkins, 1997).

Meningokokken werden durch direkten Kontakt oder durch Tropfcheninfektion
iibertragen. Dabei stellt die Schleimhaut des Nasen-Rachen-Raums (Nasopharynx) das
einzige natiirliche Reservoir fiir den Erreger dar (Abb. 4 links). Untersuchungen haben
gezeigt, dass 10 bis 20% der Bevolkerung Trager von N. meningitidis sind, ohne zu erkranken
(Caugant et al., 1994; Davidsen & Tonjum, 2006; van Ulsen & Tommassen, 2006). An Orten,
mit groBen Menschenansammlungen, wie z.B. in Kindereinrichtungen oder
Militérstiitzpunkten erhoht sich die Zahl der Meningokokken-Triager. Der Erreger tritt hier
lediglich als harmloses Kommensal auf. Das heil3t, er lebt mit dem Wirt, also dem Menschen,
zusammen, ohne ihm Schaden zuzufiihren (Abb. 4 rechts). Meist handelt es sich hier um nicht
pathogene Stimme. Aber es gibt auch Fille, bei denen Menschen fiir Monate oder Jahre

Trager pathogener Meningokokken sind, ohne zu erkranken (van Deuren et al., 2000). Im
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Durchschnitt betrdgt die Inkubationszeit bei virulenten Stimmen jedoch nur 4 Tage (WHO,

2003).
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Abb. 4: Besiedlung des Nasen-Rachenraumes als Kommensal (links) und Zusammenhang zwischen
Kommensalismus und Pathogenitét (rechts)

Bei einer Erkrankung durch pathogene Meningokokken gelingt es dem Erreger nach der
Besiedelung der Mund- und Rachen-Schleimhaut, die Epithelzellenbarriere zu durchbrechen
und in die Blutgefile einzudringen. In einigen Féllen verursacht dies eine Sepsis
(Blutvergiftung). Freigesetzte Endotoxine verursachen dabei schwere Storungen des
Gerinnungsystems und kénnen zum tddlichen septischen Schock fiihren (Brandtzaeg et al.,
1992). Wenn es das Bakterium schafft, die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden, kann sich der
Erreger auf Grund der fehlenden humoralen und zelluliren Immunabwehr ungebremst
vermehren und es kommt zur Entziindung des Riickenmarks und der Hirnhaut (Meningitis)
(Abb. 5 links). Dabei treten iiblicherweise Symptome wie ein steifer Nacken, Fieber,
Lichtempfindlichkeit, Kopfschmerzen und Ubelkeit auf. Typische Anzeichen einer Sepsis
sind blutende Ausschlige am ganzen Korper und rapides Kreislaufversagen (WHO, 2003)
(Abb. 5 rechts).

DA
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coll barier vessel  flukd tiss

o 2000 Ellzabalh Moralesilones & Barldl

Abb. 5: Weg des Erregers von der Mundschleimhaut bis zu den BlutgefaBen (links) und die mdglichen
Folgen: Sepsis (rechts oben) und Meningitis (rechts unten)
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Bisher ist es noch nicht vollstindig geklért, welche Faktoren fiir die plotzliche aggressive
Invasion des Erregers im gesamten Korper verantwortlich sind. Bestimmte Wirtsfaktoren,
aber auch bakterielle Virulenzfaktoren miissen dabei eine Rolle spielen.

Es fillt auf, dass die hochsten Erkrankungsraten zwischen einem Alter von sechs
Monaten und 2 Jahren liegen (Abb. 6). In dieser Zeit verringert sich stetig die Anzahl der
miitterlichen Antikdrper. Dies macht die groe Bedeutung der humoralen Immunabwehr
gegen den Erreger deutlich und erkldrt, warum Kleinkinder besonders anfillig fiir eine
Meningokokkeninfektion sind (Goldschneider et al., 1969).

Die meisten Menschen erhalten durch den wiederholten Kontakt mit verschiedenen
Meningokokken und auch den nicht pathogenen Neisseria lactamica eine natiirliche
Immunitdt gegen Meningokokken (Moore et al., 1989). Dies verhindert zwar nicht die
Besiedelung des Nasen-Rachen-Raums, konnte aber vor einer massiven Invasion schiitzen
(Manchanda et al., 2006). Der erneute Anstieg der Meningokokkenerkrankungen bei
Jugendlichen zwischen 15 und 19 Jahren lésst sich mit dem erh6hten zwischenmenschlichem

Kontakt mit Beginn der Pubertét erkléren.

Erke. pro 100,000 Einw.

@ Altersspezifische Inzidenzrate, minnlich

O Altersspezifische Inzidenzrate, weiblich

—

=1 1 2 3 4 5-9 10-14  15-19 20-24 325-39 30-39 40-49 50-59 B0-89 =R9
Alterseruppen in lahren

Abb. 6: Gemeldete Meningokokken-Erkrankungen pro 100.000 Einwohnern, Deutschland 1993-2001,
Erkrankungsraten nach Altersgruppen und Geschlecht (Robert-Koch-Institut, 2002)

Fiir das lange Uberleben des Bakteriums im menschlichen Kérper, trotz vorhandener
Antikorper, und fiir den plotzlichen Wechsel vom harmlosen Kommensal zum aggressivem
Pathogen mit schwerwiegenden gesundheitlichen Folgen, muss der Meningokokkus
Strategien entwickelt haben, die es ihm ermoglichen, der menschlichen Immunabwehr zu
entkommen.

Einer der wichtigsten Virulenzfaktoren ist sicherlich die Ausbildung einer

Polysaccharidkapsel, die den pathogenen Erreger als Schutz umgibt. Zusétzlich vermutet
man, dass Adhesine wie Pili und Faktoren, die die Aufnahme von Eisen aus menschlichem

Lactoferin, Transferrin und Hdmoglobin ermdglichen, das pathogene Potential des Erregers
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erhohen (Rosenstein et al., 2001). Ein weiterer wichtiger Pathogenitétsfaktor ist die Freigabe
von &dufleren Membranvesikeln, die Endotoxine (Lipopolysaccharide=LPS), OMPs,
Phospholipide und Kapsel-Polysaccharide enthalten (Manchanda et al., 2006). Das LPS Lipid
A agiert als Endotoxin, indem es mit angeborenen Immunrezeptoren interagiert.

Sehr charakteristisch fiir N. meningitidis ist die sehr variable Expression der Pili, der
OMPs, der Kapsel und der LPS (van Deuren et al., 2000). Man vermutet, dass diese sich
immer wieder dndernde Zelloberfliche eine Immunreaktion des Menschen verhindert bzw.
erschwert und gleichzeitig eine schnelle Anpassung an wechselnde Umweltbedingungen
ermoglicht.

Die genetische Basis fiir die stark variierende Expression und die Anpassungsfahigkeit

wurde durch die Sequenzierung des Meningokokkengenoms offengelegt. Bisher stehen die
Sequenzdaten von N. meningitidis Serogruppe A Stamm Z2491 (Parkhill et al., 2000),
Serogruppe B Stamm MC58 (Tettelin et al., 2000) und Serogruppe C Stamm Fam18 (Sanger)
zur Verfiigung. Es zeigte sich, dass das Genom von N. meningitidis relativ klein ist (z.B. im
Vergleich zu dem von E. coli), eine reduzierte DNA-Reparatur-Kapazitdt aufweist sowie
diverse Mechanismen besitzt, die die Genominstabilitit fordern (Davidsen & Tonjum, 2006).
So vermutet man, dass Meningokokken damit einen Uberschuss an genetischen Varianten
generieren, die dann der natiirlichen Selektion unterworfen sind (Moxon et al., 1998).

Die genomische Diversitdt von N. meningitidis wird durch verschiedene Mechanismen

hervorgerufen. Dazu gehdren z.B. lokale genomische Anderungen gesteuert durch
wiederholte Sequenzelemente, die die Duplikation, Deletion und die Rekombination von
einzelnen Genomregionen erleichtern (Davidsen & Tonjum, 2006). Weiterhin nutzen
Meningokokken horizontalen Gentransfer durch Transformation, also der Aufnahme von
externer DNA und deren Einbau durch homologe Rekombination (Chen & Dubnau, 2004).
Der Mechanismus der so genannten Antigen-Variation fithrt dazu, dass zu einem Zeitpunkt
immer nur eine bestimmte Variante von z.B. Zelloberflichenkomponenten wie Pili, LPS oder
verschiedenen Proteinen exprimiert wird, obwohl der Erreger das genetische Material fiir sehr
viele Varianten besitzt. Hier wird der Mechanismus der Genkonversion genutzt (Zhang et al.,
1992). Zusammen mit dem weiteren fiir die genomische Variabilitidt entscheidenden
Mechanismus der Phasenvariation (siehe 3.2) ist der Meningokokkus so mit einem groflem
Repertoire an Phédnotypen innerhalb einer klonalen Population ausgestattet und kann damit
anscheinend dem menschlichem Immunsystem entkommen und sich schnell an einen neuen

Wirt anpassen.
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Zur Diagnose einer Meningokokkeninfektion wird meist eine Riickenmarkspunktion
durchgefiihrt. Teilweise kann man dann schon durch mikroskopische Untersuchungen, wie
z.B. durch Gram-Farbung, Meningokokken identifizieren (Dunbar et al., 1998). Zur
Bestitigung wird aber meist eine Bakterien-Kultur von Riickenmarks- oder Blut-Proben
angelegt, wobei die Riickenmarks-Analyse mehr Sicherheit bietet. Zur Feststellung der
Serogruppen, z.B. fiir eine passende Antibiotika-Behandlung, sind noch weitere Tests
notwendig. Dazu gehort z.B. die direkte Antigen-Detektion mittels Latex-Agglutination, bei
der die Kapsel-Polysaccharide in der zerebrospinalen Fliissigkeit (CSF, cerebrospinal fluid,
Gehirn-Riickenmarks-Fliissigkeit,), Serum oder Urin mit spezifischen Antikdrpern
nachgewiesen werden (Zollinger & Boslego, 1997). Jedoch werden ca. 50% der Fille mit
dieser Methode nicht erkannt. Am sensitivsten ist bisher der Nachweis iiber die Polymerasen-
Ketten-Reaktion (PCR). Dabei werden durch spezifische Primer bakterielle Gene
nachgewiesen. Das Gen, welches das Protein PorA kodiert, stellte sich dabei als besonders
geeignet heraus, da damit ein besonders spezifischer und sensitiver Nachweis moglich ist
(Jordens & Heckels, 2005). Es existiert jedoch immer noch ein groBer Bedarf an der
Identifizierung weiteren neuer diagnostischer Marker fiir Meningokokkeninfektionen, auch
fiir den Nachweis ganz bestimmter Meningokokkenstimme.

Fiir die Behandlung einer N. meningitidis Infektion stehen verschieden Antibiotika, wie
z.B. Sulfonamid, Penicillin und Chloramphenicol zur Verfiigung. Grofle Probleme macht
dabei die Entwicklung von Resistenzen des Erreger gegeniiber den eingesetzten Antibiotika
(Galimand et al., 1998). Dies wird vor allem durch die oben beschriebene grofle genomische
Dynamik der Meningokokken begiinstigt.

Da der Mangel an spezifischen Antikoérpern fiir eine massive Ausbreitung der
Meningokokkeninfektion verantwortlich ist, kann eine Erkrankung durch die Induzierung
dieser Antikorper mittels einer Impfung verhindert werden. In den 60er Jahren wurden so
erste Impfstoffe auf der Basis von Kapsel-Polysacchariden gegen Erreger der Serogruppe A
und C entwickelt (Rosenstein et al., 2001). Heute stehen Impfstoffe gegen die Serogruppen A,
C, Y und 135-W zur Verfiigung. Gegen die Serogruppe B konnte allerdings bisher noch kein
wirksamer Impfschutz entwickelt werden. Eine Ursache hierfiir ist die strukturelle
Ahnlichkeit der Polysaccharidkapsel, die ein Hauptantigen des Pathogens darstellt, mit einem
menschlichen Protein (N-Cam), welches eine Immunantwort verhindert (Griffiss et al., 1991).
Impfstoffe, die die Polysaccharide der Kapsel von Serogruppe B nutzen, bergen daher
zusétzlich die Gefahr einer Autoimmunreaktion. Deshalb liegt der Fokus bei der Entwicklung

eines Impfstoffs gegen Erreger der Serogruppe B eher auf Antigenen, die sich nicht auf die
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Kapsel bezichen wie z.B. OMPs (Manchanda et al., 2006). Auch die Identifizierung neuer
Pathogenitétsfaktoren wire eine Quelle fiir potentielle Impfstoffkandidaten.

Diese Strategie wiirde sich auch fiir andere Serogruppen anbieten, da N. meningitidis
durch genetische Mechanismen zwischen den verschiedenen Kapselvarianten wechseln kann
und damit die gegen eine bestimmte Serogruppe gerichteten Antikorpern ihre Wirkung

verfehlen (Swartley et al., 1997).

3.2 Phasenvariation

Viele Bakterienarten nutzen genetische Mechanismen, um sich verdnderten
Umweltbedingungen anzupassen. Die Expression der meisten bakteriellen Gene wird dabei
auf der Ebene der Transkription iiber die Kontrolle des Promotors geregelt, was zu einer
abgestuften erhohten oder verringerten Expression des entsprechenden Gens fiihrt. Eine
andere wichtige Strategie, ist der Mechanismus der so genannten Phasenvariation. Darunter
versteht man das meist reversible ,,An- und Abschalten® der Expression bestimmter Gene auf
DNA-Ebene (Henderson et al., 1999). Diese phasenvariablen Gene werden also entweder
normal exprimiert (,,An*) oder gar nicht bzw. nicht korrekt exprimiert (,,Aus). Damit konnen
innerhalb weniger Generationen viele verschieden Phinotypen in einer klonalen Population
hervorgebracht werden.

Phasenvariation wurde erstmals bei Haemophilus influenza nachgewiesen (Hood et al.,
1996), spater auch bei Helicobacter pylori (Saunders et al., 1998) und anderen Bakterien. Die
Genomsequenzierungen verschiedener N. meningitidis Stimme (Parkhill et al., 2000; Sanger;
Tettelin et al., 2000) fithrte zu Identifizierung von ca. 100 phasenvariablen Genen. Damit
besitzen Meningokokken die grofite Anzahl an putativen phasenvariablen Genen unter allen
bisher sequenzierten Organismen (Snyder et al., 2001).

Fiir das Auftreten der Phasenvarianz sind verschiedene Mechanismen verantwortlich.
Dazu gehoren epigenetische DNA-Methylierungen, die Neuanordnung von DNA und das so
genannte ,,slipped strand mispairing* (Henderson et al., 1999). Wobei der zuletzt genannte
Mechanismus am héufigsten auftritt und auch bei N. meningitidis bei den meisten
phasenvariablen Genen cine Rolle spielt (Saunders et al., 2000). Dabei findet eine Regulation
durch die Variation der Anzahl repetitiver Elemente in der Gensequenz statt. Die repetitiven
Sequenzen konnen entweder im offenen Leserahmen (ORF) eines Gens, innerhalb des
Promotorbereichs oder in der Nihe des Promotors, vor dem -35-Element, lokalisiert sein

(Martin et al., 2003; Saunders et al., 2000; Snyder et al., 2001). So bewirkt die Addition oder
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Deletion eines repetitiven Elements (Repeats) je nach Lage entweder eine Verschiebung des
Leserahmens (Frameshift) und damit eine Beeinflussung der Translation. Anderungen im
Promoterbereich oder vor dem -35-Element wirken sich auf die Bindung der RNA-
Polymerase und somit auf die Transkription aus (Abb. 7 a).

In Abb. 8 b ist die Deletion eines Repeats durch ,,slipped strand mispairing* dargestellt:
Wihrend der Replikation kann es zu Verschiebungen entlang des Synthese- oder Template-
Stranges und damit zu nicht korrekt hybridisierten Strdngen kommen. Ist der Template-Strang
betroffen so werden ungepaarte Nukleotide sowie die entstandene DNA-Schleife durch DNA-
Reparaturmechanismen entfernt, so dass die replizierte DNA ein Repeat weniger enthilt.
Umgekehrt wird die replizierte DNA um ein Repeat ergénzt, wenn der Synthese-Strang
betroffen ist (Davidsen & Tonjum, 2006). In den meisten Féllen handelt es sich um Bereiche
innerhalb des ORF. Kommt dort ein Repeat mit einer nicht durch drei teilbaren Anzahl an
Nukleotiden hinzu oder wird entfernt, so kommt es zu einem Frameshift, der dazu fiihrt, dass
eine ,,falsche* Aminosduresequnez entsteht. Das Tranlationsprodukt ist damit nicht mehr
funktionstiichtig. Oft kommt es auch bei der Verschiebung des Leserahmens zum vorzeitigen
Abbruch der Translation aufgrund eines neu auftretendem Stoppcodons und somit entsteht ein

verkiirztes und ebenfalls nicht mehr funktionsfahiges Protein.
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Abb. 7: (a) Lage von repetitiven Sequenzelementen und deren Auswirkung auf Trankription oder

Translation (b) Deletion eines Repeats durch ,slipped strand mispairing am Template-Strang
wihrend der DNA-Replikation (Davidsen & Tonjum, 2006)

Einige der identifizierten Kandidaten fiir phasenvariable Gene wurden schon in anderen
Studien als tatsdchlich phasenvariabel bestitigt, fiir die meisten ist dieses jedoch noch zu
beweisen, sie werden deshalb unter putativen phasenvariablen Gene aufgefiihrt.

Ein groBer Teil der phasenvariablen Gene kodiert fiir Proteine, die sich an der
Zelloberflache befinden bzw. an der Interaktion mit dem Wirt, also mit menschlichen Zellen,
beteiligt sind. Dazu gehdren duflere Membranproteine (OMPs) wie Opa, Opc und PorA,
Modifizierungen von Lipopolysacchariden (LPS) und Kapselbestandteilen, Pili sowie
spezifische Adhédsine (Abb. 8) (Davidsen & Tonjum, 2006).

Viele dieser Proteine gelten als wichtige Virulenzfaktoren (sieche 3.1). Gleichzeitig

ergeben sich durch das hidufige An- und Abschalten der verschiedenen Gene immer wieder
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vollig neue Phénotypen, die es dem Erreger ermdglichen, das menschliche Immunsystem zu
umgehen. Denn eine Immunantwort, die sich gegen zwischenzeitlich verinderte
Oberflichenantigene richtet, ist unwirksam. Dies stellt ebenfalls ein Hindernis bei der

Entwicklung wirksamer Impfstoffe dar.

v— PilC

Phenotype Gene v Type IV
Type IV pil pilE, pils ety pilss
Type IV pilus adhesin pilC ‘:y 4 \{i‘.

Opacity protein opa g Y LPS
Outer-membrane protein opc ot — Opa
Outer-membrane protein porA -
Adhesin nadA ' ‘? "@
Lipo-oligosaccharide IgtA,C,D,G ol =
modification ';I;\ . E — Ope
Haemoglobin receptor hpuAB, hmbR

Capsule siaD %Tﬁé'

Abb. 8: Ubersicht verschiedener phasenvariabler Gene bei N. meningitidis (links) (Davidsen & Tonjum,
2006) und schematische Darstellung der entsprechenden Genprodukte (rechts)

Der N. meningitidis Stamm MC58 der Serogruppe B, besitzt 83 potentielle phasenvariable
Gene, die auch in dieser Arbeit untersucht werden sollen. Fiir Serogruppe A wurden dagegen
nur 68 Gene identifiziert (Snyder et al., 2001). Erreger der Serogruppe B besitzen bisher die
grofite Anzahl phasenvariabler Gene unter den analysierten Meningokokken-Stdmmen.

In einer Studie, bei der die Immunantwort von Meningitis-Patienten gegen Proteine, die
von phasenvariablen Genen des MC58 Stammes kodiert werden, mit Protein-Microarrays
untersucht wurde, fiel das OMP OpaV auf. 11 von 20 Patientenseren erkannten dieses
Oberflichenprotein und es kann daraus geschlussfolgert werden, dass dieses Protein haufig
wiéhrend der pathogenen Phase des Erregers exprimiert wird (Kreutzberger, 2005; Steller et
al., 2005).

Die Untersuchung der phasenvariablen Gene von N. meningitidis auf der Proteinebene
kann also zum Verstindnis ihrer Rolle fiir den Erreger beitragen sowie helfen neue potentielle

diagnostische Marker, Pathogenititsfaktoren und Impfstoftkandidaten zu identifizieren.
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3.3 Protein-Microarray-Technologie
3.3.1 Von DNA zu Protein Microarrays

Die grofen Genomsequenzierungsprogramme der letzten 15 Jahren fiihrten zur
Identifizierung vieler neuer Gene, wie z.B. beim Menschen (Venter et al., 2001). Damit war
das Genom aber noch lange nicht ,,entschliisselt”. Als Konsequenz riickte nun die vielfdltige
Expression der Gene, bzw. der von ihnen codierten Proteine in den Mittelpunkt. Nach der
Sequenzanalyse und Annotierung der einzelnen Gene (,,Genomics®) wurden daher verstarkt
Transkriptomanalysen (,,functional Genomics*“ oder auch Transcriptomics) durchgefiihrt.
Dabei interessierte man sich fiir die Art und Menge der mRNA, die zu einem bestimmten
Zeitpunkt in einem bestimmten Gewebe bzw. in einer Zelle exprimiert wird, um damit
Hinweise auf die Funktion des entsprechenden Gens bzw. Genprodukts oder auch iiber
Krankheitszusammenhinge zu erhalten.

Mit den Methoden der Transcriptomics lassen sich jedoch ldngst nicht alle
Fragestellungen beantworten. So spiegelt die Menge an mRNA eines Gens, nicht unbedingt
die Menge oder die Aktivitit des translatierten Proteins wieder (Gygi et al., 1999;
Kambhampati, 2004). Ein Grund dafiir ist die posttranskriptionale Kontrolle der
Proteintranslation. Beispielsweise konnen RNA Molekiile durch das sog. ,,RNA-Storage*
iiber lange Zeitraume in der Zelle gelagert werden und eine Proteinbildung erfolgt dann erst
wesentlich spiter. Eine reine Analyse auf der Ebene der mRNA wiirde in diesem Falle zu
falschen Schlussfolgerungen fithren. Des Weiteren lassen sich bestimmte Aspekte
ausschlieflich auf Proteinebene untersuchen. Dazu zéhlen alle Interaktionen von Proteinen
mit anderen Molekiilen (Antikorpern, DNA, kleine Molekiile, andere Proteine,...), sowie die
tiber 200 moglichen posttranslationalen Modifikationen von Proteinen (Phosphorylierungen
Acetylierungen, Methylierungen, Glykosylierungen usw.) (Feilner et al., 2005; Kersten et al.,
2005). So entsprechen den ca. 22.000 menschlichen Genen 100000 bis hin zu mehreren
Millionen verschiedene Protein-Molekiile (Orchard et al., 2005). Das Proteom erweist sich
demnach als wesentlich komplexer als das zugrunde liegende Genom. Die direkte Analyse
von Proteinen ist damit unausweichlich. Auch bei Untersuchungen von Proteininteraktionen,
z.B. in der pharmazeutischen Forschung, miissen die Proteine direkt analysiert werden, um
eindeutige Aussagen generieren zu konnen. Die konventionellen Methoden der Proteomics,
umfassen hauptsidchlich verschiedene Chromatographie und Elektrophorese-Methoden. Die
Massenspektrometrie erlaubt zwar eine quantitative Analyse von vielen Proteinen gleichzeitig

(meist gekoppelt mit einer 2D-Gelelktrophorese), ist aber sehr aufwendig und kostenintensiv.
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Strukturelle Proteinanalysen lassen sich mit Hilfe der Rontgenkristallographie durchfiihren.
Eine andere Methode fiir in vivo Protein-Interaktionstudien ist das ,,Yeast Two Hybrid*
System, welches Transkriptionsfaktoren und Markergene nutzt (Fields & Song, 1989). Schon
langer etabliert sind verschiedene Festphasenassays fiir die Immunoanalytik wie z.B.
Westernblotting oder der bekannte ELISA-Test.

Herkémmliche Genexpressionsstudien fiir die Transkriptomananlyse waren aufgrund der
Vielzahl von Genen mit sehr viel Aufwand verbunden. Um Kosten zu sparen, ging der Trend
immer weiter in Richtung Parallelitdt, Miniaturisierung und Automatisierung, welche alle
dem ,,High Throughput* dienen sollten. Anfang der 90er Jahre wurden so die ersten DNA
Microarrays entwickelt und standig weiter optimiert (DeRisi et al., 1997; Schena et al., 1995).
Auf einer planaren Oberfliache ist dabei DNA in hoher Anzahl und Dichte in definierter
Mikroanordnung ("Microarray") fixiert (z.B. auf einem Glastriger). Jeder Messpunkt ("Spot")
reprisentiert dabei ein Gen. Gibt man markierte mRNA aus einer Probe (z.B. eines kranken
Gewebes) auf den Chip, so bindet sie an komplementire Sonden auf der Oberfliche und
entsprechende Spots sind je nach Menge der mRNA stirker oder schwicher detektierbar
(Abb. 9). So ist es beispielsweise moglich nach geeigneter Datenanalyse, einzelne Gene bzw.
deren Uber- oder Unterexpression bestimmten Krankheiten oder Stoffwechselwegen
zuzuordnen. Mit Hilfe von DNA Microarrays wurde auch schon das Transkriptom von N.
meningitidis wihrend verschiedener Infektionsstadien untersucht (Dietrich et al., 2003;
Grifantini et al., 2002; Kurz et al., 2003).
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Abb. 9: Dimension, Aufbau und Funktionsweise eines DNA-Microarrays

Auch im Bereich der Proteomics werden Parallelitit, Miniaturisierung und ein hoher
Durchsatz fiir die Analyse von Proteinen im groflen Maflstab angestrebt. Neben den gidngigen

Mikrotiterplatten, die 96 Analysen gleichzeitig ermdglichen, wurden schon in den 80er Jahren
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kleine Mengen wieder zuerst mit Nukleinsduren auf Nitrocellulose-Membranen “gedotted*
(Thoman, 1980). Die damit durchgefiihrten ,,Dot Blot“ Analysen waren aufgrund des
geringen Probenvolumens wesentlich sensitiver.

Es lag also nahe einige klassische Methoden der Proteomics mit den bekannten, schon
etablierten Techniken der DNA-Microarrays zu verkniipfen, um eine parallele Analyse einer
groflen Anzahl an Proteinen in einem einzigem Experiment durchfiihren zu kénnen. Ende der
90er Jahre wurden schlielich erste Protein-Arrays entwickelt. Diese noch relativ grofen
»Macroarrays“ (ca. 22 x 22 cm) wurden und werden noch heute genutzt, um cDNA-
Bibliotheken nach rekombinanten Proteinen zu screenen (Bussow et al., 1998) und fiir erste
funktionelle Studien einzusetzen (Lopez & Pluskal, 2003). Diese Macroarrays haben
theoretisch die gleichen Eigenschaften von Microarrays, jedoch bereitet die Grofle einige
Probleme. So wird bei dieser Methode ein groBles Probenvolumen bendtigt. Bei Versuchen
mit kostspieligen oder nicht in beliebig groBen Mengen zur Verfiigung stehenden Material
(z.B. Patientenproben) werden eigentlich nétige Versuchswiederholungen zum Problem.

Die technische Weiterentwicklung von Protein Microarrays dauerte dann noch einige
Jahre aufgrund der wesentlich groBeren Diversitidt und Komplexitidt der Proteine gegeniiber
den verhidltnisméBig einfach strukturierten, untereinander sehr dhnlichen Nukleinsduren
(Angenendt et al., 2002; Angenendt et al., 2003b). Viele der Techniken, wie z.B. das Spotten
kleiner Fliissigkeitsmengen mit speziellen Spotting-Robotern, das Scannen mit speziellen
Laserscannern sowie Software zur Datenauswertung konnten zwar iibernommen werden, eine
Weiterentwicklung von Materialien und Apparaturen, der Oberflichenchemie und Spotting-
Techniken, angepasst an die hoheren Anforderungen von Proteinen, war jedoch nétig
(Kreutzberger, 2006). Daher handelt es sich bei der Protein Microarray Technologie um eine
noch recht junge Technologie, fiir die die ersten Proteom-umfassenden Protein Microarrays
erst 2001 verdffentlicht wurden (Zhu et al., 2001).

Mittlerweile ist die Protein-Chip-Technologie, zu der neben den Protein Microarrays auch
andere miniaturisierte Protein-Biosensoren gehdren (siehe Klassifizierung), der am
schnellsten wachsende Sektor auf dem Proteomics-Markt mit Schwerpunkt auf dem Gebiet
der funktionellen Proteomics, also der direkten Analyse der biochemischen und zelluldren
Funktion von Proteinen im groBen Mafstab (Twyman, 2004). Damit finden sie verstéarkt
Anwendung im Bereich der biomedizinischen Forschung, der klinische Diagnostik und der
pharmazeutische Industrie.

Die Verwendung von Protein Microarrays bietet gegeniiber traditionellen analytischen

Methoden auch erhebliche Vorteile: Sie zeichnen sich durch Schnelligkeit, einer hohen
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Effizienz und Leistungsfahigkeit aus, da bis zu Tausende von Proteinen simultan mit einem
sehr geringen Proben-Volumen untersucht werden konnen (Feilner et al., 2005; Lueking et

al., 2003; Robinson et al., 2002; Zhu et al., 2001).

3.3.2 Definition und Klassifizierung von Protein Microarrays

Bei Protein Microarrays handelt es sich um kleine planare Trager aus Metall, Plastik oder
Glas, auf deren ggf. vorbehandelten Oberfliche Proteine in hoher Dichte und in einer
geordneten Mikrostruktur immobilisiert sind (Miiller & Nicolau, 2005). Die gemeinsame
Funktion aller Protein-Microarrays ist dabei die Analyse von Proteinen im gro3em Malstab
(Twyman, 2004).

Protein-Microarrays kann man auch noch der iibergeordneten Klasse der ,,Protein-Chips*
zuordnen, zu denen auch Protein-Biosensoren gehoren. Im Falle der Biosensoren sind die
Proteine nicht unbedingt in einer Mikrostruktur angeordnet und werden meist auch nur
einzeln analysiert bzw. dienen der selektiven Analyse einzelner niedermolekularer
Verbindungen, mit einem hohem Durchsatz. Durch die Miniaturisierung lassen sich jedoch
sehr sensitive Messungen durchfiihren. Auerdem lassen sich durch die direkte Kopplung von
biologischem Erkennungselement und Signalumwandler sowie der Integration von (Mikro-)
Fluidiksystemen interessante ,,.Lab-on-a-Chip“-Systeme realisieren, die besonders fiir ,,Vor-

Ort-Anwendungen® (Point-of-Care) in der medizinischen Diagnostik geeignet sind (Abb. 10).

Probe

MeRelektroden

Abb. 10:  Schematischer Aufbau eines Biosensorchips

Protein Microarrays lassen sich weiter nach verschiedenen Kriterien unterteilen: Nach der
Herstellungsweise, der Oberflichen-Chemie, der Spezifitit, der Dichte der Spots, der
Zielmolekiile in der zu analysierenden Losung, nach dem, was gemessen, wie das Signal

generiert oder wie es detektiert wird (Twyman, 2004).
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Die wichtigste Unterteilung ist dabei die Unterscheidung von analytischen PMAs und
funktionellen PMAs (Phizicky et al., 2003). Analytische Arrays werden hauptsichlich fiir das
Expressions-Profiling, also fiir die quantitative Analyse einer Vielzahl von Proteinen genutzt.

Auch in dieser Arbeit sollen analytischen PMAs verwendet werden. Mit der Hilfe von
funktionellen Arrays werden biochemische Aktivititen und Interaktionen der auf dem

Microarray aufgebrachten Proteine oder Peptide untersucht (Abb. 11).
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Abb. 11:  analytische (a) und funktionelle (b) Protein Microarrays (links) (Phizicky et al., 2003) und deren
Anwendungen (rechts) (Zhu & Snyder, 2003)

Analytische PMAs lassen sich weiter nach dem auf ihrer Oberfliche immobilisierten
Biomolekiilen unterscheiden: Der haufigste Typ der analytischen PMAs sind Antikorper-
Arrays. Sie stellen parallelisierte und miniaturisierte Immunoassays dar, mit deren Hilfe
spezifisch Proteine in einer komplexen biologischen Probe detektiert und quantifiziert werden
konnen (Kambhampati, 2004; Zhu & Snyder, 2003). Angelehnt an Genexpressionstudien mit
DNA-Microarrays konnen auch mit Antikorper-Arrays zwei verschiedene biologische Proben
(z.B. die eines Krebspatienten und eines gesunden Menschen), deren Zielproteine

unterschiedlich markiert sind, miteinander verglichen werden (Miller et al., 2003) (Abb. 12).



Kenntnisstand 20

Die Gewinnung von hochspezifischen Antikorpern im gro3em MafBstab stellt bei Antikorper-

Arrays die groBite Herausforderung dar (Konthur et al., 2005; Zhu & Snyder, 2003).
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Abb. 12:  Schematische Darstellung eines Antikérper-Microarray-Experiments zur  vergleichenden
Proteinanalyse von zwei verschiedenen biologischen Proben

Alternativ konnen auch andere Fangermolekiile wie Aptamere, Ribozyme, Molecular
Imprinted Polymers oder Kohlenhydrate eingesetzt werden. Dann spricht man von Capture-
oder Non-Protein-Microarrays (Kreutzberger, 2006; Twyman, 2004).

Das Gegenstiick zu den Antikdrper-Arrays stellen die Antigen-Arrays dar. Hier werden
Antigene auf die Microarray-Oberfliche gespottet, welche von Antikdrpern aus einer
Probenlosung erkannt werden (Abb. 13 links). Antigene konnen neben Proteinen auch Peptide
oder Kohlenhydrate sein. Anwendung finden Antigen-Arrays hauptsdchlich bei dem
Antikorper-Profiling von humanen Seren, was auch in dieser Arbeit durchgefiihrt werden soll.
Andererseits konnen Microarrays mit gespotteten Allergenen oder Autoantigenen verwendet
werden, um bei der Untersuchung von Allergien oder Autoimmunkrankheiten Serum-Proben
nach Antikorpern verschiedener Klassen zu screenen, (Hueber et al., 2005; Jahn-Schmid et
al., 2003; Kim et al., 2002; Krenn et al., 2004; Lebrun et al., 2005; Robinson et al., 2002),
(Lueking et al., 2003). Auch Antikdrper gegen mikrobielle Antigene konnen so detektiert
werden (siche unten).

Werden komplexe Proteingemische wie z.B. Zellen, Zell- bzw. Gewebelysate oder Serum
auf die Array-Oberfliche gespottet spricht man auch von Reversen Protein Microarrays
(Hultschig et al., 2006; Kreutzberger, 2006), (Abb. 13 rechts). Dieser Ansatz bietet sich an,
wenn die Expression oder Aufreinigung von Proteinen aus E. coli oder Hefezellen nicht
moglich ist wie z.B. wenn modifizierte Proteine aus Proben von Krebspatienten untersucht

werden sollen.
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Abb. 13:  Schematische Darstellung eines Antigen-PMA-Experiments (links, Telechem, USA) und eines
reversen PMA-Experiments (rechts, Telechem, USA)

Einen weiteren besonderen Typ der analytischen PMA stellen die Gewebe-Arrays oder
auch Tissue Microarrays dar. Hier sind auf kleinstem Raum viele verschiedene
Gewebeproben in einem Parafinblock angeordnet (Krenn et al., 2004). Standard-
Analysemethoden fiir herkdémmliche Gewebeproben wie immunohistochemische Farbungen,
in situ Hybridisierung und andere molekulare Detektionsmethoden konnen auf Gewebe-
Microarrays iibertragen werden und ermdglichen damit eine effektive parallele Analyse von
verschiedenen Geweben.

In den letzten Jahren fand auch die Nanotechnologie zunehmend Anwendung in der
Bioanalytik. So entstanden u.a. ,,Nanoarrays* die ganz auf eine planare Oberflédche verzichten.
Die Biomolekiile sind bei diesem nicht mehr arraybasierten Format (Twyman, 2004) auf
Beads, Nanopartikeln oder Quantenpunkten immobilisiert (Abb. 14). Trotzdem kdnnen sehr
viele Analysen gleichzeitig in einem Experiment durchgefiihrt werden (ndheres siehe 3.3.4).
Diese Technologie wird womdglich die ndchste Generation an Arrays hervorbringen, da hier

noch sehr viel Potential besonders im Bereich der Sensitivitdt vorhanden ist (Jain, 2005).

Octylamine modified
polyacrylic acid

Abb. 14:  schematische Darstellung eines Quantendots bestehend aus Kern, Hiille und einer Schicht zur
Kopplung von Biomolekiilen (hier iiber Streptavidin)
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3.3.3 Anwendungen von Protein Microarrays im Bereich der Mikrobiologie

Da in dieser Arbeit Serum-Antikorper detektiert werden sollen, die gegen Proteine eines
bakteriellen Erregers gerichtet sind, erfolgt an dieser Stelle eine kurze Ubersicht iiber
bisherige Arbeiten mit vergleichbarem Hintergrund.

Der erste Protein-Microarray, der fiir die Serodiagnose von Infektionskrankheiten
eingesetzt wurde, nutze Antigene von Toxoplasma gondii, sowie dem Rubella-Virus, dem
Cytomegalovirus und dem Herpes Simplex Virus Type I und II, die auf Amino-Silan
beschichtete Glastriager gespottet wurden (Mezzasoma et al., 2002). Damit konnten simultan
Antikorper aus humanen Seren gegen diese Antigene detektiert und so eine eventuelle
Infektion mit dem entsprechenden Erreger nachgewiesen werden.

In einer anderen Arbeit wurden PMAs mit 149 verschiedenen Yersinia pestis Proteinen
beschrieben, um Antikdrperreaktionen von immunisierten Kaninchen zu analysieren (Li et al.,
2005). Es konnten dabei potentielle Kandidaten fiir Impfstoffe und/oder diagnostische Marker
fiir den Erreger der Pest identifiziert werden.

Fir die Untersuchung des Coronavirus, welches SARS (severe acute respiratory
syndrome) verursacht (SARS-CoV), wurden auch bereits PMAs eingesetzt. Auch hier war das
Ziel durch das Screening von Antikdrpern gegen Virus-Proteine Impfstoffkandidaten oder
diagnostische Marker zu identifizieren. Dafiir wurden in dieser Arbeit 13 rekombinante
SARS-CoV-Proteine auf aldehyd-aktivierte Glastriger gespottet, welche dann mit SARS-
Patienten-Seren gescreent wurden (Qiu et al., 2005). Neben der Identifizierung von
potentiellen Impfstoffen und diagnostischen Markern, konnte auch fiir einige Proteine die
Hypothese bestitigt werden, dass diese wihrend des Virus-Zyklus synthetisiert werden. Eine
dhnliche Arbeit konnte ebenfalls diagnostische Marker identifizieren. Zusitzlich wurde hier
noch gezeigt, dass mit PMAs im Vergleich zu, ferner getesteten, herkommlichen ELISA-
Assays eine hohere Sensitivitét erzielt werden kann (Lu et al., 2005). In einer aktuellen Arbeit
diesen Jahres kam man auch zu diesem Ergebnis (Zhu et al., 2006). Hier wurden neben
SARS-CoV-Proteinen auch Proteine von fiinf anderen Corona-Viren auf Nitrocellulose-
beschichtete Glastriager gespottet. Mit einem Computer-Algorithmus, der die Daten der PMA-
Experimente heranzog, konnten SARS-CoV-Infektionen mit hoher Treffersicherheit
Patientenseren zugeordnet werden.

Zur Serodiagnose von Tuberkolose-Patienten wurden ebenfalls schon PMAs eingesetzt
(Tong et al., 2005). Dabei konnte von 54 gespotteten Mycobacterium tuberculosis Antigenen,

eines identifiziert werden, welches spezifisch zwischen nicht infizierten und infizierten
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Patienten unterschied. Bei anderen Antigenen bereiteten E. coli Protein-Kontaminationen und
fehlende Glykosylierungen aufgrund der rekombinanten Antigen-Produktion in E. coli
Probleme.

Neben den bisher angesprochenen Antigen-Arrays konnen auch Antikdrper-Arrays zur
Analyse von Mikroorganismen genutzt werden. Beispielsweise wurden Antikorper gegen E.
coli auf einem Microarray immobilisiert, so dass erfolgreich E. coli Bakterien in einer
Probenldsung iiber einen Sandwich-Assay nachgewiesen werden konnten (Lee et al., 2005).

In einer Arbeit dieser Arbeitsgruppe aus dem letzten Jahr wurden bereits Serum-
Screening-Experimente mit Seren von Meningitis-Patienten auf Nitrocellulose-beschichteten
PMAs durchgefiihrt (Kreutzberger, 2005; Steller et al., 2005). Dabei zeigten von 91
verschiedenen rekombinanten Neisseria Proteinen 47 eine Immunreaktion mit mindestens
einem von 20 Patientenseren. Dabei werden die meisten der anderen Proteine nur von
wenigen (1-3) verschiedenen Seren, das phasenvariable Oberflachen-Protein OpaV wurde
jedoch von 11 Seren erkannt und es kann daraus geschlussfolgert werden, dass dieses Protein
hiufig wihrend der pathogenen Phase des Erregers exprimiert wird. Neue Experimente mit
zusitzlichen Proteinen und Patientenseren konnten diese Ergebnisse bestitigen und noch

weitere neue Informationen liefern.

3.3.4 Anforderungen und Probleme bei der Herstellung von Protein Microarrays

Bei der Planung eines Protein-Microarray-Experiments, miissen verschiedene Punkte
beriicksichtigt werden: Angefangen bei den zu immobilisierenden Proteinen iiber die
passende Oberfliche bis hin zur geeigneten Detektionsstrategie.

Die Generierunng der zu untersuchenden aufgereinigten Proteine ist nicht trivial und stellt
meist die Hauptlimitierung bei Protein-Microarray- Experimenten dar (Kreutzberger, 2006).
Die Expression und Aufreinigung grofler Protein-Bibliotheken erweist sich oft als sehr
zeitaufwendig und schwierig, nicht zuletzt, da sich jedes Protein aufgrund der variierenden
Eigenschaften anders verhilt. Fiir viele funktionelle PMAs ist eine native Aufreinigung ndtig,
die sicherstellt, dass die Funktionalitit des Proteins erhalten bleibt. Hier ist die Aufreinigung
daher besonders problematisch. Bei der Expression in prokaryotischen Expressionssystemen
(E. coli) konnen meist auch keine alternativen Spliceformen oder spezielle
posttranstlationalen Modifikationen beriicksichtigt werden. Da in dieser Arbeit bakterielle
Proteine exprimiert werden sollen, stellt dies hier kein Problem dar. Auch ist die Funktonalitit

nicht von Bedeutung, da nur die Epitope der Proteine von Relevanz sind. Auch wenn an
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dieser Stelle erwdhnt werden muss, dass lediglich lineare Epitope erkannt werden konnen,
was aber fiir viele Fragestellungen ausreichend ist. Um die Expression von Proteinen im
groen Malistab zu erleichtern, besteht die Mdglichkeit die Proteine direkt auf dem Array zu
exprimemieren (Angenendt et al., 2006; Bussow et al., 1998; Ramachandran et al., 2004). Fiir
die Sicherstellung der Reinheit und standardisierter Proteinmengen werden aber dennoch in
Zukunft noch weitere Entwicklungen nétig sein.

Fiir Antikorper-Arrays stellt die Bereitstellung der spezifischen Antikdrper im grofen
MafBstab in kurzer Zeit noch eine Limitierung dar. Hier konnen jedoch in-vitro-Methoden wie
z.B. die Antikorper-Generierung mit Hilfe des phage display angewendet werden (Konthur et
al., 2005).

Fiir das Spotten der Proteine auf die Microarray-Oberfldche stehen verschiedene so
genannte Arrayer zur Verfiigung. Im Wesentlichen unterscheidet man Roboter, die Kontakt-
und nicht Kontakt-Verfahren nutzen (Kambhampati, 2004). Bei der letzteren kontaktfreien
Methode nutzt man piezo-elektrische Verfahren (angelehnt an iibliche Tintenstrahldrucker),
die es ermoglichen eine Probe mehrmals hintereinander zu spotten. Dies spart Zeit, allerdings
kostet es jedoch hier mehr Zeit zwischen verschiedenen Proben zu wechseln. Des Weiteren
sind die benoétigten Nadeln teuer und produzieren nicht immer homogene Spots. Bei den
Kontakt-Verfahren unterscheidet man zwischen Solid- und Split-Pins (Nadeln mit einem
Reservoir), letztere ermoglichen ebenfalls ein mehrmaliges Spotten (sieche Abb.15 ). Split-
Pins sind jedoch gegeniiber den in dieser Arbeit eingesetzten Solid-Pins kostenintensiver,
nicht so robust, neigen zur Verschleppung von Probenmaterial und Viskositéits-Unterschiede
in den Protein-Proben konnen das abgegebene Volumen beeinflussen. Die zur Zeit iiblichen

Pins haben an der Spitze einen Durchmesser von 75 bis 300 pm (z.B. von Genetix, GB).
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Abb. 15:  Direktes Spotten mit Split-Pins (oben und links) sowie kontaktfreies Spotten (unten) (Schena, 1999)
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Die Auswahl einer geeigneten Oberflache fiir PMAs, die moglichst vielen verschiedenen
Anspriichen der aufzutragenden Proteine gerecht werden muss, ist nicht trivial und daher ein
entscheidender Faktor fiir ein erfolgreiches PMA-Experiment. Es lassen sich keine
pauschalen Aussagen treffen, da fiir jede Anwendung eine individuell beste Variante
gefunden werden muss. Eine nicht sorgfiltige Priifung der gewéhlten Oberfliche kann zu
unzureichender Haftung der Proteine, zu heterogenen Spots bzw. ,,Verschmierungen®, zu
denaturierten und falsch orientierten Proteinen sowie zu unspezifischen Bindungen fiihren.

Hinsichtlich der Oberflichenstruktur lassen sich PMA-Tréger in drei Gruppen unterteilen
(Cretich et al., 2006): Die Proteine konnen direkt auf einer aktivierten Glasoberflidche unter
Nutzung einer planaren ein-dimensionalen Beschichtung mit funktionellen Gruppen wie z.B.
Poly-L-Lysin, Aldehyden oder Epoxiden aufgebracht werden. Alternativ konnen die
Biomolekiile iiber eine zweidimensionale Linker-Architektur mit der Hilfe von SAMs (selbst
organisierende Monoschichten) (Ge & Lisdat, 2002) oder PEG (Polyethylenglycol) (Jun et
al., 2004) immobilisiert werden. Als dritte Moglichkeit bietet sich die Einbettung in drei-
dimensionale Gel-Beschichtungen aus z.B. Polyacrylamid, Agarose oder Nitrocellulose an

(siche auch Abb. 16).

| ] One-dimensional coating
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Abb. 16:  Schematische Darstellung typischer Oberflédchenstrukturen von PMAs (Cretich et al., 2006).

Mit der Wahl der Oberflichenbeschichtung und damit einer bestimmtem
Oberflichenchemie fillt auch meist die Entscheidung fiir eine bestimmte
Immobilisierungsstrategie. Grundsétzlich unterscheidet man zwischen kovalenter und nicht
kovalenter Immobilsierung sowie zwischen nicht orientierter (ungerichteter) und orientierter
(gerichteter) Immobilisierung. Letztere ist notwendig, wenn die Zuginglichkeit von z.B.
katalytischen Zentren bei funktionellen PMAs sichergestellt werden muss (Abb. 17 rechts),

was durch bioaffine Bindung oder der Nutzung von spezifischen Oberflicheneigenschaften



Kenntnisstand 26

des Proteins z.B. bei der Adsorption erreicht werden kann. Neben der Adsorption von
Biomolekiilen, der kovalenten Fixierung und der bioaffinen Bindung besteht auch die

Moglichkeit der Einbettung in eine drei-dimensionale Gelmatrix.
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Abb. 17:  Schematische Darstellung verschiedener Immobilisierungsstrategien (links) (Cretich et al., 2006)
und deren Auswirkung auf die Zugénglichkeit von funktionellen Gruppen oder reaktiven Zentren
(rechts) (Zhu & Snyder, 2003).

Einige experimentelle Vergleiche von verschiedenen Oberflichen fiir PMAs wurden
bereits durchgefiihrt (Angenendt et al., 2002; Angenendt et al., 2003b; Guilleaume et al.,
2005; Kusnezow & Hoheisel, 2003). Auch in dieser Arbeit sollen kommerziell erhéltliche
Oberfldchen, verglichen werden, um die fiir diesen Fall am besten geeignete Oberfliche zu
ermitteln. Eine ausfiihrliche Diskussion zu den Vor- und Nachteilen der einzelnen
Oberflachen-Beschichtungen erfolgt daher erst im Ergebnisteil.

Fir die Detektion der Bindungsereignisse auf dem PMA stehen verschiedene
Detektionsmethoden zur Verfiigung (Abb. 18). Dabei unterscheidet man zundchst
grundsétzlich zwischen solchen Methoden, die markierte Sonden (labelled probes) verwenden
und solche, die ohne Label auskommen (markierungsfrei) (Espina et al., 2004). Je nach
Anwendung sind die Anforderungen an die gewéhlte Detektionsstrategie unterschiedlich. Die
wesentlichen Parameter sind die Sensitivitét, das Signal-zu-Hintergrund-Verhiltnis, die untere
und/oder obere Detektionsgrenze, der dynamische Messbereich und die Selektivitét.

Methoden, bei denen die Biomolekiile markiert werden, orientieren sich hauptséchlich an
den klassischen Immunoassays wie z.B. ELISA. Bindungsereignisse werden hier optisch
sichtbar gemacht. Es konnen Fluorophore, Chromogene, radioaktive Isotope, sowie
Chemolumineszenz und Elektrochemolumineszenz  eingesetzt werden. Je nach
immobilisiertem Féngermolekiil, also des verwendeten Microarraytyps (Antikdrper-, Antigen-

Array usw.) werden unterschiedliche Detektionsstrategien mit markierten Sonden angewendet
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(Abb. 18 rechts): Befinden sich die Zielmolekiile direkt auf der Oberfliche, verwendet man
markierte Bindemolekiile wie Antikorper, die diese spezifisch erkennen. Fiir Antikorper-
Arrays konnen entweder indirekte Assays mit markierten Proteinen oder Sandwichassays mit
markierten Zweitantikorpern verwendet werden. Auch fir PMAs mit immobilisierten
Proteinen, die fiir Antikdrper-Serum-Screenings wie in dieser Arbeit genutzt werden, finden

Sandwichassays Anwendung (Cretich et al., 2006; Espina et al., 2004).
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Abb. 18:  Schematische Darstellung ausgewahlter markierungsfreien Detektionsmethoden (links) (Espina et
al., 2004) und Methoden, die markierte Biomolekiile nutzen (rechts) (Cretich et al., 2006).

Zur Signalamplifizierung wurden in den letzten Jahren viele interessante Methoden
entwickelt, wie z.B. das Redoxrecylcling, oder die Nutzung markierter DNA bei der so
genannten rolling circle amplification (RCA) (Gao et al., 2005; Kingsmore & Patel, 2003;
Lizardi et al., 1998). Bei der letzten Methode wird das zu detektierende Biomolekiil mit einer
Markierung versehen (z.B. Biotin), die von einem Antikdrper erkannt wird. Dieser Antikorper
ist seinerseits an einen Primer gebunden. Nach Hybridisierung mit einem zirkulirem DNA-
Molekiil, wird der Primer mit Hilfe einer Polymerase verldangert. In einem nichstem Schritt
binden komplementdre fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide an die verldngerte DNA, welche

dann detektiert werden (Abb. 19).

Abb. 19:  Signalamplifizierung durch Nutzung von RCA Kingsmore, 2003 #200}.
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Zu den markierungsfreien Methoden zahlen Massenspektrometrie,
Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie (SPR), welche die verdnderten optischen
Eigenschaften nach einem Bindungsereignis nutzt, Rasterkraftmikroskopie, welche ein
direktes ,,Abtasten der Oberfliche ermoglicht, mikro-elektromechanische Systeme wie
Cantilever und die massesensitive Quarzmikrowaage sowie neuere Entwicklungen aus dem
Bereich der Nanotechnologie wie z.B. Kohlenstoffnanor6hrchen, bei denen oft verénderte
elektrische FEigenschaften wie die Leitfahigkeit detektiert werden. Markierungsfreie
Detektionssverfahren haben den Vorteil, dass umstdndliche und evtl. die Proteinaktivitét
herabsetzende Markierungsschritte entfallen sowie Echtzeit-Messungen mdglich sind. Jedoch
wird hierfiir meist teures Equipment bendtigt, welches in vielen Laboren nicht vorhanden ist
(Cretich et al., 2006; Ramachandran et al., 2005).

Mit allen bisher genannten Strategien konnen zwar bis zu Tausende von gespotteten
Molekiilen analysiert werden, jedoch meist nur mit einem Analyten in der Probenlésung pro
verwendetem Microarray. Mdochte man aber mehrere Analyte oder Probenlésungen
gleichzeitig untersuchen, muss man auf andere Strategien ausweichen. Die Entwicklung von
Multiplexing-Ansétzen fiir diese Fragestellung ist ein sehr aktuelles Forschungsthema, weil es
die Leistungsfahigkeit von PMA ernorm erhéhen wiirde und damit auch grof3e Kosten gespart
werden konnten (Kersten et al., 2005). Zwei Strategien konnen hierzu verfolgt werden: Der
Einsatz von verschiedenen Fluorophoren erlaubt es, verschiedene Biomolekiile zu markieren
und gleichzeitig zu detektieren. Limitierend ist hier nur die Anzahl der zur Verfiigung
stehenden Fluorophore. Viel versprechend ist daher Moglichkeit der Markierung mit
fluoreszierenden Quantendots (QDs), einer neuen Entwicklung aus dem Bereich der
Nanotechnologie. Thre Vorteile gegeniiber bisherigen organischen Fluorophoren bestehen
beispielsweise in der gigantischen Farbauswahl, da man QDs mit so gut wie jeder
Emissionswellenldnge (465-2300nm) herstellen kann. Die Farbe des emittierten Lichts wird
dabei nur durch die GréBe des Kristalls bestimmt (Abb. 20 links) Zusétzlich bieten QDs den
Vorteil, dass die Anregung mehrerer QDs mit nur einer Wellenldnge durchgefiihrt werden
kann und dass sie eine wesentlich hohere Fluoreszenzintensitit und —dauer gegeniiber
organischen Fluorophoren erreichen konnen (Jain, 2005). So kann durch die
Zusammenstellung verschiedener QDs, z.B. in einem Bead, ein spektraler Barcode generiert

werden, der eine unbegrenzte Anzahl an mdglichen Markierungen gestattet(Abb. 20 rechts).
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Abb. 20:  Abhingigkeit des emittierten Lichts von der GroBe der QD (links) und schematische Darstellung
eines Latexbeads mit immobilisierten Antikérpern. Verschiedenfarbige Quantenpunkte im Inneren
des Beads bilden dabei einen spektralen Barcode, der als eindeutige Markierung dient
(QuantumDot-Corp., USA)

Die zweite Multiplexing-Strategie ist die Unterteilung des Microarrays in verschiedene
Kompartimente, bei der jedes der Kompartimente die gleichen gespotteten Biomolekiile
enthilt. Dies kann physisch durch so genannte Multiwell-Slides geschehen, die meist eine auf
den Microarray aufgebrachte Gitterstruktur nutzen (Mendoza et al., 1999). Auch ohne der
Verwendung zusdtzlicher Strukturen kann z.B. durch sequentielles Spotten auf dieselbe
Mikroarray-Position fiir jeden Spot der gewiinschte Analyt gewdhlt werden (MIST-
Technologie). Bei dieser Technologie konnen aufBlerdem durch eine enzymatische
Signalverstarkung sehr hohe Sensitivititen erreicht werden (Angenendt et al., 2003a),
(Angenendt et al., 2005). Problematisch ist allerdings die mogliche Kontamination des
Spotting-Pins bei der Arbeit mit gefdhrlichen Probenldsungen.

Jede noch so gut gewihlte Detektionsstrategie ist jedoch wenig wert, wenn nicht auch in
eine gute Aufbereitung der gewonnen Daten investiert wird. Fiir die Datenanalyse stehen
einige kommerziell erhdltliche Software-Module zur Verfligung, die die Auswertung
erleichtern. Dennoch ist dieser letzte entscheidende Schritt eines Microarrayexperiments oft
sehr zeitaufwendig und eine eindeutige Interpretierung der Daten nur durch das
Vorhandensein von passenden Kontrollen und das Anwenden geeigneter statistischer

Verfahren moglich.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material
4.1.1 Gerate

Es wurden folgende Gerite -eingesetzt: Elektrophoresesysteme fiir Proteingele
(Gelkammer 80 cm x 100 cm; Werkstatt MPI; Gelkammer 335 cm x 100 cm, C.B.S.
Scientific; Gelkammer ,,NuPAGETM Midi-Cell®, Invitrogen; Gelkammer ,NuPAGE"™ Mini-
Cell“, Invitrogen); Dot-Blot-Apparatur, Schleicher&Schuell; Photometer (Elisa Reader:
SpectraMax 250, Molecular Devices; Spektralphotometer: Ultrospec 3100 pro, Pharmacia
Biotech); Scanner (ScanArray4000), Perkin Elmer; Spotter (Q-Array), Genetix; Spotter, Max-
Planck-Institut fiir molekulare Genetik, Berlin, Arbeitgruppe Hultschig; Thermozykler, MJ
Research; Wasserstrahlvakuum-Vorrichtung, Qiagen; Zentrifugen (Eppendorf Zentrifuge
5415 D; Eppendorf Zentrifuge 5810 R).

4.1.2 Gebrauchswaren

Folgene Gebrauchswaren wurde eingesetzt: Einweg-Filter-Rérchen, 1 ml und 5 ml,
Qiagen; Filter-Rohrchen zum Aufkonzentrieren, ,,Microcon YM-10%, Millipore; Filter-Papier
,Optitran®,  Schleicher&Schuell; Microarray-Inkubations-Behélter, Vitri; Microarray-
Substrate:

e Nitrocellulose-Slides, ,,FAST , Schleicher & Schuell

e Nitrocellulose-Slides, ,,SuperNitro*, Telechem

e Aldehyd-Slides, ,,SuperAldehydIl*, Telechem

e Aldehyd-Slides, ,,Nexterion Slide AL*, Schott

e Aldehyd-Slides, Genetix

e Epoxy-Slides, “SuperEpoxy” und “SuperEpoxyll”, Telechem

e Epoxy-Slides, ,,Nexterion Slide E“, Schott

e Epoxy-Slides, Genetix

e Amin-Slides, SuperAmin“, Telechem

e Amin-Slides, ,,Nexterion Slide A“ und ,,Nexterion Slide HiSens A*, Schott

e Polymer-Slides, “SuperProtein”, Telechem

e Hydrogel-Slides, “Nexterion Slide H”, Schott
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Mikrotiterplatten:

e 96 “wells” runder Boden Greiner

e 96 “deep-wells” runder Boden Qiagen

e 96 “deep-wells” flacher Boden Qiagen

e PCR-Platten ,,Thermo Fast 384, Abgene

o 384-Well-Platten, Genetix
Multiplexing-Systeme

e Microplate Microarray Hardware, Telechem

e  Nexterion Slide MPX*, Schott
Polypropylen-Roéhrchen (15 und 50 ml), Greiner; Objekttriger, Menzel-Glédser; SDS-PAGE-
Gradienten-Gele ,,NuPage Novex 4-12% Bis-Tris Mini/Midi Gel“, Invitrogen; SpinColumns
»Mobicols*, MoBiTec; SpinColumns mit Ni-NTA gefiillt, Qiagen; Chromatographie-Papier
»3MM Chr*, Whatman.

4.1.1. Feinchemikalien und Lésungsmittel

Von Merck wurden bezogen: APS (Ammoniumperoxodisulfat), di-
Natriumhydrogenphosphat, Essigsdure, Ethanol, Glukose, Natriumchlorid, Natriumhydroxid,
Salzsdure, SDS (Natriumdodecylsulfat).

Von Sigma wurden bezogen: Antibiotika (Ampicillin, Kanamycin), BCIP-NBT (5-Bromo-4-
chloro-3-indolylphosphate / Nitro Blue Tetrazolium Tabletten), Bromphenolblau,
Guanidinhydrochlorid (GuHCL), Tween 20, Dithiothreitol (DTT).

Von Roth wurde bezogen: Acrylamid/Bisacrylamid Mischung ,.Rothiphorese Gel 30
(Acrylamid 30 % (w/v) / Bisacrylamid 0,8 % (w/v) - 37,5:1).

Von Gibco wurde bezogen: Agarose Gibco BRL, FKS (Fotales Kélberserum),
hitzeinaktiviert, Harnstoff.

Von Promega wurde bezogen: Attophos.

Von Piere wurde bezogen: Bradford-Farberecagenz (“Coomassie™ Plus”), Coomassie Brillant
Blue R-250.

Von PAA Laboratories wurde bezogen: BSA (Bovine Serum Albumin Fraction V).

Von BioVectra wurde IPTG (Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid) bezogen.

Lysozym wurde von Roche bezogen.

Von BioRad wurden bezogen: Magermilchpulver, Protein-GroBen-Standard “Precision Plus
Protein Standards All Blue” (10 — 250 kDA).

Von Qiagen wurde Ni-NTA-Agarose bezogen
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Von Invitrogen wurde TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) bezogen.

Alle verwendeten Chemikalien und Losungsmittel hatten, soweit nicht anders angegeben,

Analysenqualitét.

Von Amersham wurde bezogen: Streptavidin, Alexa546 konjugiert

413

Antikorper und Seren

Ziege-Anti-Human-IgA (Fab spezifisch)-Antikorper, AP-Konjugat Sigma
Ziege-Anti-Human-IgG(Fab spezifisch)-Antikorper, AP-Konjugat Sigma
Ziege-Anti-Human-IgM(Fab spezifisch)-Antikorper, AP-Konjugat Sigma
Ziege-Anti-Maus-IgG(Fab spezifisch) -Antikorper, AP-Konjugat Sigma
Ziege-Anti-Maus-IgG (H+L)-Antikorper Cy™5-Konjugat, Jackson ImmunoResearch
Ziege-Anti-Human-IgG (H+L)-Antikorper Cy™5-Konjugat, Jackson
ImmunoResearch

Ziege-Anti-Human-IgG (H+L)-F(ab’)',-Fragment Cy™S5-Konjugat, Jackson
ImmunoResearch

Ziege-Anti-Maus-IgG (H+L)-Antikorper TexasRed-Konjugat, Jackson
ImmunoResearch

Ziege-Anti-Human-IgG (H+L)-Antikdrper TexasRed-Konjugat, Jackson
ImmunoResearch

Ziege-Anti-Human-IgA/G/M (H+L)-Antikorper Cy™5-Konjugat Jackson
ImmunoResearch

Ziege-Anti-Human-IgM (Fc5p)-Antikorper Cy™S5-Konjugat Jackson
ImmunoResearch

Humane-IgG-Antikérper, Sigma

Maus-Anti-RGS-His-Antikorper, Qiagen

Maus-Anti-His-Antikdrper, Trendpharma

Maus-Anti-RGS-His, Alexa-Red konjugiert, Qiagen

Patienten Serum (Meningitis) S. Heuberger (Graz, Osterreich)

Patienten Serum (Meningitis) Georgina Tzanakaki (Athen, Griechenland)
Patienten Serum (Meningitis) Jamie Findlow (Manchester, England)

Kontrollseren (DRK-Klinik, Berlin)
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4.1.4 Expressionsstamm und Expressionsvektor

Es wurde der E. coli Stamm SCS1 mit dem Helferplasmid pSE111 verwendet (Abb. 21)
(Bussow et al., 1998). Die klonierten Gene befanden sich in dem Plasmidvektor: pQE32-
NST-BTattB (ein Derivat von pQE30NST). Die Genbank Accession Number lautet: GI:
3328183. Der Expressionsvektor enthélt eine Ampilicillinresistenz und das Helferplasmid

eine Kanamycinresistenz.

PTS —|aco—|aco—kas~E;—M—Mcs
|

Pvul (155)
Psil (281)

Hinell (666)

Pstl (773)

%sl
ﬁ ~
= pSE111
PB‘QEEE 5.1 kb
. pl3A ori
\ EcoRl (~3400)
Col E1 EcoRl(2232)

Abb. 21:  schematische Darstellung des Expressionsvektors pQE32-NST-BTattB (links) und des
Helferplasmids pSE111 (rechts), “The QIAexpressionist™ 06/2003, Qiagen. PT5: T5 Promotor, lac
O: lac Operator, RBS: Ribosomenbindungsstelle, ATG: Start-Codon, 6xHis: RGS-Hiss-Tag, MCS:
Multiple Klonierungsstelle mit Schnittstellen fiir verschiedene Restriktionsenzyme, Col El:
Replikationsursprung, Ampicillin: Ampicillin-Resistenz, kan: Kanamycin-Resistenz, lacI® Gen fiir
das lac-Repressor-Protein.

415 Puffer und Medien

e LB-Medium (ein Liter) fiir E. coli-Expression: 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g
NaCl, pH 7,5, Sterilisiert durch Autoklavierung

e L[B-Agarose: LB-Medium, 15 g Agar fiir einen Liter

e PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 12 mM Na,HPO4 1.76 mM KH,PO,4 pH 7,5

e PBST: PBS, 0,05% (v/v) Tween 20

e TBS: 150 mM NacCl, 10 mM Tris-Cl, pH 7,5, 0,1 % (v/v) Tween 20

e TBST: TBS, 0,05% (v/v) Tween 20
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4.1.6

Lysepuffer A : 6 M GuHCl, 100 mM NaH,PO,4, 10 mM Tris-Cl, pH 8,0

Waschpuffer C: 8§ M Harnstoff, 100 mM NaH,PO4 10 mM Tris-Cl, pH 6,3

Elutionspuffer D: wie Waschpuffer C, pH 5,9

Elutionspuffer E: wie Waschpuffer C; pH 4,5

4 x SDS-Ladepuffer: 200 mM Tris-HCI pH 6,8, 8 % (w/v) SDS, 1 M Glycin, 0,4 %
(w/v) Bromophenol Blau

Laufpuffer fiir SDS-PAGE: 25 mM Tris-HCI, pH 8,3, 0,1% (w/v) SDS, 250 mM
Glycin

gebrauchsfertiger 25xMES-SDS-Laufpuffer fiir ,,NuPage-SDS-PAGE-Gele*,
Invitrogen: fiir einen Liter 50 ml 25x-Puffer mit 950 ml ddH,O mischen

Coomassie Blue-Farbelosung fiir SDS-PAGE (ein Liter): 1,25 g Coomassie Brillant
Blue G 250, 225 ml technischem Ethanol gelost, 225 ml doppelt-destilliertes Wasser
(ddH,0), 50 ml Eisessig

Entfarber-Losung fiir SDS-PAGE: 20 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v)Eisessig, in ddH,O

40 % (w/v) Glukose: 400 g D-+-Glukose Monohydrat werden in 1 1 ddH,O geldst und
autoklaviert

Attophos-Puffer: 1 mM MgCl, 100 mM Tris-HCl, pH 9,5

Gebrauchsfertige Bradfort-Reagenz ,,Coomassie™ Plus-200 Protein Assay Reagent®,
Pierce

Computer-Programme und Online-Datenbanken

Genepix Pro 5.0, Axon Instruments, USA

Weiterfiihrende Microarray-Datenauswertung: Excel 2002, Microsoft
Neisseria: http://www.tigr.org

Literaturrecherche: www.pubmed.org

Spectraviewer: www.probes.com (Invitrigen)



Material und Methoden 35

4.2 Methoden

Prinzipiell und vereinfacht wurde in dieser Arbeit wie folgt vorgegangen (siche auch Abb.
22): Mit vorhandenen E. coli-Expressionsklonen wurden die gewiinschten Proteine
rekombinant hergestellt und denaturierend aufgereinigt. Zur Kontrolle der Aufreinigung
wurde eine SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) durchgefiihrt. Erfolgreich
aufgereinigte Proteine wurden dann auf die ausgewihlten Microarray-Substrate gespottet und
anschlieend fiir das Serumscreening prozessiert. AbschlieBend wurden die erhaltenen Daten
entsprechend ausgewertet, um Proteine zu identifizieren, die von Patientenseren erkannt

wurden.

Protein-Expression
und Aufreinigung i e d N

------------

Serum Protein

Identifizierung / Screening Microarray

Quantifizierung

Protein-Spotting

Abb. 22:  Schematische Darstellung des methodischen Ablaufs in dieser Arbeit, modifiziert nach
(Kreutzberger, 2005)

4.2.1 Proteinchemische Methoden

4.2.1.1 Proteinexpression in E. coli

Fir die Vermehrung der E. coli Klone, die das Plasmid mit dem gewiinschten Gen
enthalten, wurde zunichst eine Vorkultur angesetzt, mit der dann am néchsten Tag das
Hauptkulturmedium angeimpft wurde. Nach ca. 2 Stunden erfolgte die Induktion der
Proteinexpression und nach weiteren 4 Stunden konnten die Bakterien geerntet werden.

Die Proteinexpression wurde im kleinen, mittlerem oder auch im groBen Malstab

durchgefiihrt.



Material und Methoden 36

Grofler Mafstab:

Hier wurden zunéchst je 5 ml Vorkulturmedium in einem 15-ml-Réhrchen (LB-Medium mit
2% (v/v) Glukose, 15 pg/ml Kanamycin und 100 pg/ml Ampicillin) mit 50 ul der E. coli
Bakterien des entsprechenden Glycerinstocks angeimpft. Die Anzucht erfolgte im
Schiittelinkubator bei 37°C {iber Nacht.

Die gesamte Vorkultur wurde dann zu 150 ml Hauptkulturmedium (Zusammensetzung
wie Vorkultur) in einen Erlenmyerkolben gegeben und fiir ca. 2 Stunden schiittelnd bei 37°C
inkubiert. Dann erfolgte die Induktion der Proteinexpression mit 150 ul IM IPTG
(Endkonzentration 1 mM). Nach weiteren 4 Stunden wurden die Kulturen in
Zentrifugenbecher iiberfiihrt und die Bakterien fiir 10 min bei 3.000 x g abzentrifugiert. Das
iiberstehende Medium wurde verworfen und das erhaltene Bakterienpellet wurde bis zur
Proteinaufreinigung bei -20°C eingefroren.

Mittlerer Mal3stab:

Hier wurde prinzipiell wie oben vorgegangen. Anders als bei der Expression im grolem
MaBstab wurden allerdings nur 5 ml Vorkulturmedium angeimpft. Zur Ubernachtkultur
wurden dann 45 ml Hauptkulturmedium zugegeben und die Induktion erfolgte mit 50 pul 1M
IPTG. Die Zellernte erfolgte bei 1400 x g fiir 15 Minuten.

Kleiner Mafstab:

Es wurde nur 1 ml Vorkulturmedium angeimpft. Zur Ubernachtkultur wurden dann 9 ml
Hauptkulturmedium zugegeben und die Induktion erfolgte mit 100 pl 100 mM IPTG. Zur
Zellernte wurde ebenfalls bei 1400 x g fiir 15 Minuten zentrifugiert.

4.2.1.2 Aufreinigung der Proteine aus E.coli

Die rekombinanten, in E. coli exprimierten, Proteine besalen am N-Terminus sechs
Histidinreste (Hisg-Tag) und konnten somit affinitdtschromatographisch iiber eine Nickel-
Chelat Matrix aufgereinigt werden. Die spezifische Bindung der Hise-getaggten Proteine an
Metallchelate beruht auf der Tatsache, dass bei neutralen bis basischen pH-Werten ein
Stickstoffatom des Histidins im Imidazolring deprotoniert vorliegt und sein freies
Elektronenpaar koordinative Bindungen zu Ubergangsmetallkationen wie Ni' ausbilden kann.
Die Nickel-Nitrilotriessigsdure (Ni-NTA) -Matrix von Qiagen zeichnet sich dabei durch eine
hohe Affinitit und Selektivitdt aus. Die Matrix ist in diesem Fall an Sepharose” CL-6B

gekoppelt (Ni-NTA-Agarose) und hat eine Aufnahmekapazitit von 5-10 mg Protein/ml.
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Abb. 23:  Schematische Darstellung des Aufbaus der Ni-NTA-Matrix (inks) und der Interaktion benachbarter
Reste des Hisg-Tags mit der Ni-NTA-Matrix (“The QIAexpressionist* 06/2003, Qiagen)

Die Reinigung der Proteine wurde unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt.
Dazu wurden die E. coli Zellen bei Raumtemperatur aufgetaut, anschlieBend je nach Menge
der kultivierten Zellen (groBer oder kleiner MaB3stab, sieche 4.2.1.1.) mit 5 ml, 2 ml oder 1 ml
Lysepuffer A (teilweise zusdtzlich unter Verwendung von Lysozym) versetzt und
resuspendiert. Die resuspendierten Bakterien wurden dann zur Lyse 1h bei 37°C auf einem
Rotationsschiittler inkubiert und anschliefend die Zelltrimmer fiir 30 Minuten bei 10.000 g
abzentrifugiert. Das Lysat (Uberstand) wurde zur weiteren Aufreinigung aufbewahrt. Zur
Bindung der Proteine aus dem Lysat an die Ni-NTA-Matrix und der anschliefenden Elution
wurden verschiedene Filter-Rohrchen genutzt (siehe auch Abb. 24):

e Verwendung von Filter-Rohrchen zur Befiillung mit Ni-NTA-Agarose (1 ml und 5 ml)

Das Lysat wurde hier in mit 1 ml (groer MaBstab) bzw. 500 pl (mittlerer
Malistab) Ni-NTA-Agarose gefiillte 15 ml Polypropylen-Rohrchen (PP-Tubes)
gegeben und eine Stunde auf dem Rotationsschiittler zur Bindung der Proteine
inkubiert. Dabei wurde die Suspension alle 15 Minuten mit dem Vortex erneut
gemischt und schlieBlich in die entsprechenden Filter-Rohrchen tiberfiihrt. Die
Matrix wurde dann zwei Mal mit 4 ml Waschpuffer C gewaschen. Die Elution
erfolgte mit 500 ul Elutionspuffer D bzw. E. Der verwendete Puffer sowie die
Anzahl der Elutionsschritte wurde variiert. Fiir die SDS-PAGE wurden Proben
der Eluate zuriickbehalten. Alle Eluate wurden bis zur weiteren Verwendung
(zur Proteinbestimmung oder zum Spotten der Proteine) bei -20°C aufbewahrt.

e Verwendung von gebrauchsfertigen SpinColumns von Qiagen

Die SpinColumns wurden zunichst auf eine Wasserstrahlvakuum-Vorrichtung

gesteckt und mit 600 pl Puffer A equilibiriert, der Puffer dabei durch Anlegen
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von Vakuum abgesaugt. Nach der Equilibrierung wurde das gesamte Lysat (ca.
1 ml, kleiner Expressionsmaf3stab) auf die Filtersdule gegeben und abgesaugt.
Die Matrix wurde 2 x mit je 600 pl Puffer C gewaschen, welcher ebenfalls
abgesaugt wurde. Zur Elution wurde 2 x 200 pl Puffer E verwendet. Dabei
wurden die Filterr6hrchen in 1,5 ml-Mikroreaktionsgefdlle gesetzt und zwei
Minuten bei 700 x g zentrifugiert. Das Eluat in den Mikroreaktionsgefaen
wurde wie oben beschrieben weiterbehandelt.
e Verwendung von MoBiTec SpinColumns zur Befiillung mit Ni-NTA-Agarose

Hier wurden die Rohrchen vorab mit 100 pl 1:5 verdiinnter Ni-NTA-Agarose
befiillt. Die weitere Vorgehensweise ist mit der flir die Qiagen SpinColumns

dquivalent.

Abb. 24:  Fotografie der verwendeten Filter-R6hrchen. Von links nach rechts: Filter-Réhrchen zur Befiillung
mit Ni-NTA-Agarose (5 ml und 1 ml-Volumen), Qiagen SpinColumns gefiillt mit Ni-NTA-
Agarose, MoBiTec SpinColumns zum Befiillen mit Ni-NTA-Agarose

4.2.1.3 Expressionstest mit Kolonie-Blot

Fiir das Screening nach proteinexprimierenden E. coli Klonen wurde ein so genannter
Kolonie-Blot durchgefiihrt, bei dem der RGS-Hisg-Tag der rekombinanten Proteine mit einem
Sandwich-ELISA (enzyme-linked-immunosorbent assay) nachgewiesen wurde. Dazu wurde
zundchst LB-Agarose mit 15 pg/ml Kanamycin sowie 100 pg/ml Ampicillin versetzt und in
Petrischalen gegossen. Fiir die Vorkulturplatten wurde mit einem Glasspatel 800 pl 40%-
Glukose in den erstarrten Agar eingearbeitet. Mit einem Zahnstocher wurden die E. coli
Klone aus den angetauten Glycerin-Stocks auf die Platten {iberfiihrt (44 Klone pro Platte nach
Schema in Abb. .6). Die Klone wurden iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C angezogen.
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Abb. 25:  Oben: Schematische Darstellung der Klonanordnung auf den Vorkulturplatten (jede Nummer
entspricht einem E. coli Klon). Unten: Schematische Darstellung der Ubertragung der Kolonien auf
ein Filterpapier und anschlieBemd auf eine neue Platte (“The QIAexpressionist™ 06/2003, Qiagen)

Fir die Hauptkulturplatten wurden 120 pl IPTG zur Expressionsinduktion in die
Agarplatten mit einem Glasspatel eingearbeitet. Durch Auflegen eines Filterpapiers auf die
Vorkulturplatte, wurden die einzelnen E. coli Kolonien auf den Filter tibertragen. Die
Proteinexpression erfolgte durch Auflegen des Filters auf die Hauptkulturplatten und der
Inkubation tiber 4 h im Brutschrank bei 37°C. Zur Lyse der Zelle wurden die Filter fiir 10 min
mit 10 % (w/v) SDS und fiir weitere fiinf Minuten mit 0,5 M Natronlauge behandelt. Dann
erfolgte die Behandlung fiir zwei Mal fiinf Minuten mit Neutralisierungslosung (1,5 M NaCl,
0,5 M Tris-HCI, pH 7,4). AnschlieBend wurde der Filter zwei Mal fiir 10 min mit TBS
gewaschen und zum Blocken fiir eine Stunde mit 3 % (w/v) Milchpulver in TBS schiittelnd
inkubiert. Die Blockinglosung wurde durch die zweimalige Behandlung mit TBST fiir je 10
min und einmal fiir weitere 10 min mit TBS abgewaschen. Zum Nachweis der rekombinant
exprimierten Proteine wurden die Filter {iber Nacht mit 3 ml 0,2 pg/ml Maus-Anti-RGS-His-
Antikorper in einem 50 ml-PP-Tube schiittelnd inkubiert. Ungebundene Antikdrper wurden
durch zweimaliges Waschen mit TBST fiir je 10 min und einmal fiir weitere 10 min mit TBS
abgewaschen. AnschlieBend erfolgte eine einstiindige Inkubation mit dem 1:3000 verdiinnten
enzymmarkierte Zweitantikorper (Ziege-Anti-Maus-IgG-, alkalische Phosphatase-Konjugat).
Auch hier wurde wie oben ungebundene Antikdrper abgewaschen. Die Enzymreaktion wurde
durch Zugabe von BCIP/NBT-Losung (1 Tablette auf 10 ml ddH,O) gestartet. Nach 10
miniitiger Inkubation im Dunkeln wurde die Reaktion durch Zugabe von ddH,O abgestoppt.

Die Farbung der Filter wurden mit der Hilfe eines Farbscanners dokumentiert.



Material und Methoden 40

4.2.1.4 Proteinkonzentrierung

Zur Konzentrierung von gering konzentrierten Proteinproben wurden die Filter-R6hrchen
,Microcon YM-10“von Millipore verwendet. Die Ausschlussgrenze betrdgt hier 10 kDa. Es
wurde nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen (N1.99394).

4.2.1.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die eindimensionale, diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) dient zur Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen
entsprechend ihrem Molekulargewicht (Laemmli, 1970). Bei der diskontinuierlichen PAGE
durchlaufen die Proteine zunichst ein kurzes groBporiges Sammelgel, wo sie zu einem Stapel
komprimiert werden, bevor sie in das lingere engporige Trenngel gelangen und dort nach
threr Mobilitdt (Ladung und Grof3e) aufgetrennt werden. Bei der SDS-PAGE dient das stark
anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) der Denaturierung der Proteine. Durch die
sequenzunabhingige Bindung von SDS an die Proteine, werden auch unterschiedlich
geladene Proteine mit einer einheitlichen negativen Ladung versehen. Die Auftrennung im
Trenngel ist deshalb nur noch vom Molekulargewicht der Proteine abhéngig.

Zur vollstindigen Denaturierung der Proteine wurden je 9,75 ul Proteinprobe (aus dem
Eluaten) mit 3,75 ul 4 x Ladepuffer (enthdlt SDS) sowie 1,5 pul 1M Dithiothreitol (DTT)
versetzt und fir 10 Minuten bei 70°C erhitzt. DTT diente dabei als Reduktionsmittel, welches
die fiir die Tertidrstruktur wichtigen Schwefelbriicken zwischen Cystein-Resten reduziert und

damit aufbricht.

Verwendung selbst hergestellter Gele

Die bei der SDS-PAGE eingesetzte Gelmatrix besteht aus Polyacrylamid, welches durch
eine radikalische Reaktion aus Acrylamid und N,N’-Methylenbisacrylamid (Bis) entsteht. Die
Trenneigenschaften des Gels konnen durch den Anteil an Gesamtacrylamid kontrolliert
werden. Die Reaktion ist radikalischer Natur und wird durch den Zerfall von
Ammoniumperoxodisulfat (APS) gestartet, welches in Losung freie Radikale bildet.
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) dient dabei als Katalysator.

Es wurde zunichst das Trenngel und nach dessen Polymerisierung das Sammelgel

zwischen zwei Glasplatten gegossen. Die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 1



Material und Methoden 41

aufgelistet. Anschliefend wird der Kamm in das Sammelgel gesetzt und nach dessen
Polymerisierung wieder entfernt. Das Gel wurde nun in der Gelkammer arretiert und diese mit
Laufpuffer gefiillt. Die Taschen der Gele wurden mit ca. 12 ul denaturierte Proteinprobe bzw.
7,5 ul ProteingroBenstandard beladen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 50
— 60V fiir 20 Minuten bis die Lauffront die Trenngelgrenze erreichte, dann wurde die
Spannung fiir etwa 4 Stunden auf ca. 120 V erhoht. Nach Beendigung der Elektrophorese
wurden die Proteine etwa 1 h unter leichtem Schiitteln in Coomassie-Féarbelosung fixiert.
Coomassie-Féarbung ist eine sehr einfache Methode, Polyacrylamid-Gele zu féarben. Diese Art
der Farbung beruht auf reversibler Anlagerung des Farbstoffs an Amino-Gruppen der
Proteine. Die untere Nachweisgrenze von Coomassie liegt bei ca. 500 ng Protein/Bande.
Ungebundener Farbstoff konnte anschlieend durch Schiitteln in Entfarberlosung fiir mehrere
Stunden entfernt werden. Die Geldokumentation erfolgte elektronisch mit einem Farb-

Scanner.

Tabelle 1: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel fiir die SDS-PAGE

Komponente Trenngel 6% 20ml Trenngel 15% 20ml Sammelgel 5% 10ml
ddH,0O 8,1 ml 2,1 ml 6,8 ml
Acrylamid, 30% (w/v) 4 ml 10 ml 1,7 ml
Tris, 1M, pH 8,8/6,8 7,5 ml 7,5 ml 1,25 ml
SDS, 10% (w/v) 200 pl 200 pl 100 pl
APS, 10% (W/v) 200 pl 200 pl 100 pl
TEMED 20 ul 20 ul 10 ul

Verwendung gebrauchsfertiger Gradientengele

Die gebrauchsfertigen Gradientengele des ,,NuPAGE®“-Elektrophoresesystems von
Invitrogen wurden wie beim Hersteller angegeben (NuPage Technical Guide , Version E,
Oktober 2003) angewendet. Es wurden 12 pl denaturierte Proteinproben bzw. 7,5 pl
Proteingrofenstandard aufgetragen. Fiir die Farbung und Entfarbung der Gele wurde wie oben

vorgegangen.
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4.2.1.6 Proteinbestimmung

nach ODygg

Die spektroskopische Bestimmung der Proteinkonzentration basiert auf der UV-
Absorption der Reste der drei aromatischen Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und
Phenylanalin. MaBgeblich fiir die Messung das Absorptionsmaximum von Tryptophan bei
280 nm. Da die Anteile der drei Aminosduren in den einzelnen Proteinen unterschiedlich sind,
schwankt der Absorptionswert (=optische Dichte) fiir eine Proteinkonzentration von 1 mg/ml
zwischen 0,4 und 2,8. Auf der Basis eines mittleren Absorptionskoeffizienten fiir die drei
Aminoséduren hat eine Losung mit der optischen Dichte (ODsso) von 1,0 bei einem Lichtweg
von | cm eine Proteinkonzentration von ca. 1 mg/ml. Andere Substanzen in der Losung, die
auch bei 280 nm absorbieren (wie z.B. Nukleinsduren) konnen die Messung erheblich storen.
Der Vorteil dieser Methode liegt in der Einfachheit der Messung und der Tatsache, dass kein
Proteinmaterial bei der Messung zerstort bzw. denaturiert wird.

Fiir die Messung wurde zunichst der Blindwert durch Messung der optischen Dichte des
Elutionspuffers mit einem Photometer bestimmt. Dieser wurde dann von dem Messwert der
Proteinprobe abgezogen. Jede Messung wurde dabei dreimal durchgefiihrt und der Mittelwert

berechnet.

nach Bradfort

Dieses colorimetrische Verfahren zur Quantifizierung von des Gesamtproteingehalts einer
Losung beruht auf der Bindung des blauen Saurefarbstoffs Coomassie-Brilliant-Blau an
Proteine in saurer Losung (Bradford, 1976). Durch die Bindung des Farbstoff an Proteine,
verschiebt sich sein Absorptionsmaxium von 465 nm nach 595 nm.

Es wurde nach dem Mikrotiterplatten-Protokoll der Anleitung ,,Coomassie Plus®“ von

Pierce (Nr. 23238) vorgegangen.
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4.2.1.7 Dot-Immunoassay

Zur Analyse der in den Patientenseren enthalten Antikdrper wurde ein nicht kompetitiver
ELISA durchgefiihrt. Die Serum-Antikorper stellten in diesem Fall die Antigene dar, an die
die entsprechenden anti-humanen, enzymmarkierten Antikorper binden.

Zwischen die Dot-Blot-Apparatur wurde eine Nitrocellulose-Membran eingespannt. Die
Membran wurde zunichst mit je 200 pl pro Vertiefung gespiilt bevor je 200 pl der verdiinnten
Seren auf die Membran gebracht wurden. Dann wurde erneut mit zwei Mal mit je 350 pl PBS
gespiilt und die Apparatur auseinander gebaut. Die Membran wurde anschlieBend fiir eine
Stunde mit Blockinglosung (3% (w/v) Magermilchpulver in TBS) geblockt und darauthin
zwei Mal fiir je 15 min mit TBST und fiir 10 min in TBS gewaschen. Fiir die Reaktion mit
dem enzymmarkierten Antikdrper wurde die Membran fiir eine Stunde in 1:2500 mit
Blocking-Ldsung verdiinnter anti-human-IgG (bzw. IgA oder IgM)-AP-Antikorper-Losung
inkubiert. Uberschiissige Antikdrper wurden durch Waschen der Membran fiir je zwei Mal 10
min mit TBST und ein Mal fiir 10 min mit TBS sowie ein Mal 10 min mit Attophos-Puffer
entfernt. Fiir die Farbreaktion wurde die Membran mit Attophos-Losung (500 pl Attophos in
10 ml Attophos-Puffer) bis zur gewiinschten Fiarbung inkubiert, die Reaktion mit Wasser

gestoppt und die Membran fiir die Dokumentierung gescannt.

4.2.2 Protein Microarrays
4.2.2.1 Spotten der Proteine

Protein Microarrays bestehen aus einer groBen Anzahl von verschieden dennoch
gleichmiBig angeordneten Protein-Spots auf einer planaren Oberfliche. Diese werden mit
einem Roboter durch Nadeln (,,Pins*) aus der Losung auf das Triagersubstrat iibertragen
(,,Spotten®).

Fiir den Grofiteil der Vorversuche wurde dazu der Q-Arrays-Roboter von Genetix mit
einem 16-Pin-Druckkopf verwendet. So konnten bei jedem Aufsetzen des Druckkopfes auf
die Oberfliche immer 16 Proteine gleichzeitig gespottet werden (Abb. 26). Dabei wird das
Probenvolumen (ca. 5 nl) durch Adsorptionskriafte am Pinschaft gehalten und durch den
direkten Kontakt mit der Microarrayoberfliche wieder abgegeben. Die rostfreien Stahlpins
besallen Enden mit einem Durchmesser von 150 um. Zur Ansteuerung wurde die Software Q-

soft-200-Microarraying von Genetix verwendet.
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Feld 1 Feld 2 Feld 3

Abb. 26:  Fotografie des Q-Array-Druckkopfes mit 16 Nadeln (links) und schematische Darstellung des
erzeugten Protein-Patterns auf dem Microarray: Pro Feld werden 16 verschiedene Proteinproben
gespottet wobei jedes Protein-Pattern aus mehren identischen Spots besteht (z.B. 2x2, wie in dieser
Abbildung gelb dargestellt). Alle gespotteten Felder sind ebenfalls identisch (hier Feld 1, 2 und 3).

ZZ2 1 250 mm

9.00

P 756 mm ¢ 4

Abb. 27:  Druckkopf fiir das Spotten der Multiplexing-Slides (oben) und MaBle der Multiplexing-Struktur
»Nexterion Slide MPX“ von Schott (unten). Zahlen beziehen sich auf mm-Angaben.



Material und Methoden 45

Fiir das Serumscreening mit allen rekombinanten Proteinen wurde ein von der
Arbeitsruppe Hultschig des Max-Planck-Instituts fiir molekulare Genetik abgewandelter
QArray Spotter (Genetix) und ein selbst entwickelter Druckkopf verwendet. Es wurde mit
einem oder zwei Pins 16 Felder in einem 11x11 Pattern gespottet, welches dem Multiplexing-
System von Schott angepasst wurde (Abb. 27.). Fiir jeden Spot konnte dabei individuell ein
anderes Protein gewdhlt werden. Der Abstand zwischen zwei Spots (dot pitch) betrug 380

um. Die Ansteuerungssoftware ist ebenfalls eine arbeitsgruppeneigene Entwicklung.

4.2.2.2 Serumscreening

Die Prozessierung der Protein-Mikroarrays, sowohl bei den Vorversuchen zur
Optimierung als auch bei den eigentlichen Serumscreenings, unterteilte sich allgemein in
folgende Schritte: Zunédchst wurde die Oberfliche der bespotteten Arrays mit einer
Blockinglosung geblockt, um unspezifische Bindungen zu unterbinden. Nach der Inkubation
der Arrays mit dem Erstantikorper (Serum- und/oder Maus-anti-RGS-His-Antikorper) in der
Blockinglosung iiber Nacht wurden {iberschiissige ungebundene Antikdrper wieder
abgewaschen. Es folgte eine einstiindige Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten
Zweitantikdrper im Dunkeln (anti-human- und/oder anti-Maus-Antikérper). Auch hier
wurden anschliefend ungebundene Antikdrper durch Waschschritte entfernt bevor die Slides
getrocknet und bis zum Scannen dunkel bei 4°C gelagert wurden.

Bei den Vorversuchen (ohne Multiplexing-System) erfolgte das Blocking und Waschen
(5x 10 min mit entsprechender Waschlosung nach der Erstantikorper-Inkubation und nach der
Zweitantikorperreaktion zusétzlich 1x fiinf Minuten mit ddH,O) schiittelnd in einem mit der
entsprechenden Losung gefiilltem Plastik-Gefd3 (sieche Abb. 28 links). Die
Antikorperreaktionen wurden mit je 140 pl Antikorperldsung unter einem Deckgldschen
durchgefiihrt. Dabei wurden die Microarrays in einer mit feuchten Papier ausgelegten
geschlossenen Box gelagert, um wéhrend der Inkubation eine hohe Luftfeuchtigkeit zu
garantieren (Abb. 28 rechts). Zum Abldsen der Deckgldschen vor den Waschschritten wurden

die Slides kurz in Waschpuffer getaucht.
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Abb. 28:  Plastikgefdl zum Blocken und Waschen der Microarrays (links) und Box mit feuchtem Papier zum
Generieren einer hohen Luftfeuchtigkeit wahrend der Antikdrper-Inkubationen (rechts).

Die Prozessierung der Multiplexing-Slides, unterschied sich im Wesentlichen dadurch

von der vorigen Prozessierung, dass alle Losungen mit einer Multikanalpipette in die
jeweiligen Einsparungen gegeben wurden, also auch keine Deckgldschen verwendet wurden
(Abb. 29). Fiir das Blocking wurden pro Feld 70 pl Blocking-Losung (10 % (w/v)
Magermilchpulver in PBST) und fiir die Antikérperreaktionen jeweils 50 pl Antikorperldsung
(verdiinnt in Blockinglosung) verwendet. Gewaschen wurde nach jeder Antikorperinkubation
4 mal fiir je drei Minuten mit je 100 ul PBST. Dabei wurde die Fliissigkeit jeweils vor dem
nichsten Waschachritt mit einer Multikanalpipette wieder abgezogen. AnschlieBend wurde
die Multiplexing-Struktur von dem Microarraysubstrat entfernt und der gesamte Chip fiir 10
min in PBS und fiir weitere fiinf Minuten in ddH,0 gewaschen. Die Slides wurden zum

Trocknen in ein 50-ml-PP-Tube iiberfiihrt und fiir drei Minuten bei 500 x g zentrifugiert.

Abb. 29:  Prozessierung der Multiplex-Microarrays mit einer Multikanalpipette
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Alle Versuche, bei denen mit humanen Seren gearbeitet wurde, wurden im
Sicherheitslabor (S2) unter einer Clean-Bench durchgefiihrt.
Nahere Versuchsbedingungen, die hier nicht angegeben wurden, da sie Gegenstand von

Optimierungsversuchen sind, werden im Ergebnisteil unter 5.3. sowie 5.4 erldutert.

4.1.1.1. Scannen

Die Detektion der fluoreszenzmarkierten Antikorper erfolgte mit einem Laserscanner,
dem ScanArray 4000 von Perkin Elmer (Abb. 30). Die Anregungs-Wellenldnge fiir den
Fluoressenzfarbstoff Cy5 betrug 633 nm, die Emission wurde bei 670 nm detektiert. Fiir den
Farbstoff TexasRed waren es 594 nm fiir die Anregung und 615 nm bei der
Emissionsdetektion. Es wurde mit einer Laserpower von 100 % und in einem

Photomultiplierbereich von 40 — 100 % gescannt. Die Scanauflésung betrug 10 bzw. 20 um.

Abb. 30:  Laserscanner ScanArray 4000 von Perkin Elmer. In die Einsparung an der Vorderseite wurde der
jeweils zu scannende Microarray eingefiihrt.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Entsprechend der Zielstellung dieser Arbeit, wurden zundchst die Gene der zu
untersuchenden Proteine ausgewihlt und diese dann rekombinant in E. coli exprimiert. Nach
der Aufreinigung und Optimierung des Microarray-Versuchsablaufs wurden die Proteine

schlieBlich mi