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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Infektionen durch Gram-positive und Gram-negative Bakterien kdnnen zur Entwicklung der
lebensbedrohlichen Erkrankung Meningitis fuhren. Um eine Meningitis zu verursachen,
mussen die Krankheitserreger die Schutzbarrieren des Gehirns Uberwinden. Eine dieser
Barrieren, die das zentrale Nervensystem (ZNS) schiitzt, ist die Blut-Liquor-Schranke (BLS),
deren morphologisches Korrelat die Epithelzellen des Plexus choroideus (PC) sind. Fir den
Gram-positiven Erreger Streptococcus suis (S. suis) und die Gram-negativen Erreger
Haemophilus influenzae (H. influenzae) und Neisseria meningitidis (N. meningitidis) wurde die
BLS als mégliche Eintrittspforte in das ZNS diskutiert. /n vitro Studien, unter Verwendung eines
Modells des BLS, das durch humane Papillomzellen des PC (HIBCPP-Zellen) dargestellt wird,
haben eine polare Infektion dieser Erreger von der basolateralen Seite der Zellen gezeigt. Es
ist bekannt, dass bakterielle Erreger die Signaltransduktionswege des Wirts wahrend der
Infektion zu ihrem eigenen Vorteil manipulieren kdénnen. Dazu gehodren
Endozytosemechanismen wie die Dynamin-vermittelte Endozytose, um die Aufnahme der
Krankheitserreger in die Wirtszellen zu erleichtern. Wahrend von den untersuchten Bakterien
die S. suis Stdmme und die N. meningitidis Kapselmutante eine Abhangigkeit von diesem
Mechanismus fir eine optimale Infektion der HIBCPP-Zellen aufwiesen, konnte fir die
N. meningitidis Wildtyp Stamme und die Varianten von H. influenzae keine signifikante
Abhangigkeit von der Dynamin-vermittelten Endozytose bei Infektion der HIBCPP-Zellen
beobachtet werden. Weitere, von Bakterien haufig manipulierte, Signalkaskaden sind die
extrazellularen signalregulierten Kinasen 1 und 2 (Erk1/2) und p38 Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK). Die Pathogene S. suis und H. influenzae konnten HIBCPP-Zellen,
unabhangig von der Kapselexpression, nicht effizient infizieren, wenn diese MAPK inhibiert
wurden. In ahnlicher Weise wurde eine Abhangigkeit von beiden Signalwegen fir die
N. meningitidis Wildtyp Stamme beobachtet. Jedoch konnte die N. meningitidis Kapselmutante
die HIBCPP-Zellen unabhangig von der Aktivitat beider MAPK infizieren. Aus diesem Grund
wurde eine Transkriptomanalyse der HIBCPP-Zellen nach Infektion mit dem N. meningitidis
Wildtyp Stamm und der Kapselmutante durchgefuhrt, um die zugrunde liegenden Prozesse
wahrend der Infektion der HIBCPP-Zellen weiter zu charakterisieren. Die Ergebnisse deuten
auf eine Rolle des PC bei der Entziindungsreaktion hin und heben Unterschiede in der Starke
der Auswirkungen auf die Genexpression nach Infektion mit den N. meningitidis Stammen in
Gegenwart oder Abwesenheit der Bakterienkapsel hervor. Dariber hinaus ergab eine Analyse
des Phosphoproteoms nach Infektion von HIBCPP-Zellen mit N. meningitidis eine Vielzahl von
regulierten Signalwegen und Proteinen, mit deren Hilfe die genauen Infektionsmechanismen

der BLS durch N. meningitidis weiter untersucht werden kénnen.



Summary

Summary

Infections with Gram-positive and Gram-negative bacteria can result in the development of the
life-threatening disease meningitis. In order to cause meningitis, the pathogens have to
overcome the protective barriers of the brain. One of these barriers protecting the central
nervous system (CNS) is the blood-cerebrospinal fluid barrier (BCSFB) which is represented
by the epithelial cells of the choroid plexus (CP). For the Gram-positive pathogen
Streptococcus suis (S. suis) and the Gram-negative pathogens Haemophilus influenzae
(H. influenzae) and Neisseria meningitidis (N. meningitidis), the BCSFB has been discussed
as possible entry site to the CNS. /n vitro studies, using a model of the BCSFB represented by
human choroid plexus papilloma cells (HIBCPP cells), have demonstrated polar infection of
these pathogens from the basolateral side of the cells. Bacterial pathogens are known for
manipulating the hosts signal transduction pathways during infection for their own advantage.
Among those are endocytosis mechanisms, such as the dynamin-mediated endocytosis, to
facilitate uptake of the pathogens into the host cells. While, concerning the analysed bacteria,
S. suis and N. meningitidis capsule-deficient mutants displayed a dependency on this
mechanism for optimal infection of the HIBCPP cells, the N. meningitidis wildtype strains and
H. influenzae variants showed no significant dependency on dynamin-mediated endocytosis
for infection of the HIBCPP cells. Further commonly manipulated signaling cascades by
bacterial pathogens are the extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 (Erk1/2) and p38
mitogen-activated protein kinases (MAPK). The pathogens S. suis and H. influenzae could not
infect HIBCPP cells as efficiently when those MAPK were inhibited, regardless of capsule
expression. Similarly, a dependency on these signaling pathways was observed for the
N. meningitidis wildtype strains. The N. meningitidis capsule-deficient mutant on the other
hand could infect HIBCPP cells regardless of the activity of both MAPK pathways. For this
reason, a transcriptome analysis of the HIBCPP cells after infection with N. meningitidis
wildtype strain and the capsule-deficient mutant was done to further characterize the
underlying processes during infection of the HIBCPP cells. These results point towards a role
of the CP in the inflammatory response as well as highlighting differences in the impact on
gene expression after infection with the N. meningitidis strains in presence or absence of the
bacterial capsule, even though both strains resulted in the induction of mostly the same genes.
Furthermore, an analysis of the phosphoproteome after infection of HIBCPP cells with the
N. meningitidis strains revealed a variety of signaling pathways and regulated proteins that will

help further study the exact mechanisms of infection of the BCSFB by N. meningitidis.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das zentrale Nervensystem

Zum Schutz des Gehirns existieren physiologische Barrieren, deren Entdeckung in hohem
MalRe auf den Beobachtungen von Paul Ehrlich (Ehrlich 1904) und Edwin Goldmann
(Goldmann 1913) im 20ten Jahrhundert basiert. In ihren Experimenten wurde gezeigt, dass
nach Zugabe eines Farbstoffes in den Blutkreislauf alle Organe bis auf das zentrale
Nervensystem (ZNS) angefarbt waren. Bei Injektion des Farbstoffes in das ZNS wurde
umgekehrt zwar das Gehirn, nicht jedoch die restlichen Organe des Koérpers angefarbt
(Goldmann 1913; Ehrlich 1904). Diese physiologischen Barrieren erflillen eine essenzielle
Rolle zum Schutz des Gehirns und zur Aufrechterhaltung seiner Funktion (Marques et al.,
2013). Eine Ubersicht der wichtigsten Schnittstellen zwischen dem ZNS und den peripheren
Geweben ist in Abbildung 1 skizziert. Zu diesen Strukturen gehéren die Blut-Hirn-Schranke
(BHS) und Blut-Liquor-Schranke (BLS), auf die im Folgenden naher eingegangen wird, sowie
die Barriere der zirkumventrikularen Organe und der Hirn-Liquor-Schranke am Ependym der
Ventrikel. Wichtige Komponenten dieser Barrieren sind interzellulare Tight Junctions (TJ), auf
welchen die Aufrechterhaltung der Barrierefunktion beruht. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist
die Kontrolle des Transports von Molekulen Uber die Barriere hinweg, der unter anderem von
ATP-binding cassette (ABC) Transportern sowie Effluxpumpen gewahrleistet wird (Saunders
et al., 2016). Durch das Zusammenspiel dieser Mechanismen schutzen die Barrieren das ZNS
vor Giftstoffen, vielen pharmakologisch wirksamen Stoffen sowie einer Reihe verschiedener
Krankheitserreger (Lauer et al., 2018 1249; Doran et al., 2016; van Sorge et al., 2012).

1.1.1 Die Blut-Hirn-Schranke

Eine, die Hirnkapillare auskleidende, Endothelschicht stellt die Verbindung zwischen dem ZNS
und dem peripheren Kreislauf dar (Abbildung 1A). Dabei weist diese Endothelschicht sowohl
strukturelle als auch funktionale Eigenschaften auf (Daneman 2015 1236; Abbott et al., 2010;
Kim 2008). Zusammen mit Astrozyten und Perizyten bilden die Endothelzellen eine Barriere
zum ZNS. Diese Barriere reprasentiert die BHS, welche, im Gegensatz zu anderen
Kapillarendothelien, einen stark reduzierten parazellularen und transzellularen Transport
aufweist (Bauer et al., 2014; Adam et al., 2004). Die Barrierefunktion der Endothelzellen basiert
dabei auf einer sehr geringen Anzahl von pinozytotischen Vesikeln, dem Fehlen von
Fenestrierungen sowie der Anwesenheit von mehrreihigen TJ (Bauer et al., 2014; Hawkins et
al., 2006; Adam et al., 2004). Auf Grund dieser Eigenschaften der Endothelzellen wird fir

verschiedene Molekile das Durchqueren dieser Barriere eingeschrankt sowie die Homdostase
3



Einleitung

des ZNS gewahrleistet. Rezeptorvermittelte Endozytose, aktiver Effluxtransport durch Solute
carrier Transporter sowie lonentransport zahlen zu den wichtigsten Transportsystemen der
BHS (Sweeney et al., 2019). Zusatzlich deutet eine gro’e Anzahl an Mitochondrien auf eine
ausgepragte metabolische Aktivitat hin, die, ausgelést durch den Energiebedarf der
verschiedenen Transportsysteme, einen selektiven Austausch Uber die Barriere unterstreicht
(Tietz et al., 2015; Abbott et al., 2010).

1.1.2 Die Blut-Liquor-Schranke

Neben der BHS existieren weitere Systeme, welche als Grenzflachen zwischen Blut und
Gehirn fungieren (Abbildung 1). Dazu zahlen die Plexus choridei (PC) sowie die Arachnoidea
(Abbildung 1B, C). Zusammen bilden diese Systeme die BLS. Im Folgenden wird auf die

Barriere zur innerem Zerebrospinalflissigkeit (Liquor) an den PC eingegangen.

Im Ventrikelsystem befinden sich insgesamt vier Areale, an welchen sich eine solche BLS
ausbildet. Zu diesen Arealen gehoéren die zwei PC in den Dachern des dritten und vierten
Ventrikels sowie die PC der beiden Seitenventrikel (Liddelow 2015). Die Epithelzellschicht der
PC liegt auf einer Basallamina, welche wiederum eine Bindegewebsschicht bedeckt. Diese
fuhrt Kapillaren in ihrem Inneren, die durch ein fenestriertes Endothel ausgekleidet werden und
somit durchlassig flir Bestandteile des Bluts sind und nicht zur Schrankenfunktion beitragen
(Wolburg et al., 2010). Die Funktion dieser stark vaskularisierten Schranke beruht stattdessen
auf dem spezialisierten neurodektdermalen Epithel, dessen Zelloberflache, auf Grund einer
hohen Anzahl von Mikrovilli auf der dem Liquor zugewandten apikalen Seite, stark vergroert
ist. Diese hochkuboidalen, polarisierten Zellen stammen von Ependymzellen ab und gehen im
Bereich der Aufhangung im Ventrikel in diese tber (Narita et al., 2015). Des Weiteren ist dieses
Epithel durch die Ausbildung von TJ sowie die Expression von Proteinen, die mit diesen
assoziiert werden, wie Zonula Occludens 1 (ZO1) und Occludin, charakterisiert (Engelhardt et
al., 2001).

Die BLS stellt nicht ausschlieBlich eine physikalische Barriere zum ZNS dar, welche vor
pathogenen Erregern und anderen potentiell schadhaften Bestandteilen im Blut schitzt,
sondern fungiert auch als Barriere zum Schutz vor neurotoxischen Substanzen (Ghersi-Egea
et al.,, 2018; Liddelow 2015). Hierfir besitzen die Epithelzellen eine Reihe von Efflux-
Transmembrantransportern sowie metabolisierenden Enzymen, um diese Substanzen zu
entfernen (Ghersi-Egea et al., 2018). Eine weitere Schutzfunktion besteht darin, die
unkontrollierte Diffusion aus dem Blutkreislauf in das ZNS zu unterbinden. Dies geschieht
durch kontrollierten passiven und aktiven Transport von Substanzen Uber die Barriere hinweg
(Liddelow 2015).
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Zusatzlich zu der zuvor beschriebenen Barrierefunktion produziert der CP einen Grofteil des
Liquors. Dieser vermittelt eine Schutzfunktion vor mechanischen Stélken und umspilt das
Gehirn sowie das Rickenmark (Liddelow 2015). Hierbei ist die, durch die Mikrovilli
vergroRerte, apikale Oberflache der Zellen involviert, durch welche eine Sekretion gréerer
Mengen des Liquors ermoglicht wird (Ghersi-Egea et al., 2018). Schatzungsweise werden in
den PC rund 500 ml Liquor pro Tag produziert, was einen Austausch des Liquors drei bis funf
Mal taglich erméglicht (Ransohoff et al., 2012). Die sekretierte Liquorflissigkeit weist dabei
eine konstante Zusammensetzung auf. Bei ihrer Produktion spielt die polare Expression von
Transportern und lonenkanalen in den Epithelzellen des PC eine zentrale Rolle (Ghersi-Egea
et al, 2018). Die im Folgenden erlauterte Liquorproduktion beginnt mit dem Enzym
Carboanhydrase, welches eine Dissoziation von Kohlensdure katalysiert. Die an der
basolateralen Membran lokalisierten lonenaustauscher Na*/H*- und HCO?®*/CI- -Austauscher
fihren dazu, dass die hierbei entstandenen HCO®* und H* lonen gegen CI und Na*
ausgewechselt werden und sich in den Plexusepithelzellen anreichern. Der weitere Transport
dieser lonen erfolgt durch komplexe Interaktionen von Enzymen, Transportern und
lonenkanalen und resultiert letztendlich in einer Nettodiffusion von Natriumchlorid und
Natriumbikarbonat. Hierbei entsteht ein osmotischer Gradient, auf Grund dessen Wasser des
Blutkreislaufs Gber Aquaporin-Kanale in das ZNS gebracht und somit letztendlich der Liquor
produziert wird (Ghersi-Egea et al., 2018; Liddelow 2015).

Auf Grund der wichtigen Funktionen des PC als Schutzbarriere des ZNS sowie der Produktion
des Liquors und der damit verbundenen Aufrechterhaltung der Homdéostase des ZNS, kann
eine Beeintrachtigung der BLS schwere Folgen haben. Unter anderem kénnen pathogene
Erreger Uber die BLS in das ZNS gelangen (Herold et al., 2019; Lauer et al., 2018; Doran et
al., 2016; Schwerk et al., 2015; Vandenhaute et al., 2015; Vercellino et al., 2008).
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Abbildung 1: Schnittstellen zwischen peripherem Gewebe und dem ZNS. Die BHS besteht aus den
mikrovaskularen Endothelzellen des Gehirns, die durch TJ versiegelt sind und durch Astrozyten und Perizyten
umschlossen werden. Sie trennt das Gehirnparenchym vom Blutkreislauf (A). Der PC befindet sich im
Ventrikelsystem und ist durch ein fenestriertes Endothel ausgekleidet. Die BLS wird durch Epithelzellen gebildet
und trennt das Blut von dem ventrikularen Liquor (B). Die arachnoidale (duRere) Blut-Liquor-Schranke bildet sich
zwischen Subarachnoidalraum (auRerem Liquorraum) und Dura mater aus. Sie bildet sich durch arachnoidale

Grenzzellen (C). Zirkumventrikuldare Organe mit

BlutgefaRen teilen Charakteristika peripherer Gefalle. Die

Tanyzyten bilden die Barriere zum inneren Liquorraum (D). Ependymzellen, welche die Ventrikel auskleiden,
trennen den ventrikularen Liquor vom Gehirnparenchym (E). Modifiziert nach: (Borkowski et al., 2020).
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1.2 Infektionen des Zentralen Nervensystems

Das ZNS ist auf Grund seiner Barrieren, mafigeblich der BHS und der BLS, gut vor pathogenen
Erregern geschutzt. Obwohl die Zellen dieser Barrieren in der Lage sind eine Immunantwort
auf pathogene Erreger hervor zu rufen, gelingt es einer Reihe von Erregern dennoch in das
ZNS vorzudringen (Dando et al., 2014). Diese Infektionen kdnnen sich als Meningitis,
Enzephalitis und Meningoenzephalitis du’ern (Dando et al., 2014). Meningitis bezeichnet eine
Entziindung der Hirnhaute (Meningen), die das Gehirn und Rickenmark als schutzende Hulle
umgeben. Die Meningen werden in drei Hirnhaute aufgeteilt, die Pia mater, die Arachnoidea
und die Dura mater. Symptome einer Meningitis sind Fieber, Kopfschmerzen sowie
Nackensteifheit. Wahrend einer Enzephalitis liegt eine Entziindung des Hirnparenchym vor.
Die Symptome ahneln denen der Meningitis. Zudem kénnen auch Krampfanfalle als Symptom
der Enzephalitis auftreten. Die Meningoenzephalitis, welche oftmals einen letalen Verlauf hat,
beschreibt die Entziindung sowohl der Hirnhaute als auch des Gehirns selbst (Dando et al.,
2014).

Diverse Erreger kédnnen eine Entziindungsreaktion der Hirnhaute hervorrufen. Diese kdnnen
in Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten unterteilt werden. Der hochste Anteil an
Meningitisfallen wird durch Viren ausgeldst, die zudem auch der Hauptausloser einer
Enzephalitis sind (Wright et al., 2019; Glaser et al., 2006). Eine virale Meningitis kann meist
gut behandelt werden und es kann eine vollstandige Erholung erzielt werden. Der effektivste
Schutz gegen eine Vielzahl der Viren, die eine virale Meningitis auslésen kénnen, besteht in
der Impfung gegen die Erreger (Wright et al., 2019). Die bakterielle Meningitis ist die am
zweithaufigsten vorkommende Form der Erkrankung. Sie ist jedoch, im Vergleich zur viralen
Meningitis, haufiger mit einer schlechten Erholung oder gar, trotz der Anwendung von
Antibiotika, mit einem toédlichen Verlauf verbunden (Doran et al., 2016). Im Vergleich zu der
bakteriellen und viralen Meningitis hat eine durch Parasiten oder Pilze ausgeldste Meningitis
ein deutlich niedrigeres Vorkommen. Von dieser Form der Meningitis sind meist

immungeschwachte und immunkompetente Menschen betroffen (Goralska et al., 2018).
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1.2.1 Bakterielle Meningitis

Der Verlauf einer bakteriellen Meningitis ist, im Verglich zu einer viralen Meningitis, oftmals
schwerer und kann tddlich enden. Mit entscheidend fur die Schwere des Verlaufs der
Erkrankung ist unter anderem das Alter der Patienten sowie deren Immunstatus (van
Ettekoven et al, 2017). Am meisten betroffen sind aufgrund dieser beiden Faktoren

Neugeborene, Kinder, Jugendliche und Senioren (Gowin et al., 2018; Dando et al., 2014).

Viele Personen kénnen bakterielle Erreger asymptomatisch tragen, wahrend sich bei anderen
Individuen eine Krankheit entwickelt. Der Grund hierfur ist bislang noch nicht vollstandig
geklart (Gowin et al., 2018), wobei einige Studien eine genetische Pradisposition als méglichen
Faktor diskutieren (McGill et al., 2017). Fast alle bakteriellen Erreger kénnen in der Theorie
den Menschen infizieren und eine Meningitis auslésen (Adam et al., 2004). Dabei ist jedoch
die relative Haufigkeit von Infektionen auf eine begrenze Anzahl von Erregern reduziert, was
sich unter anderem aus der zuvor beschriebenen Altersspezifitat und dem Immunstatus der
Patienten bei Infektionen mit diesen Erregern ableitet. Beispiele fur Erreger, die eine Meningitis
auslésen koénnen, sind Neisseria meningitidis, (N. meningitidis, Meningokokken)
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), Streptococcus agalactiae, Listeria
monocytogenes (L. monocytogenes), Haemophilus influenzae (H. influenzae) type b (Hib),
Streptococcus Suis (S. suis) sowie Escherichia coli K1 (Dutkiewicz et al., 2018; van Ettekoven
et al., 2017; Kim 2010).

Trotz der Entwicklung von Impfstoffen gegen die meisten Meningitiserreger kommt es noch
immer zu Infektionen mit diesen Bakterien, die schnell diagnostiziert und behandelt werden
mussen. Hierbei wird eine Reihe von Antibiotika eingesetzt, sowie, in speziellen Fallen, eine
Therapie bestehend aus Antibiotika und zusatzlichen Kortikosteroiden (van Ettekoven et al.,
2017). Eine frihe Behandlung durch Verabreichung von Antibiotika wurde mit einer geringeren
Sterblichkeitsrate korreliert (Proulx et al., 2005). Die Auswahl der Antibiotika wird dabei von
mehreren Faktoren beeinflusst, unter anderem dem Erreger selbst sowie den bekannten
regionalen Antibiotikaresistenzen (McGill et al., 2017). Oftmals werden Penicillin und -
Lactame angewandt, da diese gegen die meisten bakteriellen Erreger eine Wirkung zeigen.
Ein Vorteil hierbei ist, dass diese Antibiotika nicht nur eine hohe Wirksamkeit gegen eine Reihe
von Erregern haben, sondern auch ein fir den Patienten unschadliches Mall an Toxizitat
aufweisen (Nau et al, 2010). Eine Zunahme an Antibiotikaresistenzen erschwert jedoch

zunehmend die Behandlung von bakterieller Meningitis (McGill et al., 2017).
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Viele Aspekte der Pathogenese der bakteriellen Meningitis sind noch nicht vollstandig geklart.
Um eine Meningitis auszulésen, muss jedoch eine bestimmte Anzahl von Ereignissen erfolgen.
Diese beginnen mit der Kolonisierung der Schleimhaute des oberen Respirationstrakts oder
des Gastrointestinaltrakts. Besonders betroffen ist hierbei das Nasopharynxepithel. Werden
diese Barrieren Gberwunden, folgt der Eintritt in den Blutkreislauf. Um der Erkennung durch
das Immunsystem zu entgehen, besitzen Meningitiserreger eine Reihe von Virulenzfaktoren
und Abwehrmechanismen. Uberlebt der Erreger in der Blutbahn, folgt die Bakteriamie und
Dissemination. Dadurch kénnen die Erreger die Schranken des Gehirns erreichen, an deren
Endothelzellen (BHS) oder Epithelzellen (BLS) sie im ersten Schritt der Infektion adharieren.
Werden diese Schranken erfolgreich Gberwunden, besiedeln die Erreger den Liquorraum, was
eine leptomeningeale Entziindung zur Folge hat (Doran et al., 2016; McGill et al., 2016; Adam
et al., 2004).

Meningitiserreger Uberwinden die Schranken des ZNS in den meisten Fallen transzellular oder
parazellular (Kim 2008). Diese Prozesse sind durch die Interaktion zwischen Virulenzfaktoren
der Erreger und Proteinen der Wirtszelle charakterisiert. Die transzellulare Uberwindung der
Barrieren wird dabei mit intrazelluldrer Invasion der Erreger assoziiert, die hierbei die
Signalwege der Wirtszelle zu Ihrem Vorteil nutzen. Dringen die Erreger parazellular in das ZNS
vor, so kann dies mit und ohne permanente Offnung der TJ einhergehen (Doran et al., 2016;
Kim 2008). Des Weiteren kdnnen bakterielle Toxine zu einer Beschadigung der Barriere flhren
und auf diese Weise den parazellularen Weg ermdglichen. Eine weitere Mdglichkeit der
Infektion des ZNS besteht in dem , Trojan-horse“-Mechanismus, der die Migration der Erreger
Uber die Schranken des ZNS, innerhalb von Zellen des Wirtes, beschreibt (Abbildung 2) (Kim
2008).

1.3 Pathogenese der Bakteriellen Meningitis

Die Pathogenese der bakteriellen Meningitis ist charakterisiert durch eine Reihe an Schritten,
mit Hilfe derer die pathogenen Erreger die Schranken des ZNS Uberwinden kénnen. Diese
verlaufen meist in einer bestimmten Reihenfolge. Diese Abfolge an Ereignissen, der Adhasion
und der folgenden Invasion der schitzenden Barrieren, geht ein Schwellenwert an bakteriellen
Erregern im Blutkreislauf voraus (Kim 2016; Sullivan et al., 1982; Dietzman et al., 1974).
Dieses Phanomen korreliert mit der Schwere der Infektion sowie der Wahrscheinlichkeit, eine

Meningitis zu entwickeln (Bell et al., 1985).
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Abbildung 2: Pathogenese der bakteriellen Meningitis. Dargestellt sind die verschiedenen Mechanismen mit
welchen die pathogenen Erreger die Zellen Gberwinden kdnnen. Unterschieden wird zwischen transzellulérer und
parazellularer Infektion sowie dem Trojan-horse Mechanismus. Modifiziert nach: (Herold et al., 2019)

1.3.1 Adhasion und Invasion bakterieller Erreger

Ist der Schwellenwert der Erreger im Blutkreislauf erreicht, erfolgt der Kontakt der bakteriellen
Erreger mit der Oberflache der Wirtszellen. Fur einige Erreger wurde auch eine Interaktion mit
Proteinen der extrazellularen Matrix beschrieben, welche den ersten Kontakt mit der Wirtszelle
ermoglicht. Die Adhasion der Erreger an der Oberflache der Wirtszelle ist ein komplexer
Prozess, in welchen verschiedenste Adhasionsmolekule involviert sind. Diese interagieren
wiederum mit einer Reihe von Rezeptoren der Wirtszelle, wobei mehrere bakterielle
Adhasionsmolekle gleichzeitig in diesen Prozess involviert sein kdnnen. Der erste Kontakt der
Erreger mit den Rezeptoren der Wirtszelle kann die Expression weiterer Rezeptoren zur Folge
haben, die folglich mit weiteren Virulenzfaktoren der Bakterien interagieren kdnnen (Virji 2009).
Zudem kann die Interaktion der bakteriellen Adhasionsmolekile mit den Rezeptoren der
Wirtszelle die Aktivierung verschiedener Signalwege zur Folge haben. Diese Aktivierung
bestimmter Signalwege fuhrt wiederum zu einer verstarkten Anheftung der Erreger sowie
deren Internalisierung (Doran et al., 2016). Wichtige Virulenzfaktoren vieler Meningitiserreger
sind hierbei die Pili oder Fimbrien, deren Rolle in der Invasion der BHS in in vitro Modellen
beobachtet und beschrieben wurde (van Sorge et al., 2012). Um in die Wirtszellen
vorzudringen und intrazelluldar zu Uberleben, nutzen pathogene Erreger die
Endozytosemechanismen der Wirtszellen sowie die eukaryotischen Regulationsmechanismen

des Zytoskeletts.
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1.3.1.1 Endozytose

Endozytose beschreibt die Internalisierung von Plasmamembranproteinen oder Lipiden,
extrazellularen Molekulen, Partikeln, Exosomen sowie Viren und Bakterien. Es handelt sich
dabei um einen konservierten Mechanismus in eukaryotischen Zellen, der in verschiedenste
Zellfunktionen involviert ist. Zu diesen Prozessen gehoéren unter anderem Umsatz und Abbau
von Plasmamembranproteinen und Rezeptoren, die Transduktion und Verbreitung von
Signalen in den Zellen oder unter angrenzenden Zellen eines Gewebes, die Eliminierung von

pathogenen Erregern und die Aufnahme von Nahrstoffen (Samaj et al., 2004).

Die Endozytose ermdglicht die Aufnahme einer Vielzahl von Molekullen, unter anderem
Wachstumsfaktoren, Lipide und Proteine. Auf Grund der hohen Anzahl an verschiedenen
Molekulen, die in den Prozess der Endozytose involviert sind, kann dieser Vorgang in
verschiedene Subkategorien unterteilt werden. Basis hierfur sind Proteine, die wahrend der
Endozytose an der Plasmamembran in hohen Konzentrationen vorgefunden werden. Auf
zelluldarer Ebene wird zwischen Phagozytose, die von phagozytischen Zellen des
Immunsystems angewandt wird, und Pinozytose unterschieden. Die Pinozytose, welche unter
anderem von Epithelzellen genutzt werden kann, um kleinere Molekile aus dem
extrazellularen Raum kontrolliert aufzunehmen, kann in weitere Prozesse unterteilt werden
(siehe Abbildung 3), die in Abhangigkeit oder unabhangig von der Guanosin-5'-triphosphat
(GTP)ase Dynamin, welche Membranabschnirungen katalysiert, stattfinden. Die Dynamin-
abhangige Aufnahme von extrazellularen Faktoren kann wiederum in Clathrin-vermittelte
Endozytose (CVE) (Abbildung 3A) und Caveolin-vermittelte Endozytose (Abbildung 3B)
unterschieden werden. Ein weiterer Dynamin-abhangiger Prozess ist die Endophilin-
vermittelte Endozytose (FEME). Hierbei werden unter anderem Rezeptor-Tyrosinkinasen
(RTK) oder Interleukin (IL)-Rezeptoren durch eine Interaktion von Endophilin, welches
urspringlich im Zusammenhang mit der Rekrutierung der GTPase Dynamin wahrend der CVE
beschrieben wurde, mit dem Aktin Zytoskelett internalisiert. Zudem konnte die Aufnahme von
Cholera und Shiga Toxinen mittels der FEME beobachtet werden (Rueda-Gensini et al., 2020).
Wie bereits angedeutet, kann jedoch auch Dynamin-unabhangige Endozytose stattfinden
(Sathe et al., 2018; Lin et al., 2010) (Abbildung 3C). Zwei der Prozesse, die sowohl Clathrin-,
Caveolin als auch Dynamin unabhangig sind, finden sich in dem sogenannten CLIC/GEEC
Signalweg und der Arf6-assoriierten Endozytose. In beiden Fallen werden
Glycosylphosphatidylinositol-verankerte Proteine aufgenommen, welche in Lipid-raft
Mikrodomanen organisiert sind und Cholesterin-induzierte Clustering-Fahigkeiten besitzen,
um das Knospen der Zellmembran zu induzieren. Ein dritter Clathrin-, Caveolin- und Dynamin-

unabhangiger Prozess ist die Makropinozytose. Hierbei werden, durch das Aktin-Zytoskelett
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vermittelt, groRe Mengen extrazellularer Fluide und Molekule aufgenommen (Rueda-Gensini
et al., 2020).

Bakterielle Erreger nutzen den Mechanismus der Endozytose unter anderem, um das Zytosol
oder eine Vakuole der Wirtszellen zu erreichen. Die Invasion der Zellen schitzt die Bakterien
zudem vor der Erkennung und Zerstérung durch das Immunsystem des Wirts (Cossart et al.,
2014). Manche Bakterien kénnen aus der Vakuole austreten und sich durch Rekrutierung des
Aktin-Zytoskeletts intra- und interzellular fortbewegen (Gouin et al., 2005). Andere Erreger

vermehren sich hingegen im Zytosol und verbreiten sich nach der Lyse der Wirtszelle weiter.

Fir die Nutzung der Endozytose zur Infektion der Wirtszellen durch Bakterien werden zwei
Hauptmechanismen beschrieben. Einer der beiden, der ,zipper‘-Mechanismus, setzt die
Adhasion eines bakteriellen Liganden an Rezeptoren der Wirtszelle voraus. Dies flhrt zum
Clustering von Rezeptoren und einer Umhillung (,zippering“) des Bakteriums in die Zelle
durch die Plasmamembran, wund resultiert in der Einleitung verschiedener
Signaltransduktionsreaktionen und dem Eintritt des Bakteriums in die Wirtszelle (Cossart
2004). Sowohl das Aktin-Zytoskelett sowie dessen Dynamik, als auch die Zusammensetzung
und damit die Plastizitat der Zellmembran spielen hierbei eine entscheidende Rolle (Cossart
et al., 2010; Pizarro-Cerda et al., 2006). Ein weiterer Mechanismus ist der ,trigger -
Mechanismus, welcher einen transienten Kontakt zwischen Bakterium und Wirtszelle
voraussetzt. Daraufhin kdnnen aktive Typ-IlI-Sekretionssystem (T3SS) Effektoren direkt in die
Zelle gebracht werden, in der sie zu einer Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts sowie der
Zellmembran fuhren, in einem Prozess, welcher der Macropinocytose ahnelt (Cossart et al.,
2014).
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C. Clathrin und Caveolin unabhéngige Endozytose

Abbildung 3: Schematische Darstellung verschiedener Endozytosemechanismen durch Pinozytose. Die
Unterteilung erfolgt in Caveolin-vermittelte Endozytose (A), Caveolin-vermittelte Endozytose und Clathrin- und
Caveolin-unabhangige Endozytose (FEME, CLIC/GEEC Signalweg, Arf6-assoziiert und Makropinozytose)
modifiziert nach: (Rueda-Gensini et al., 2020).

1.3.2 Manipulation des Aktin-Zytoskeletts durch bakterielle Erreger

Um in die Wirtszellen vorzudringen oder sie auch wieder zu verlassen, haben einige Erreger
Mechanismen entwickelt, mit Hilfe derer sie sich die Polymerisation des Aktin-Zytoskeletts zu
Nutzen machen (Stradal et al., 2018; Selbach et al., 2005). Diese Mechanismen werden nicht
nur durch die Erreger genutzt, um sich in den Zellen zu bewegen und auszubreiten, sondern
oftmals werden auch die regulatorischen Mechanismen der Aktin-Polymerisation selbst
untergraben (Frischknecht et al, 2001). Des Weiteren kénnen die Erreger sich auch
verschiedene Signalwege zu Nutzen machen, um zu ihrem Vorteil Einfluss auf das Zytoskelett
zu nehmen (Kim 2008). Hierdurch wird den Erregern letztendlich das initiale Anbinden an die
Zelle ermdglicht, gefolgt von dem Eindringen in die Wirtszelle und der Fortbewegung in dieser.
An den damit verbundenen Prozessen sind eine Vielzahl von Faktoren beteiligt, unter anderem

die Gruppe der Aktin-modulierenden Proteine (Stradal et al., 2018; Lamason et al., 2017).
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1.3.3 Manipulation von Signalwegen durch bakterielle Erreger

Die Nutzung wirtszelleigener Signalmolekiile ist eine Strategie, die von vielen pathogenen
Erregern wahrend einer Infektion ausgenutzt wird. Diesen Signalwegen liegt ein komplexes
Netzwerk biomolekularer Interaktionen und molekularer Regelkreise zugrunde, das
extrazellulare Signale in intrazellulare Antworten verarbeitet (Arkun et al., 2018). Auf der
anderen Seite kdnnen bestimmte konservierte Strukturen der Erreger von dem angeborenen
Immunsystem des Wirts erkannt werden. Diese pathogenassoziierten molekularen Muster
(pathogen associated molecular patterns; PAMP) werden von Wirtszellrezeptoren (pathogen
recognition receptors; PRR) erkannt, was die Aktivierung von Signalkaskaden zur Folge hat.
Beispiele hierflr sind der pathogen recognition receptors (nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells, NF-kB) Signalweg und die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPK) (Krachler et al., 2011; Kawai et al., 2010).

1.3.3.1 NF-kB Signalweg

Eine wichtige Gruppe der PPR sind die Toll-like Rezeptoren (TLR). Diese spielen eine zentrale
Rolle bei der Erkennung von Erregern sowie der Einleitung der Immunantwort (Janeway et al.,
2002). Werden spezifische PAMP durch die TLR erkannt, erfolgt eine Oligomerisierung von
TLR-Molekilen sowie eine Rekrutierung von downstream Adaptermolekilen (Lu et al., 2008).
Dies resultiert, nach einigen Phosphorylierungsschritten, in der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB durch die Ubiquitinylierung und Degradation der inhibitorischen
kB-Proteine (IkB), welche vorher die Translokation von NF-kB in den Zellkern unterbinden.
Dadurch wird die, durch NF-kB induzierte, Transkription verschiedener early response Gene,
zu denen auch inflammatorische Chemokine und Zytokine, wie IL8, TNFa, IL13, CXCLA1,
CXCL2 und CXCL3, zahlen, ermdglicht. Weitere, im Kern lokalisierte, IkB-Proteine kdnnen
dort an NF-kB binden und somit zur Regulation der Transkription an Promotoren
verschiedener Zielgene, zu denen auch einige secondary response Gene wie die Zytokine L6

und IL12 gehdren, beitragen (Hayden 2012; Yamamoto et al., 2008; Yamamoto et al., 2004).
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1.3.3.2 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen

Um auf extrazellulare Reize zu reagieren und diese in intrazellulare Antworten umzuwandeln,
aktivieren Zellen spezifische Singallkaskaden, unter anderem auch die MAPK (Roux et al.,
2004). Bei den MAPK handelt es sich um Serin/Threonin Proteinkinasen, die durch diverse
extrazellulare Stimuli aktiviert werden kénnen und flir ein breites Spektrum an zelluldren
Antworten verantwortlich sind (Kranenburg et al., 1999). Die MAPK Signalwege sind in allen
eukaryotischen Zellen zu finden und regulieren diverse Prozesse wie Genexpression, Mitose,
Metabolismus, Motilitat, das Uberleben der Zellen sowie die Apoptose und Differenzierung
(Roux et al., 2004). Zu den am meisten untersuchten MAPK zahlen die extrazellularen Signal-
regulierten Kinasen (Erk), die MAPK p38 sowie die c-Jun amino-terminalen Kinasen (JNK)
(Kyriakis et al., 2001; Chen et al., 2001). Trotz des breiten Spektrums an Stimuli, welche die
MAPK aktivieren kdnnen, werden einige MAPK préaferenziell von spezifischen Signalen
aktiviert. So werden unter anderem Erk 1 und 2 (Erk1/2) meist durch Wachstumsfaktoren und
Mitogene aktiviert. Die p38 Kinasen werden wiederum von Zytokinen aktiviert, JNK meist auf

Grund von Stressfaktoren wie UV-Licht, Hitze oder osmotischen Schock (Chen et al., 2001).

Jeder der MAPK-Signalwege umfasst drei Kinasen, welche in Serie aktiviert werden
(Abbildung 4). Die Reihenfolge der Aktivierung beginnt hierbei mit einer MAPK-Kinase-Kinase
(MAPKKK), gefolgt von einer MAPK-Kinase (MAPKK) und endet in der Aktivierung der MAPK
durch eine duale Phosphorylierung eines Tripeptids (Thr-X-Tyr), welches Teil des
sogenannten Kinase activation loops ist (Roux et al., 2004; Davis 2000). Als Folge eines
extrazellularen Reizes erfolgt das Anschalten der ersten MAPKKK. Dies kann in Form einer
Phosphorylierung stattfinden oder durch eine Interaktion mit einem kleinen GTP-bindenden
Protein der Ras/Rho-Familie (Dan et al., 2001; Kolch 2000).

Das Anschalten der MAPK Signalwege fuhrt oftmals zu einer Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren. Diese werden in den Zellkern translokalisiert, was dort eine
Regulierung der Transkription bestimmter Zielgene zur Folge hat. Weitere Substrate der
MAPK sind unter anderem die MAPK-aktivierten Proteinkinasen (MAPKAP) sowie
Phospholipasen und Proteine des Zytoskeletts. Die MAPKAP, zu denen MAPK-interagierende
Kinasen (MNK), p90 ribosomale S6 Kinasen (RSK) sowie Mitogen- und Stress-aktivierte
Kinasen (MSK) gehdren, dienen der Amplifizierung verschiedener Signalkaskaden. Zusatzlich
sind sie in der Kontrolle vieler weiterer biologischer Funktionen involviert (Cargnello et al.,
2011). Obwohl die MAPK einen linearen Signalweg darstellen, kdnnen sie unterschiedlichste
regulatorische Einflisse auf die Zelle haben. Faktoren hierfiir sind cross-talks zu anderen
Signalwegen, sowie die Regulation der Dauer des Signals und die intrazellulare Lokalisation
der MAPK (Katz et al., 2007).
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Abbildung 4: Organisation der MAPK Signalwege Zentral fir den MAPK Signalweg sind jeweils die drei Kinasen
(MAPKKK, MAPKK, MAPK) welche die Signalkaskade bilden, die den Input von G-Proteinen in verschiedene
biologisch Outputs umwandeln. Modifiziert nach: (Lee et al., 2020)

Der Erk-Signalweg ist einer der meist untersuchten Signalwege (Fey et al., 2016; Orton et al.,
2005). Wahrend der Aktivierung von Erk1/2 spielt zuerst das kleine G Protein Ras die Rolle
eines upstream-aktivierenden Proteins. Dieses bindet an die Proteinkinase Raf, welche in
diesem Signalweg die MAPKKK darstellt, gefolgt von einer MAPKK, der MAPK/Erk Kinase
(MEK), die letztendlich die MAPK Erk aktiviert (Guo et al., 2020). Die Aktivierung des kleinen
G Proteins Ras, welches eine aktive GTP-bindende und eine inaktive Guanosin 5'-diphosphat
(GDP)-bindende Konformation besitzt, kann durch viele Stimuli erfolgen. Dazu gehdren unter
anderem der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) und die Proteinkinase C (PKC), aber auch
Komponenten der Familie der Src Kinasen (Terrell et al., 2019). Wird Erk1/2 durch einen
Stimulus aktiviert, finden eine Dimerisierung sowie eine Translokation aus dem Zytoplasma
der Zelle in den Zellkern statt. Dort reguliert Erk1/2 die Aktivitdt verschiedener
Transkriptionsfaktoren mittels Phosphorylierung (Guo et al., 2020). Erk1/2 kann jedoch auch
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im Zytoplasma zurickgehalten werden, was die Regulation von verschiedenen zellularen
Prozessen, einschlieBlich der Zellmotilitat, der Struktur von Organellen, den Integrin

Signalwegen und der Organisation des Zytoskeletts zur Folge hat (Pullikuth et al., 2007).

Der Grund fir die diversen regulatorischen Funktionen von Erk innerhalb der Zelle liegt in der
Modulation des Erk Signals. Dieses kann in Dauer, Amplitude, Stabilitat oder seiner Frequenz
moduliert und reguliert werden und kann dadurch seine verschiedenen Rollen erfiillen (Ryu et
al., 2016; Ingolia et al., 2004). Ein Beispiel dafir wurde in PC12-Zellen beschrieben. Hier
wurde durch die Zugabe des EGF eine transiente Erk Dynamik beobachtet, wahrend die
Induktion des gleichen Signalwegs durch den Nervenwachstumsfaktor (NGF) eine anhaltende
Aktivierung von Erk ausléste (Santos et al., 2007; Brightman et al., 2000; Roovers et al., 2000).
Dieses Phanomen wurde den negativen Ruickkopplungsmechanismen der MAPK

zugeschrieben (Brightman et al., 2000).

Auch die Regulation des p38 Signalwegs kann verschiedenen Folgen fir die Zelle haben. So
wurde beobachtet, dass eine starke, andauernde Aktivierung oftmals in Apoptose, Seneszenz
und terminaler Zelldifferenzierung resultiert, wahrend eine schwache Aktivierung einen
positiven Effekt auf das Uberleben der Zelle hat (Martinez-Limon et al., 2020; Haq et al., 2002;
Puri et al., 2000). Nach der Aktivierung mittels Phosphorylierung kann p38 weitere Proteine im
Zytoplasma und Nucleus phosphorylieren. Diese Aktivierung der MAPK durch
Phosphorylierung des Thr-X-Tyr Motivs flhrt zu einer veranderten Faltung des Proteins und
einer damit einhergehenden Stabilisierung des activation loops sowie einer daraus
resultierenden hoheren Kinase-Aktivitdt und Erkennung der Substrate (Martinez-Limon et al.,
2020). Dieser Prozess ist auch Voraussetzung fur die Translokation von p38 in den Zellkern
und ermoglicht zudem dessen Transport durch das Motorprotein Dynein (Zehorai et al., 2019;
Gong et al., 2010). Eine Inaktivierung von p38 erfolgt wiederum durch die Dephosphorylierung
des Thr-X-Thr Motivs (Zhang et al., 2008).

1.3.3.2.1 Aktivierung und Manipulation der MAPK Signalwege durch pathogene

Erreger

Bei einer Infektion durch einen bakteriellen Erreger erfolgt zuerst die Stimulation der Muster
erkennenden Rezeptoren, der PPR, durch spezifische Strukturen der Mikroorganismen
(PAMP) (Arthur et al., 2013). Diese PRR aktivieren sowohl den MAPK Signalweg als auch den
NF-kB Signalweg. Dabei kénnen sich die Mechanismen, mit welchen das Signal der
verschiedenen PRR vermittelt wird, unterscheiden. Jedoch haben sie alle die Generierung

einer Immunantwort zur Folge (Arthur et al., 2013).
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Um den Abwehrmechanismen der Wirtszellen zu entgehen, manipulieren viele pathogene
Erreger deren intrazellularen Signalwege. Auch die MAPK-Signalkaskade gehdrt zu den
Signalwegen, deren Beeintrachtigung von den Erregern zum eigenen Vorteil genutzt wird
(Krachler et al., 2011). Pathogene Erreger kénnen die MAPK und NF-kB inhibieren, um die
Immunantwort der Wirtszelle zu unterbinden, jedoch wurde auch die Aktivierung der MAPK
Signalwege infolge einer Infektion beschrieben. Dies kann unter anderem eine Umordnung
des Aktin-Zytoskeletts zur Folge haben sowie eine Inhibition der Apoptose und eine damit

einhergehende beglnstigte intrazellulare Vermehrung der Erreger (McGuire et al., 2015).

1.3.4 Intrazelluldre Multiplikation und Uberleben der Erreger

Pathogene Erreger vermehren sich am haufigsten mit Hilfe der extrazellularen Multiplikation.
Jedoch wurde fiir einige Erreger auch die Vermehrung und das damit verbundene andauernde
Verbleiben in den Zellen des Wirts beschrieben (Pizarro-Cerda et al., 2006). Das Eindringen
und die Replikation in den Zellen des Wirts hat zusatzlich eine Schutzfunktion fir die Erreger,
welche hierdurch nicht von dem Komplementsystem des Wirts oder zirkulierenden Antikérpern
erkannt werden. Jedoch mussen trotzdem sowohl die zellularen Abwehrmechanismen der
Wirtszellen iberkommen werden, als auch die zellulare Antwort auf den Erreger und die damit
verbundene Inflammation Uberstanden werden. Letztere kann auch die Funktion der

schutzenden Barrieren des ZNS negativ beeintrachtigen (van Sorge et al., 2012).

1.3.5 Zielgenaktivierung und Entziindungsreaktion

Die Anzahl an Immunzellen im ZNS ist, im Vergleich zum Blutkreislauf, sehr gering. Trotzdem
existieren unterschiedliche Zellen des Immunsystems im ZNS (Engelhardt et al., 2017; Meeker
et al.,, 2012). Dazu gehodren verschiedene Phagozyten, unter anderem die Mikroglia im
Hirnparenchym. Im Stroma der BLS wurden zudem Makrophagen und dendritische Zellen
beschrieben sowie Phagozyten an den Mikrovilli des PC (Ransohoff et al., 2012). Trotz der
Barrieren, die das ZNS schitzen, wurden in diesem auch Immunzellen, die im nicht-
inflammatorischen Zustand im Blutkreislauf vorkommen, beschrieben (Engelhardt et al., 2017).
Die Anzahl dieser Immunzellen im ZNS andert sich wahrend einer Infektion abhangig von
deren Ausldser. Eine virale Meningitis korreliert meist mit einer erhéhten Anzahl an T-Zellen,
wahrend eine bakterielle Meningitis eine erhéhte Anzahl an Neutrophilen aufweist (Baunbaek
Egelund et al., 2017; Meeker et al., 2012).

Charakteristisch fur eine bakterielle Meningitis ist eine starke Immunantwort, welche zu
neuronalen Schaden flhren kann. Hierbei tragen unter anderem die Epithelzellen des PC zu

der Immunreaktion des Wirts bei, indem sie Signalmolekile wie Zytokine und Chemokine
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abgeben (Borkowski et al., 2014). Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB kann, als
Folge einer bakteriellen Infektion der Barrieren des ZNS, zu erhéhten Konzentrationen an
inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen im Blut und im Liquor fuhren (Wang et al.,
2016). In Folge davon werden Immunzellen zum Ort der Infektion rekrutiert. Die
proinflammatorische Antwort der Zellen dieser Barrieren kann unter anderem von
Komponenten der bakteriellen Zellwand ausgeldst werden. Beispiele hierflir waren das
Lipopolysaccharid (LPS) Gram-negativer Bakterien und Lipoteichonsaure (LTA) Gram-
positiver Bakterien. Die Barrierefunktion der Zellen der BHS kann auch durch bakterielle
Toxine sowie das Anschalten der inflammatorischen Signalwege als Folge der Infektion

beeintrachtigt werden (Banerjee et al., 2011).

Die wahrend einer bakteriellen Meningitis ausgeldsten inflammatorischen Signalkaskaden, die
zu der Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen sowie proteolytischen Enzymen flihren,
kénnen zu Gewebeschaden fuhren (Doran et al., 2016). Die Replikation der Erreger im ZNS
kann des Weiteren zu einer Schadigung von Neuronen sowie zu Odemen fiihren (Koedel et
al., 2002). Aus diesem Grund hat die Immunreaktion der Wirtszellen wahrend der bakteriellen

Meningitis oftmals negative Folgen fur den Wirt (Doran et al., 2016).

1.4 Infektion der Blut-Liquor-Schranke durch verschiedene Erreger

Fir viele pathogene Erreger wurde nachgewiesen, dass diese die Schranken des ZNS
Uberwinden kdénnen. Bei diesen Untersuchungen lag der Focus bisher meist auf der BHS, die
von ihrer Oberflache her die grofte Schnittstelle zwischen dem Blutkreislauf und dem ZNS
darstellt. Jedoch wurde die BLS auch als mdglicher Zugang fir diese Erreger beschrieben
(Herold et al., 2019; Lauer et al., 2018; Schwerk et al., 2015). Dabei wurde eine Reihe an
Virulenzfaktoren beschrieben, welche einen Einfluss auf die Infektion an dieser Barriere
haben. Jedoch bleiben viele Aspekte der Infektion durch pathogene Erreger in diesem System
weiter ungeklart. Einige bekannte Virulenzfaktoren Gram-positiver und Gram-negativer

Bakterien sind in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Ubersicht diverser Virulenzfaktoren, die in den verschiedenen Phasen der Infektion von Gram-
positiven und Gram-negativen Bakterien eingesetzt werden. Das Uberleben im Blutkreislauf wird durch die
Expression der Kapsel unterstlitzt. Adhdsion und Infektion kann durch Adhasine, Pili, Fimbrien, Internaline und
Poren-bildende Toxine ermdglicht werden. Diese Toxine kdnnen auch bei der Freisetzung aus der Vakuole sowie
dem intrazelluldren Uberleben der Erreger helfen. Verschiedene Virulenzfaktoren, unter anderem die Poren-
bildenen Toxine sowie Internaline, kénnen Einfluss auf die zulluldren Signalwege nehmen und eine
Entziindungsreaktion auslésen. Modifiziert nach: (Herold et al., 2019)

Um die Interaktionen von Meningitiserregern mit der BLS zu untersuchen, wurden eine Reihe
von in vivo und in vitro Modellen aus einer Vielzahl von Organismen beschrieben. Beispiele
fur in vitro Systeme sind unter anderem eine humane Papillomzelllinie des Plexusepithels
(human choroid plexus papilloma, HIBCPP) (Ishiwata et al., 2005), primare (Haselbach et al.,
2001) und immortalisierte (Schroten et al., 2012) porcine Plexusepithelzellen sowie primare
(Tsutsumi et al., 1989) und immortalisierte (Zheng et al., 2002) Plexusepithelzellen aus Ratten.
In unserer Arbeitsgruppe wurde die Kultivierung der HIBCPP-Zellen auf Zellkultur-
Filtereinsatzen so modifiziert, dass diese in einer Umkehrkultur (UK) angezogen werden
konnten (Abbildung 6). Dies ermdglicht eine basolaterale Infektion der Zellen nach Zugabe

von Erregern im oberen Kompartiment der Filtereinsatze.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der BLS. Rechts die Darstellung der Kultivierung auf Filtereinsatzen,
links das korrespondierende Schema der entsprechenden Anatomie, in welchem die PC Epithelzellen und das
fenestrierte PC Endothel dargestellt sind. Beispielhaft sind Gram-positive und Gram-negative Erreger gezeigt, fur
welche eine Infektion des in vitro Zellkultursystems bereits beschrieben wurde.

1.4.1 Neisseria meningitidis

Zu den beiden humanpathogenen Spezies der Familie der Neisseriaceae zahlen
N. meningitidis sowie Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae; Gonokokken). Des Weiteren
werden dieser Familie auch eine Vielzahl kommensaler unbekapselter Erreger zugeordnet,
unter anderem N. lactamica, N. mucosa und N. sicca, welche die Nasopharynx des Menschen
besiedeln. Anhand des Kapselpolysaccharids erfolgt eine serologische Klassifizierung der
Meningokokken in 13 Serogruppen (A, B, C, D, 29E, H, |, K, L, Y, W-135, X, Z) (Taha et al.,
2002). Die Grozahl der von Meningokokken verursachten Erkrankungen werden jedoch nur
von funf dieser Serogruppen ausgeldst. Dazu gehdren die Gruppen A, B, C, W-135 und Y (Hill
et al., 2010). Eine weitere Unterteilung erfolgt mittels der Virulenzfaktoren PorA-, PorB sowie
der LPS Subtypen (Vogel et al., 2011).

1.4.1.1 Pathogenese

Im Jahr 1884 wurde der Erreger N. meningitidis erstmals identifiziert (Marchiafava 1884). Es
handelt sich hierbei um einen Gram-negativen Diplokokkus und einen obligat humanen
Erreger. Die Meningokokken kolonisieren die Mukosa des Nasopharynx des Menschen und
werden meist asymptomatisch in 10% der Population vorgefunden (Caugant et al., 2009). Auf
Grund des hohen Vorkommens der Tragerstdmme in der Natur, im Vergleich zu den
krankheitsverursachenden invasiven Stammen, gelten die Meningokokken vorwiegend als
kommensal (Taha et al., 2002). Obwohl die Entwicklung einer Erkrankung selten ist, kann
diese innerhalb von 24 h nach der Feststellung erkennbarer Symptome zum Tod oder
dauerhaften Behinderungen flhren (Stephens et al, 2007). Dabei ist das Spektrum der
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Erkrankungen, die durch die Meningokokken hervorgerufen werden kénnen, sehr breit und
kann von lokalen Infektionen bis zu schwerwiegenden, tédlichen Verlaufen reichen. Der
Verlauf ist primar davon abhangig, ob der Erreger in die sterilen Kompartimente des Korpers,
wie das Blut, den Liquor, die Gelenksfllissigkeit oder die Herzbeutelflissigkeit vordringen, und
sich dort vermehren kann. Das Eindringen in diese Kompartimente fihrt zu folgenschweren
Erkrankungen, zu denen die Meningitis, Sepsis, aber auch eine Arthritis oder Perikarditis
zahlen (Taha et al., 2002). Welche der verschiedenen Serogruppen Erkrankungen in hohem
Male auslésen, andert sich sowohl aus zeitlicher als auch aus geographischer Sicht. Eine
Erklarung hierfiir kdnnte im Immunstatus der betroffenen Population liegen. Mit dem Ausbruch
von Epidemien wurde zuletzt die Serogruppe A in Verbindung gebracht. Infektionen mit diesem
Serotyp wurden vermehrt in Afrika verzeichnet, 2010 wurde in Afrika jedoch ein Impfstoff
gegen diesem Serotyp eingefihrt, welcher zu einer Reduktion der Erkrankungen fihrte. In
vielen industrialisierten Landern fihrt noch immer die Serogruppe B zu endemisch und
hyperendemischen Krankheiten und auch das Auftreten der durch Serogruppe C ausgelésten
Erkrankungen kam zuletzt noch sporadisch vor, ging jedoch mit der Entwicklung eines

Impfstoffs im letzten Jahrzehnt zuriick (Caugant et al., 2020).

1.4.1.2 Virulenzfaktoren von N. meningitidis

Um die schiitzenden Barrieren des ZNS zu Uberwinden, muss N. meningitidis den Blutkreislauf
erreichen. Hierbei spielen verschiedene Virulenzfaktoren eine Rolle, um das Uberleben des
Erregers im Blutkreislauf zu gewahren und vor der Immunantwort des Wirts zu schiitzen, sowie
die Infektion der Barrieren des ZNS zu ermdglichen. Der wichtigste Virulenzfaktor der
Neisserien ist die Polysaccharidkapsel. Obwonhl die Kapsel fiir das Uberleben des Erregers im
Blutkreislauf wichtig ist, hindert sie den Erreger bei der Adhdsion an und der Invasion in
Wirtsgewebe (Pizza et al., 2015), da die Kapsel weitere Virulenzfaktoren, mit der Ausnahme
der Pili, abdecken kann. Um diese Behinderung durch die Kapsel zu umgehen, kann die
Expression der Kapsel durch den Erreger stark reguliert werden (Nagele et al., 2011). Auch
posttranslationale Modifikationen von Oberflachenproteinen kénnen die Virulenz und das
Entkommen vor der Immunabwehr von N. meningitidis beeinflussen (Caugant et al., 2020).
Dabei kdénnen Kapsel und das LPS des Erregers durch das Anbringen von 5-N-
Acetylneuraminsaure (NANA oder Sialinsaure) maskiert werden, um Strukturen des Wirts zu
imitieren (Jennings et al., 1999; Kahler et al., 1998).

Die Invasion der Neisserien wird durch Pili und Oberflachenproteine wie Opa und Opc
gefordert. Dabei werden die Typ IV Pili als essenzielle Faktoren der Adh&sion von

N. meningitidis an Wirtszellen beschrieben (Berry et al., 2015). Mit der Ausnahme von Genen,

22



Einleitung

welche in der Biosynthese der Kapsel involviert sind, wurden die meisten anderen Gene, die
mit der Virulenz des Erregers assoziiert werden, auch in nicht-pathogenen Stammen

vorgefunden (Caugant et al., 2020).

1.4.1.3 Infektion des ZNS

Um das ZNS zu erreichen, missen N. meningitidis dessen schiitzende Barrieren Gberwinden.
Es wurde sowohl fir die BHS als auch die BLS eine Infektion mit N. meningitidis beschrieben
(Kim et al., 2019; Gomes et al., 2019; Schwerk et al., 2012; Stephens 2009). Im Fall der BHS
wurde eine verstarkte Infektion der N. meningitidis Erreger der Serogruppe B (NmB) und
Serogruppe C (NmC) mit einem einhergehenden Verlust der Kapsel beobachtet (Unkmeir et
al., 2002). In einem in vitro Modell der BLS wurde ebenfalls eine starkere Infektion der
Kapselmutanten beider Serogruppen beschrieben (Borkowski et al., 2014; Schwerk et al.,
2012). Des Weiteren konnte ein Einfluss der Infektion von HIBCPP-Zellen durch NmB Stamme
auf die Induktion der Zytokinproduktion ermittelt werden (Borkowski et al., 2014). Auch bei
diesem Prozess wies die Expression der Kapsel einen Effekt auf die Wirtszellantwort in
HIBCPP-Zellen auf (Borkowski et al., 2014).

1.4.2 Haemophilus Influenzae

H. influenzae ist ein Gram-negatives Bakterium, welches kommensal die oberen Atemwege
besiedeln kann. Der Erreger wurde 1892 das erste Mal beschrieben und kann anhand der
Polysaccharidkapsel in verschiedene Serotypen von a-f unterteilt werden (Pittman 1931;
Pfeiffer 1892). Die Infektion mit Hib ist verantwortlich fur eine Reihe an Erkrankungen, wie
Epiglottitis, Septikdmie sowie Meningitis, durch welche neurologische Folgeschaden, vor allem
bei Kindern unter dem Alter von 5 Jahren, auftreten kénnen (Watt et al., 2009). Vor der
Einfihrung eines Impfstoffes war die Infektion mit Hib flr Gber 80% der invasiven Infektionen

mit H. influenzae verantwortlich (Wen et al., 2020).

1.4.2.1 Pathogenese

H. influenzae war der erste Organismus, dessen Genom vollstdndig sequenziert wurde
(Fleischmann et al., 1995). H. influenzae Stamme koénnen in bekapselte Stdmme oder
unbekapselte Stdmme (non-typable H. influenzae, NTHi) unterteilt werden (Pittman 1931). Die
bekapselten H. influenzae Stamme (typable) kdnnen wiederum in die zuvor beschriebenen
Serotypen a-f unterschieden werden. Auf Grund der Einfuhrung eines Impfstoffes gegen Hib,

und dem Rickgang der damit verbundenen Infektionen, wurden seither die NTHi vermehrt mit
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Infektionen der unteren Atemwege in Verbindung gebracht (Wen et al., 2020). Infektionen mit
H. influenzae werden unter anderem mit Beta-Lactam und Cephalosporinen behandelt
(Schotte et al, 2019). Jedoch wurden molekulare Mechanismen beschrieben, die
H. influenzae eine Resistenz gegen Beta-Lactame verleihen (Wen et al., 2020; Schotte et al.,
2019).

1.4.2.2 Virulenzfaktoren von H. influenzae

Auch H. influenzae muss die Epithelzellen der oberen Atemwege Uberwinden und, nachdem
der Erreger im Blutkreislauf Uberlebt und sich verteilt hat, die schitzenden Barrieren des ZNS
infizieren (Doran et al., 2013). Dabei nutzt H. influenzae eine Reihe an Virulenzfaktoren. Far
das Anheften an den Zellen des Wirtes nutzt der Erreger die Kapsel sowie die Fimbrien, welche
reversibel durch Phasenvariation reguliert werden (van Ham et al., 1993). Die Infektion von
Endothelzellen durch H. influenzae wird durch die Bindung an den Platelet-activating factor
Rezeptor (PAFR) durch Phosphorylcholin vermittelt und ermdglicht auf diese Weise das
Eintreten des Erregers in die Zellen der BHS (Swords et al., 2001; Cundell et al., 1995). Hierbei
spielt die Aktivierung der B-Arrestin vermittelten Aufnahme des Erregers eine Rolle (Radin et
al., 2005). Eine weitere Interaktion zwischen Wirtszellen und H. influenzae wird durch die
Interaktion zwischen dem Laminin-Rezeptor und dem Virulenzfaktor outer membrane protein
(Omp) P2 vermittelt (Orihuela et al., 2009). In einem in vitro Modell der BLS wurde die Infektion
durch Hib durch die Prasenz der Kapsel und Fimbrien behindert (Hauser et al., 2018). In vivo
Versuche, bei welchen eine Meningitis in Ratten induziert wurde, konnten einen
konzentrationsabhangigen Anstieg der Permeabilitdt der BHS nach Zugabe von Hib LPS
verzeichnen (Wispelwey et al., 1988). Darauf folgende Studien in Ratten konnten zudem eine
Zunahme der BHS Permeabilitat nach Zugabe von H. influenzae Vesikeln der aufleren
Bakterienmembran (OMV) feststellen und damit einen maéglichen Transport des LPS in das
ZNS durch diese Vesikel beschreiben (Wispelwey et al., 1989).

1.4.2.3 Infektion des ZNS

In den meisten Fallen kolonisiert H. influenzae die Schleimhdute der Atemwege des
Menschen. Des Weiteren wurde beschrieben, dass der Erreger eine Beschadigung der TJ von
Epithelzellen verursachen kann. Obwohl dies auf eine interzellulare Uberwindung der
Schleimhdute hindeutet, wurde auch eine intrazellulére Invasion beschrieben (Aubrey et al.,
2003). Darauf folgen die Verbreitung und das Uberleben des Erregers im Blutkreislauf und
eine daraus resultierende Interaktion mit den schitzenden Barrieren des ZNS. Um an die

Zellen dieser Barrieren erfolgreich anzuheften und diese in Folge zu infizieren, sind die Kapsel
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sowie die Fimbrien des Erregers essenziell (Wegele et al., 2020; Hauser et al., 2018). Fir die
BLS wurde eine basolaterale Infektion von Hib in Abhangigkeit der Kapsel und Fimbrien in
einem in vitro Modell basierend auf humanen Epithelzellen des CP gezeigt (Hauser et al,,
2018).

1.4.3 Streptococcus suis

Bei S. suis handelt es sich um ein Gram-positives zoonotisches Bakterium, welches von einer
Polysaccharidkapsel umgeben ist. Auf Basis dieser Kapsel wird S. suis in verschiedene
Serotypen unterteilt (Smith et al.,, 1999). Resultierend aus dem Vorkommen verschiedener
Antigene auf der Kapsel wird S. suis momentan in 35 verschiedene Serotypen klassifiziert
(Dutkiewicz et al., 2017). Diese Serotypen konnen weiter auf Grund verschiedener Sequenzen
unterschieden werden, die durch Multilocous Sequence Typing ermittelt werden. Dabei
werden die Nukleotidsequenzen verschiedener house-keeping Gene betrachtet und damit der
evolutiondre Verwandtschaftsgrad bestimmt (Goyette-Desjardins et al., 2014; King et al,,
2002).

Der Serotyp 2 (ST 2) stellt hierbei den am weitesten verbreiteten Serotyp unter den invasiven
Isolaten dar, der sowohl flr seinen primaren Wirt, das Schwein, als auch fir den Menschen
gefahrlich werden kann. Insgesamt werden 75% der Infektionen durch S. suis dem ST2
zugeschrieben (Goyette-Desjardins et al., 2014). Der Erreger fuhrt bei einer Infektion sowohl
in Schweinen als auch beim Menschen unter anderem zu einer Meningitis. Des Weiteren
kénnen Sepsis, Endokarditis, Arthritis, Lungenentzindung und Peritonitis auftreten. Das
Auftreten von Infektionen durch S. suis hat vor allem in asiatischen Landern erneut an

Bedeutung gewonnen (Dutkiewicz et al., 2018; Dutkiewicz et al., 2017).

Zum Schutz vor Infektionen durch S. suis existieren einige, in der Veterinarmedizin
entwickelte, MaRnahmen, die primar darauf fokussiert sind Infektionen in Schweinen zu
unterbinden. Dabei liegt der Fokus auf der Entwicklung eines Vakzins, um der bisherigen
Uberbeanspruchung von antimikrobiellen Mitteln entgegenzuwirken. Jedoch liegt noch kein
Impfstoff vor, der gegen die Mehrheit an S. suis Stdammen Wirkung zeigt (Segura et al., 2020).
Dies beruht unter anderem auf der hohen Varianz der Kapselzusammensetzung der S. suis
Stamme (Haas et al., 2018; Baums et al., 2006).
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1.4.3.1 Pathogenese

Der naturliche Wirt von S. suis sind Schweine, deren Mandeln, Nasenhoéhlen, Verdauungstrakt
sowie Genitaltrakt von dem Erreger asymptomatisch kolonisiert werden kénnen (Wertheim et
al., 2009). Da es sich um ein zoonotisches Bakterium handelt, kann neben der Infektion von
Schweinen auch eine Infektion von Menschen stattfinden. Die ersten Falle von, durch S. suis
ausgeldster, Meningitis und Sepsis bei Menschen wurden 1968 beschrieben (Perch et al,,

1968). Die Zahl der Infektionen ist seither gestiegen (Dutkiewicz et al., 2017).

Der primare Risikofaktor fir eine Infektion mit S. suis ist eine Arbeit in der Schweineindustrie
sowie die Arbeit als Metzger oder im Schlachthof (Rayanakorn et al., 2018). Zwei Ausbriiche
der Erkrankung in China in den Jahren 1998 und 2005 (Yu et al., 2006; Hu et al., 2000) konnten
mit Infektionswellen in der Schweinepopulation korreliert werden, die insgesamt mehr als
80.000 Tiere betrafen (Dutkiewicz et al., 2017; Du et al., 2017). Zudem kann der Konsum von
rohem oder nicht durchgebratenem Schweinefleisch, welches oftmals Teil der traditionellen
Klche in China, Thailand und Vietnam ist, zur Infektion flihren (Rayanakorn et al., 2018). Dies,
zusammengenommen mit dem Umfang der asiatischen Schweineindustrie, die einen Grolteil
der weltweiten Produktion an Schweinefleisch abdeckt, ist der Grund weshalb S. suis der
primare Ausloser flur bakterielle Meningitis in Erwachsenen in den sldostlichen asiatischen
Landern ist (Dutkiewicz et al., 2017; Pappas 2013).

Auch in europaischen Landern wurden Infektionen mit S. suis gemeldet, mit der hdchsten
Anzahl an Fallen in den Niederlanden, GroRbritannien, Spanien und Frankreich (Dutkiewicz et
al., 2017). Das Krankheitsbild der Infektion mit S. suis beinhaltet Meningitis, Sepsis, das
Streptokokken-induzierte toxische Schocksyndrom sowie Arthritis und Endokarditis (Huong et
al., 2014; Tang et al., 2006). Auf Grund einer S. suis Meningitis kdnnen auch langfristige
Auswirkungen auftreten. Dazu zahlen vestibulare Dysfunktion, Sehstérungen sowie partieller

oder kompletter Horverlust (Huong et al., 2014).

1.4.3.2 Virulenzfaktoren von S. suis

Fir den Erreger S. suis wurden ca. 200 Virulenzfaktoren beschrieben, die bei der Infektion des
Wirts und der Entwicklung eines Krankheitsbildes eine Rolle spielen (Dutkiewicz et al., 2018).
Die meisten dieser Faktoren werden der Entstehung der Krankheit zugeordnet, wahrend die
Kapsel des Erregers als einziger Virulenzfaktor beschrieben wird, der essenziell zur
Krankheitsentwicklung beitragt (Smith et al., 1999). Diese Erkenntnis beruht auf Experimenten
in Schweinen, bei welchen die Deletion der Kapsel mit einem vollstandigen Verlust der

Pathogenitat einherging (Smith et al, 1999). Es wurde eine Schutzfunktion der Kapsel
26



Einleitung

wahrend der Ausbreitung des Erregers im Blutkreislauf beschrieben, die durch die Maskierung
von Antigenen auf der Oberflache gewahrleistet wird und somit vor der Erkennung durch das
Immunsystem schiitzt (Fittipaldi et al.,, 2012). Des Weiteren wird vermutet, dass S. suis die
Expression der Kapsel kontrollieren und damit eine Anpassung an die Umgebung vornehmen
kann. Dies beruht auf Studien, in welchen eine Hinderung der Adharenz an die Zellen des
Wirts (z.B. Epithelzellen) durch die Expression einer Kapsel beschrieben wurde (Fittipaldi et
al., 2012). Fir eine hohe Konzentration an Nahrstoffen, wie sie im Blutkreislauf vorliegt, wurde
eine hohe Expression der Kapsel beobachtet, wahrend die nahrstoffarme Umgebung des ZNS

zu einer reduzierten Expression fuhrte (Wu et al., 2014; Willenborg et al., 2011).

Neben der Kapsel existieren noch weitere wichtige Virulenzfaktoren, die in vielen der
virulenten ST vorgefunden werden. Zu diesen zahlen Suilysin (SLY), der extracellular factor
(EF) und das Mauraminidase-released Protein (MRP) (Haas et al, 2018). Bei dem
Virulenzfaktor SLY handelt es sich um ein porenbildendes Toxin, welches zur Lyse der
Wirtszelle fihren kann und somit die Invasion des Erregers unterstitzt (Gottschalk et al.,
1995). Wahrend der EF sekretiert wird, befindet sich MRP in der Zellwand verankert. Beide

wurden mit S. suis Infektionen in Verbindung gebracht (Vecht et al., 1991).

1.4.3.3 Infektion des ZNS

Um in das ZNS einzudringen, muss S. suis den Wirt infizieren und daraufhin diverse Barrieren
aus Epithelzellen Uberwinden, um erst einmal in den Blutkreislauf zu gelangen. Uberlebt der
Erreger im Blutkreislauf kann er die BHS und die BLS erreichen. Eine Infektion der Zellen
dieser beiden Barrieren durch den Erreger wurde bereits in humanen in vitro Modellen und in
Schweinemodellen gezeigt (Schwerk et al., 2012; Gottschalk et al., 2010; Tenenbaum et al.,
2009; Vanier et al., 2007).

Nachweise fur die Interaktionen der in dieser Studie analysierten Gram-positiven und Gram-
negativen Erreger sowie der zuvor in vitro in HIBCPP untersuchten L. monocytogenes mit der
BHS und der BLS sind in der folgenden Tabelle 1 zusammengefasst. Dabei liegt der Fokus
auf den bisher beschriebenen Infektionsmechanismen der Erreger an den schitzenden

Barrieren des ZNS sowie in diesem Kontext wichtigen Virulenzfaktoren.
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Tabelle 1: Nachweise fiir die Interaktion verschiedener Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien mit der BHS und der BLS

Erreger

Infektions-mechanismen

Wichtige Virulenzfaktoren

Gram-positiv

BHS

BLS

BHS

BLS

L. monocytogenes

Retrograde Fortbewegung
innerhalb der Axone der

Hirnnerven (Drevets et al., 2004)

Transzellulare Invasion (Drevets
et al., 2004)

"Trojan horse” Mechanismus in
Leukozyten (Drevets et al.,
2004)

Transzellulare Invasion (Grundler et al.,
2013)

Dynamin-vermittelte Endozytose
(Dinner et al., 2017)

Invasion ist von der Aktivitat der MAPK
Erk1/2 und p38 abhangig (Dinner et al.,
2017)

Durch Internalin (Inl) B induzierte
Rezeptor-vermittelte Endozytose (Cossart
et al., 2014)

InIF vermittelte Interaktion mit Vimentin der
Wirtszelle (Ghosh et al., 2018)

Induktion von Signalwegen durch
bakterielles Cytolysin LLO (NF-kB, MAPK)
(Kayal et al., 2002; Weiglein et al., 1997)

Intrazelluldre Mobilitat durch ActA
vermittelte F-Aktin Modulation (Kocks et
al., 1992)

Durch InlA und InIB induzierte
Rezeptor-vermittelte
Endozytose (Dinner et al.,
2017; Grundler et al., 2013)

S. suis

Geringe Infektionsraten in vivo
in Schweinen (Vanier et al.,
2007; Vanier et al., 2004).

Infektion in vitro Modellen humaner und
porciner Zellen; (Schwerk et al., 2012;
Tenenbaum et al., 2009)

Mdoglicherweise “Trojan-horse’

Mechanismus (Wewer et al., 2011)

Enolase erhéht Permeabilitat (Sun et al.,
2016)

Suilysin-induzierte Poren in der Membran
(Lun et al., 2003)

Regulierung durch Expression
der Kapsel (Schwerk et al.,
2012; Tenenbaum et al.,
2009)
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Gram-negativ

BHS

BLS

BHS

BLS

N. meningitidis

Uberwindung der BHS in vivo
und in vitro (Kim 2008; Nassif et
al., 2002)

Uberwindung der BLS in vitro in CP
Epithelzellen (Schwerk et al., 2012)

Infektion der duReren BLS in
induzierten pluripotenten Stammzell-
abgeleiteten Gehirn Endothelzellen
(Gomes et al., 2019)

Schitzende Funktion der Kapsel im
Blutkreislauf und verringerte

Infektionsraten (Pizza et al., 2015)

Anheftung durch Pili und
Oberflachenproteine (Berry et al., 2015)

Infektion wird durch Proteine der duf3eren
Membran Opa und Opc vermittelt
(Carbonnelle et al., 2009)

Kapsel verringert
Infektionsrate in vitro
(Schwerk et al., 2012)

H. influenzae

Uberwindung der BHS in vitro
(Al-Obaidi et al., 2018)

Uberwindung der BLS in vitro in CP
Epithelzellen (Hauser et al., 2018)

Infektion der Zellen durch Bindung an
PAFR (Swords et al., 2001; Cundell et al.,
1995)

Anheftung durch Bindung des Laminin
Rezeptors (Orihuela et al., 2009)

Kapsel und Fimbrien
verringern Infektionsrate in
vitro (Hauser et al., 2018)

Intrazellulare Infektion von H.

influenzae (Hauser et al.,
2018)
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1.5 Zielsetzung

Die Infektion des ZNS ist fur diverse Gram-positive und Gram-negative Erreger nachgewiesen
und kann eine lebensbedrohliche Meningitis auslosen. Zu ihnen gehéren S. suis, H. influenzae
und N. meningitidis. Im Verlauf der Pathogenese der Meningitis Gberwinden die Erreger die
Barrieren zwischen dem Blutstrom und dem ZNS. Als Eintrittspforte fir die Erreger wird die
BLS diskutiert, deren morphologisches Korrelat die Epithelzellen des PC sind. Zur
Untersuchung der Interaktion zwischen pathogenen Erregern und den Wirtszellen wurde ein
funktionelles in vitro Modell der BLS etabliert, welches auf humanen choroidalen
Papillomzellen des Plexusepithels (HIBCPP-Zellen) basiert. Dieses Modell ermoglicht die
Infektion der Plexusepithelzellen von der physiologisch relevanten basolateralen Zellseite,
welche die Erreger Gber den Blutkreislauf gelangen. In diversen Vorarbeiten unseres Labors
wurde gezeigt, dass die genannten Erreger polar von der basolateralen Zellseite aus die
HIBCPP-Zellen infizieren. Jedoch sind die genauen Infektionsmechanismen, sowie die
molekularen Vorgange, die wahrend der Infektion in den Plexusepithelzellen stattfinden, noch

weitestgehend ungeklart.

Der Fokus dieser Arbeit lag auf dem Vergleich der Infektionsmechanismen verschiedener
Gram-positiver und Gram-negativer Erreger in HIBCPP-Zellen. Auf Grund verschiedener
Vorarbeiten, die auf einen Einfluss der Dynamin-vermittelten Endozytose sowie der Erk1/2 und
p38 MAPK Signalwege wahrend der Infektion mit dem Gram-positiven Erreger
L. monozytogenes deuteten, wurde der Fokus des Vergleichs auf diese Mechanismen gelegt.
Hierbei soll Gberprift werden, ob die Erreger S. suis, H. influenzae und N. meningitidis auch
eine Abhangigkeit von diesen molekularen Mechanismen der Plexusepithelzellen wahrend der
Infektion aufweisen, oder ob Unterschiede unter den Erregern, auch in Abhangigkeit der

Kapselexpression, ermittelt werden kdnnen.
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2 Material

2.1 Laborgerate

Modell und Beschreibung

Hersteller

Absaugsystem Vacusafe Comfort

IBS Integra Biosciences, Zizers, Schweiz

Aligent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

Autoclave 5075 ELV

Systec, Linden, Deutschland

Blotting Kammer

Hoefer Inc., Holliston, MA, USA

Chemilumineszenzdetektor Chemi Smart 5100

Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland

CO2 Inkubator Hera Cell 240

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop ApoTome Linse/ 636/1,4

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Geldocumentation Biovision-3026\WL/26MX

Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland

Gelkammer SUB-CELL®GT

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Hamazytometer (Neubauer Chamber); 0,1 mm
Tiefe; 0,0025 mm?2

NeolLab, Heidelberg, Deutschland

Heiz-/Magnetrihrer VMS —C4-2

VWR, Darmstadt, Deutschland

Kuhlaggregat F12/ED

Julabo, Seelbach, Deutschland

Lichtmikroskop Axiovert 40C

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Microplate Reader Infinite M200

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Mikrowelle MW G758

Clatronic, Kempen, Deutschland

pH-Meter 766 Calimetric

Knick, Berlin, Deutschland

Pipetboy Comfort

IBS Integra Biosciences, Zizers, Schweiz

Pipette Reference (10 ul/ 2,5 pl)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette Research (1000 pl/ 200 pl/ 100 pl)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Plattformschuttler Duomax 1030

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Plattformschuttler Titramax 1000

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Powersupply Power Pac™ Basic

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland
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SDS Gelelektrophorese Kammer XCell
Surelock electrophoresis Novex Mini Cell

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Spektralphotometer NanoDrop® ND1000

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Spektralphotometer WPA biowave Co 8000

Biochrom, Berlin, Deutschland

Sterilbank Hera Save

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland

Thermocycler 2720

Applied Biosystems, Waltham, MA, USA

Thermocycler MX3005P™

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Voltohmmeter Millicell® -ERS

Millipore, Billerica, MA, USA

Voltohmmeter-Elektrode MERSSTX 01

Millipore, Billerica, MA, USA

Vortex-Schiuttler

VWR, Darmstadt, Deutschland

Waage CPA 623s

Sartorius, Goéttingen, Deutschland

Waage Extend ED2245

Sartorius, Goéttingen, Deutschland

Wasserbad SW22

Julabo, Seelbach, Deutschland

Zentrifuge — Micro 200R: 242A Rotor

Hettich, Kirchlengern, Deutschland

Zentrifuge — Picofuge® Il Microfuge

Stratagene, San Diego, CA, USA

Zentrifuge — Rotana 460R: Rotor 5624

Hettich, Kirchlengern, Deutschland

2.2 Verbrauchsmaterialien

96-Well-Platte, schwarz, unbeschichtet

Nunc, Roskilde, Danemark

Chromatographiepapier Whatman 3mm

Maidstone, Kent, UK

Deckglaschen 24 x 50 mm

Marienfeld-Superior, Lauda-Koénigshofen,
Deutschland

Gel Saver Il Tip 1-200 pl

Starlab, Hamburg, Deutschland

Impfschlinge hart, 1 yl steril

VWR, Darmstadt, Deutschland

Kivetten

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Mx3000P Optical Strip Caps (120 count)

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

Mx3000P Strip Tubes

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland
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Nitrozellulose Trans-Blot Transfermembran 0,45
um

Bio-Rad Technologies, Minchen, Deutschland

NUNCLON™ Surface 96-Well-Platte, DNase- und
RNase-frei

Nunc, Roskilde, Danemark

NuPAGE NOVEX 4-12 % Bis-Tris Gele 1,5 mm;
15 Well

Novex, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Objekttrager Mattrand 76 x 26 mm

Marienfeld-Superior, Lauda-Koénigshofen,
Deutschland

QPCR Wellplates, non-skirted

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

Roéhrchen 15 ml konisch

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Roéhrchen 50 ml konisch

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Réhrchen kryo 1 mi

Nunc, Roskilde, Danemark

Safe-Lock Reaktionsgefaft 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Safe Seal Tips Professional 1250 pl

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Schafsblutagar

Oxoid, Wesel, Deutschland

Serologische Pipetten 5 ml/10 ml/ 25 ml

Becton and Dickinson & Co., Franklin Lakes, NJ,
USA

Skalpell Nr.11, Einmal

Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan

TipOne®1000 pl XL Graduated Filter Tip (Sterile)

Starlab, Hamburg, Deutschland

TipOne®200 pl Graduated Filter Tip (Sterile)

Starlab, Hamburg, Deutschland

TipOne®100 pl Graduated Filter Tip (Sterile)

Starlab, Hamburg, Deutschland

TipOne®10 ul XL Graduated Filter Tip Max. Vol.
20 ul (Sterile)

Starlab, Hamburg, Deutschland

TipOne® RPT 1000 pl XL Graduated Filter Tip
(Sterile)

Starlab, Hamburg, Deutschland

TipOne® RPT 200 ul Graduated Filter Tip
(Sterile)

Starlab, Hamburg, Deutschland

TipOne® RPT 100 I Graduated Filter Tip
(Sterile)

Starlab, Hamburg, Deutschland

TipOne® RPT 10 pl XL Graduated Filter Tip Max.
Vol. 20 ul (Sterile)

Starlab, Hamburg, Deutschland

Thincert Zellkultureinsatze fur 24-Well Zellkultur
Platten 3 ym 2 x 10E6 Poren

Greiner, Frickenhausen, Deutschland
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Tissue Culture Flasks 75 cm? 250 ml PS red filter
cap sterile

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

6-Well Zellkultur Platten

Starlab, Hamburg, Deutschland

12-Well Zellkultur Platten

Starlab, Hamburg, Deutschland

24-Well Zellkultur Platten

Starlab, Hamburg, Deutschland

2.3 Bakterienstamme

In dieser Arbeit wurden die hier aufgelisteten Gram-positiven und Gram-negativen

Bakterienstamme eingesetzt, sowie verschiedene Deletionsmutanten. Die folgende Tabelle

listet die verschiedenen Bakterienstdmme, deren Auspragung und die jeweilige Referenz auf.

Stamm Serogruppe Auspragung Referenz

N. meningitidis

MC58 B Wildtyp (Mcguinness et al.,

1991)

MC58siaD- Unbekapselt Isogene siaD- Mutante (Ram et al., 2003)
des Stamms MC58

WUE2120 C Wildtyp (Vogel et al., 1999)

WUE2120siaD- Unbekapselt Isogene siaD- Mutante (Ram et al., 2003)

des Stamms WUE2120

H. influenzae

Stamm 770235 Fimbriated (F+) (Vanalphen et al.,
Bekapselt (b+) 1988)
Unbekapselt F+b- (Vanalphen et al.,
1988)
F-b+ (Vanalphen et al.,
1988)
Unbekapselt F-b- (Vanalphen et al.,
1988)
S. suis
ST2 Stamm 10 2 Wildtyp (,H4%) (Smith et al., 1999)
Unbekapselt Isogene cpsEF Mutante | (Smith et al., 1999)

des Stamm 10 (,H5%)
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2.4 Zelllinie

Als Modell der BLS diente in dieser Arbeit eine humane Papillomzelllinie des Plexusepithels,
die HIBCPP-Zellen, welche von Ishiwata und dessen Mitarbeitern isoliert und charakterisiert
wurden (Ishiwata et al., 2005). Dieses in vitro Modell besitzt Merkmale der PC-Epithelzellen
auf, welche einen hohen transepithelialen elektrischen Widerstand (TEER) sowie eine geringe

Permeabilitat fur Makromolekule aufweisen (Schwerk et al., 2012).

2.5 Medien und Zusatze fiir die Zellkultur

Beschreibung Endkonzentration Hersteller

10% HIBCPP Medium:

DMEM/F12 1:1 (1 x) liquid + L- Gibco/Life Technologies™,

Glut + 15 mM Hepes Paisley, UK

FCS (fotales Kélberserum) 10% (v/v) GibcolLife Technologies™,
Paisley, UK

Humane Insulinlésung (10 ) 0,05% Sigma-Aldrich, Steinheim,

Deutschland

1% HIBCPP Medium:

DMEM/F12 1:1 (1 x) liquid + L- Gibcol/Life Technologies™,
Glut + 15 mM; Hepes ohne Paisley, UK
Phenolrot
FCS 1% Gibcol/Life Technologies™,
Paisley, UK
Humane Insulinlésung (10 m—f) 0,05% Sigma-Aldrich, Steinheim,
m,

Deutschland

Medium zur Langzeit
Aufbewahrung der HIBCPP-

Zellen

10% HIBCPP Medium 70%

DMSO 10% (v/v) Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

FCS 20% (viv) Gibcol/Life Technologies™,
Paisley, UK

Trypsin 0,25% (1x) with EDTA Na Gibcol/Life Technologies, Paisley,

liquid UK

Trypanblau Fluka/Sigma, Steinheim,

Deutschland
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2.6 GroRenstandards und Ladepuffer

Beschreibung Hersteller
Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland
Novex Sharp Protein Standard Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland

2.7 Antikorper

2.7.1 Primarantikorper

Beschreibung Verdiinnung Hersteller
Bakterien
Anti-N. meningitidis P1.7 1:1000 NIBSC, Blanche Lane, Ridge,

Hertfordshire, GB

Huhn-anti- N. meningitidis C 1:100 (Schwerk et al., 2012)

Kaninchen-anti- H. influenzae 1:200 Hergestellt von Immunoglobe
Antikérpertechnik GmbH,
Himmelstadt, Germany

Ziege-anti S. suis 1:100 (Schwerk et al., 2012)

Western blot

Kaninchen-anti-Erk1/2 1:1000 Cell Signaling, Cambridge, UK
Kaninchen-anti-phospho-Erk1/2 1:1000 Cell Signaling, Cambridge, UK
Kaninchen-anti-p38 1:1000 Cell Signaling, Cambridge, UK
Kaninchen-anti-phospho-p38 1:1000 Cell Signaling, Cambridge, UK
Kaninchen-anti-MAPKAPK2 1:1000 Cell Signaling, Cambridge, UK
Kaninchen-anti-phospho- 1:1000 Cell Signaling, Cambridge, UK
MAPKAPK2
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2.7.2 Sekundarantikorper und Fluoreszenzfarbstoffe

Beschreibung Verdiinnung Hersteller

Western blot

Esel anti-Kaninchen HRP- 1:5000 Millipore, Billerica, MA, USA

gekoppelt

Esel anti-Maus HRP-gekoppelt | 1:5000 Millipore, Billerica, MA, USA

Fluoreszenzfarbstoffe

4‘, 6‘-diamidino-2-phenylindol 1:25.000 Calbiochem, Darmstadt,

(DAPI) Deutschland

FITC-Inulin Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Phalloidin Alexa Fluor 660 1:250 Molecular Probes, OR, USA

2.8 Chemikalien, Puffer und Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller
Agarose NEEO Ultra Quality Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
Anisomycin aus Streptomyces Sigma-Aldrich, Steinheim,
griseolus Deutschland
Blockierungsldésung TBST, 1x siehe TBST 20x
5% Milchpulver (w/v) Supermarkt

Desoxydinucleotid Triphosphat
Set PCR Grade

Roche Custom Biotech,
Mannheim, Deutschland

Dithiothreitol

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

DPBS 1x liquid -/- Mg/Ca

Gibcol/Life Technologies,
Paisley, UK

Dynasore

Abcam, Cambridge, UK

Ethanol absolut

Mallinckrodt Baker, Devender,
Niederlande
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Ethidiumbromid

AppliChem, Darmstadt,
Deutschland

Fixierungslésung

3,7% Formaldehyd, 37% (v/v)

Neolab, Heidelberg,
Deutschland

LDS Proben Puffer

NuPAGE LDS Sample Buffer,
1x

Novex, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

Lyse Puffer
(Phosphoproteomik)

6 M Guanidinium Hydrochlorid

10 mM Tris (2-carboxyethyl)
phosphine

40 mM Chloracetamid
50 mM HEPES pH 8,5

Biogenity, Danemark

MOPS-Laufpuffer

NuPage SDS MOPS-
Laufpuffer, 1x

Novex, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

Permeabilisierungslésung

DMEM/F12 1:1 (1x) + L-Glut +
15 mM Hepes

1% Bovine Serum Albumine
(BSA) (w/v)

0,5% Triton X-100 (v/v)

Gibcol/Life Technologies,
Paisley, UK

PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Phorbol —1 —myristate 13-
acetat (PMA)

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

ProLong Gold Antifade
Reagent

Molecular Probes, Eugene,
OR, USA

RIPA-Puffer, modifiziert

RIPA-Puffer, 1x
50 mM NaF
Protease Inhibitor Cocktail, 1x

1 mM Na3VO4

Millipore, Billerica, MA, USA

Sigma-Alddrich, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

RLT Lyse Puffer, modifiziert

RLT Lyse Puffer
10 mM [3-Mercaptoethanol

Qiagen, Hilden, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

SB203580

Merck Millipore, Billerica, MA,
USA

TAE-Puffer, 1x

40 mM Tris

20 mM Essigsaure

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
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1 mM EDTA

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Tris-buffered saline with
Tween20 (TBST), 1x

20 mM Tris (pH 7,6; HCI)
150 mM NaCl
Tween20, 10% (v/v)

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

AppliChem, Darmstadt,
Deutschland

Transferpuffer, 1x

NuPage Transferpuffer, 1x

5 mM Methanol

Novex, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

Merck, Darmstadt,
Deutschland

u0126

Merck Millipore, Billerica, MA,
USA
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2.9 Oligonukleotid Primer

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide aufgelistet, die

von der Firma Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) bezogen wurden. Diese wurden, nach

Angaben des Herstellers, in deionisiertem Wasser geldst und auf eine Konzentration von

100 pmol/pl eingestellt.

2.9.1 Primer zur Bestimmung der Identitat der Bakterienstamme

Gen Primer forward Primer reverse Fragment | Referenz
oRe
533 553 gro
[bp]
NmB siaD CGCCTTTGCATCTGTCGTA | GGAGATCAGAAGTCAT 1800
GC AGTA
NmC siaD AAATCTATAAATTGACTC GGAGATTTGTTTAGCT 2100
H influenzae CGTTTGTATGATGTTGATC | TGTCCATGTCTTCAAAA 343 (van Ketel
' CAGACT TGATG
BexA etal.,
1990)
: ATGAAAAAAACACT(AT)CT | TTAT(CT)CGTAAGCAAT
hifA 650 Cl
' TGGTAGC T(GT)GGAAACC fa t :/mans
1998)
S. suis ATTGGAGATATGAGTCTAG | CATGACCGTCTGGGTT | 695 (Lakkitjar
ORF E&F TCGGTA TACG oen et al.,
2011)
des cps
2.9.2 Primer fir die quantitative real-time PCR
Gen Primer forward Primer reverse Fragmentgrofe | Referenz
553" 553 [bp]
il6 AACCTGAACCTTCCA | TCTGGCTTGTTCCTCACT | 159 (Dinner et
AAGATGG ACT al., 2017)
i8 CAAGAGCCAGGAAGA | GTCCACTCTCAATCACTC | 225 (Dinner et
AACCA TCAG al., 2017)
nfkbiz CAGTTCAAGTTAGCT | TCTGTGGAGAATACTGG | 177 (Borkowski
GGCTGA TACAGG et al., 2014)
zc3h12a | GGCAGTGAACTGGTT | GATCCCGTCAGACTCGT | 232 (Borkowski
TCTGGA AGG etal.,, 2014)
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tnfa GAGCACTGAAAGCAT | CGAGAAGATGATCTGAC | 234 (Borkowski
GATCC TGCC et al., 2014)
gapdh TGTTGCCATCAATGA | CTCCACGACGTACTCAG | 202 (Dinner et
CCCCTT CG al., 2017)
2.10Kits

AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

Brilliant [| SYBR® Green QPCR Mastermix

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

Immobilon Western Chemiluminescent HRP

Millipore, Billerica, MA, USA

LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Kit for
mammalian cells

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

MACE-Seq Kit

GenXPro, Frankfurt, Deutschland

PCR Purification Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNAse free DNAse Set

Qiagen, Hilden, Deutschland

Taq DNA Polymerase Kit (1000U)

Qiagen, Hilden, Deutschland

2.11 Software
Vision-Capt Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland
Chemi-Capt Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland
i-control™ Tecan, Mannedorf, Schweiz
MXPro Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland
Prism 9.0.0 GraphPad Software, Inc.

SAS system, release 9.4

SAS Institute Inc., Cary, NC, USA

Zeiss ZEN Imaging Software

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

41




Methoden

3 Methoden

3.1 Bakterien

3.1.1 Kultivierung der Bakterien

Die Bakterienanzucht erfolgte fir alle Stamme in einer Ubernachtkultur vor dem Tag des
Infektionsversuchs. Dabei wurden die verschiedenen Bakterienstamme unterschiedlich

angesetzt.

3.1.1.1 N. meningitidis

Zum Anziichten der N. meningitidis Stamme der Serogruppen B (MC58, MC58siaD” und C
(WUE2120, WUE2120siaD’) wurden Kryostocks der verschiedenen Stamme auf
Schokoagarplatten ausgestrichen und bei 37°C und 5% CO; Uber Nacht inkubiert. Am Tag des
Infektionsversuchs wurden mehrere einzeln gewachsene Kolonien mit Hilfe einer Impfose
abgenommen und in 10 ml 1% HIBCPP Medium uberflhrt. Dieses wurde fir 10 min bei 3500
rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das entstandene Pellet wurde in 1% HIBCPP
Medium resuspendiert und dessen optische Dichte (OD) mit Hilfe eines Photometers
bestimmt. Flr jeden Bakterienstamm wurde bei 600 nm (ODsoo) eine bestimmte OD eingestellt
(Tabelle 2), damit im Infektionsversuch eine festgelegte Multiplicity Of Infection (MOI) erreicht
werden konnte. Mit diesem Inokulum, welches auf die vorgegebene OD eingestellt wurde,
erfolgte die Infektion der Zellen. Zur Uberpriifung der Zahl lebender Bakterien (Colony Forming
Units - CFU) zu Beginn sowie wahrend des Infektionsexperiments wurden Wachstumskurven
erstellt, welche die Bedingungen des jeweiligen Experimentes widerspiegelten. Hierflr wurden
serielle Verdiinnungen auf bis 10 des Inokulums zu Beginn sowie entsprechende Ansatze zu
verschiedenen Zeitpunkten des Experiments auf Schokoagarplatten ausplattiert. Diese Platten
wurden bei 37°C und 5% CO; lber Nacht inkubiert und die Kolonien am nachsten Tag

quantifiziert.

3.1.1.2 H. influenzae

Die vier verschiedenen H. influenzae Stamme (F+b+, F+b-, F-b+, F-b-) wurden, wie in 3.1.1.1
beschrieben, Uber Nacht auf Schokoagarplatten angesetzt und am nachsten Tag auf die in
Tabelle 2 beschriebene OD eingestellt. Auch hier wurden die CFU mit Hilfe von

Wachstumskurven gleichermalfien bestimmt.
42



Methoden

3.1.1.3 S. suis

Die zwei verwendeten S. suis Stamme (H4, H5) wurden, im Gegensatz zu den Gram-negativen
Bakterienstammen, in einer Flissigkultur Gber Nacht angezogen. Hierflr wurde am Tag vor
dem Infektionsexperiment ein Aliquot aus dem Kryostock in 10 ml Todd Hewitt Broth (THB)
angesetzt und fur 6 h bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Am Tag des Infektionsexperiments
wurde dieser Ansatz zunachst 10 min bei 3500 rpm zentrifugiert und das Pellet daraufhin
wieder in 1% HIBCPP Medium geldst. Die weiteren Schritte entsprachen dem in 3.1.1.1
beschriebenen Vorgehen und unterschieden sich lediglich in der eingestellten OD, wie in
Tabelle 2 beschrieben, und den Schafsblut-Agarplatten, die fir die Wachstumskurve
verwendet wurden.

Tabelle 2: Auflistung der OD der Inokuli, die jeweils im Infektionsexperiment einer MOI 10 entsprachen. Bei
Experimenten mit einer MOI 100 wurde die ODsoo des Inokulums entsprechend mit dem Faktor 10 angepasst.

Bakterium Stamm ODégoo (Inokulum; MOI 10) | Eingesetztes Inokulum
N. meningitidis MC58 0,07 40 ul
MC58siaD- 0,12 40 pl
WUE2120 0,1 40 pl
WUE2120siaD- | 0,1 40 pl
H. influenzae F+b+ 0,1 40 pl
F+b- 0,1 40 pl
F-b+ 0,1 40 pl
F-b- 0,1 40 pl
S. suis H4 0,65 10 ul
H5 0,65 15l
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3.1.2 Aufbewahrung in Dauerkulturen

Fir die verschiedenen, in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme, wurden Dauerkulturen
zu deren Aufbewahrung angefertigt. Im Folgenden werden diese fir die verschiedenen Gram-

positiven und Gram-negativen Stamme beschrieben.

Um Bakterienaliquots flr Dauerkulturen herzustellen, wurden die Neisserien Stamme, wie in
3.1.1.1 beschrieben, aus einer Ubernachtkultur angesetzt und auf die in Tabelle 2
beschriebene OD eingestellt. Dieser Suspension wurde als Einfriermedium Glycerin
hinzugefugt, entsprechend einer Endkonzentration von 15%. Von dieser Suspension wurden
pro Kryotube 100 ul der Suspension aliquotiert und bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert. Die
Dauerkulturen fir die H. influenzae Stamme wurden gleichermalien angesetzt wie die der
N. meningitidis Stamme. Die S. suis Stdmme wurden wie in 3.1.1.3 beschrieben angesetzt und
auf eine OD 0,65 eingestellt. Dieser Suspension wurde Glycerol entsprechend einer
Endkonzentration von 20% hinzugegeben, und als jeweils 100 ul Aliquots in Kryotubes bei -
80°C aufbewabhrt.

3.1.3 Uberpriifung der Identitit der Bakterienstimme

Die Uberpriifung der Identitdt der Bakterienstdmme wurde in regelmaRigen Abstéanden mit
Hilfe der Polymerasekettenreaktion durchgefliihrt. Zu diesem Zweck wurde jeweils eine Kolonie
des Uber Nacht auf der entsprechenden Agar-Platte herangezogenen Bakterienstamms
abgenommen und in 50 pyl PBS aufgenommen. Diese Suspension wurde daraufhin fur 15 min
bei 99°C gekocht, um die Desoxyribonukleinsdure (DNA) freizusetzen sowie die Bakterien
abzutdten. Der Ansatz fir die PCR-Reaktionen wird in der folgenden Tabelle 3 beschrieben.
Die verwendeten Primer werden in 2.9.1 aufgeflhrt.

Tabelle 3: PCR-Ansatz zur Verifizierung der Bakterienstamme. Pipettierschema fir eine PCR-Reaktion mit
einem Reaktionsvolumen von 20 pl.

Ansatz fiir 1x PCR Reaktion

Puffer (10x) 2yl

10 mM dNTP- Mix 0,8 pl

forward+ reverse Primermix (jeweils 10 uM) 2yl

Taq-Polymerase 0,8 ul
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A.dest 0,2 pul
DNA X
> 20 pl

In Tabelle 4 wird beschrieben, welches Programm zur Durchfiihrung der PCR verwendet
wurde. Dabei wurde die Annealing Temperatur entsprechend der Spezifikationen der Primer

angepasst. Das Programm wurde im Thermocycler 2720 durchgefuhrt.

Tabelle 4: Programm zur Durchfiihrung der PCR.

Schritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 5 min 1

Denaturierung 95°C 1 min 35

Annealing 40-60°C 1 min 35

Elongation 72°C 2 min 35

Finale Elongation 72°C 7 min 1

Lagerung 4°C )

Die PCR-Produkte wurden auf ein 1,5% Ethidiumbromid-Agarosegel aufgetragen und bei 120
V fur 40 min aufgetrennt. Die Banden wurden mit Hilfe eines Geldokumentationssystems

visualisiert und mit der VisioCapt Software aufgenommen.
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3.2 HIBCPP-Zellen

3.2.1 Kultivierung der Zellen

Die HIBCPP-Zellen wurden in T75 Zellkulturflaschen in 10% HIBCPP Medium kultiviert. Zum
Aufteilen der Zellen wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit DPBS (ohne Ca?*
und Mg?*) gewaschen. Daraufhin wurden 3 ml Trypsin zugegeben und die Zellkulturflaschen
im Inkubator bei 37°C und 5% CO- inkubiert bis sich die Zellen geldst hatten. Die Reaktion
wurde dann mit 7 ml 10% HIBCPP Medium abgestoppt und die Suspension fir 10 min bei 500
rom zentrifugiert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden vor der Zentrifugation 10 pl der
Zellsuspension entnommen und mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer die Anzahl der
lebenden Zellen ermittelt. Damit die Vitalitat der Zellen bestimmt werden konnte, wurde zuerst
eine Trypanblaufarbung der zu zahlenden Zellen durchgefiihrt. Nach dem Ende der
Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 10% HIBCPP Medium auf
eine Zellkonzentration von 1x10° Zellen/ml eingestellt. Diese Suspension wurde nun
verwendet, um die Kultivierung der HIBCPP-Zellen weiterzufiihren oder, um die Zellen fiir

verschiedene Versuche auszusaen.

Zur Kultivierung der HIBCPP-Zellen in der UK auf Zellkultureinsatzen far 24-Well (bzw. 12-
Well) Zellkulturplatten (3 pm Porendurchmesser, 2x10° Poren/cm?), wurden die
Zellkultureinsatze zuerst Gber Kopf in 12-Well (6-Well) Platten platziert und die Wells mit 10%
HIBCPP Medium beflllt, bis die Filtermembran von unten mit Medium benetzt war. Zusatzlich
wurde die Membran auch auf der oberen Seite mit Medium benetzt. Darauffolgend wurden
100 ul (1x10° Zellen) der eingestellten Zellsuspension von oben auf die Filtermembran
pipettiert. Die Zellkultureinsatze wurden an dem darauffolgenden Tag gedreht und in 24-Well
(12-Well) Platten uberfuhrt, die zuvor mit dem konditionierten Medium der bisher benutzten
Platte beflllt wurden. Fir die Kultivierung auf den Zellkultureinsatzen, sowie wahrend der
Experimente, betrug das Volumen des Mediums im Well 1 ml (2,5 ml) und das im Filtereinsatz
500 pl (1250 pl). Zu Beginn der Experimente entsprach die Zellzahl auf den Einsatzen 4x10°
(1x108) Zellen. Fir alle Experimente in dieser Arbeit wurden HIBCPP-Zellen der Passagen 22-

35 verwendet.
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3.2.2 Aufbewahrung in Dauerkulturen

Um die Zellen in Dauerkultur aufbewahren zu koénnen, wurden diese, nach der unter 3.2.1
beschriebenen Trypsin-Behandlung und anschliellender Zentrifugation, auf Eis in 10% FCS
HIBCPP Medium, 20% (v/v) FCS, und 10% (v/v) DMSO gel6st. Die Zellzahl der Aliquots
entsprach dabei 1,5x10° Zellen/ml. Damit die Zellen moglichst schonend eingefroren werden
kénnen, wurden diese zunachst bei -20°C und danach bei -80°C gelagert, bis sie schliefl3lich

dauerhatft in fliissigen Stickstoff Uberflhrt wurden.

3.2.3 Uberpriifung der Barrierefunktion der HIBCPP-Zellen

3.2.3.1 Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands

Um die Barrierefunktion der HIBCPP-Zellen auf den Zellkultureinsatzen zu Uberprifen, wurde
der TEER gemessen. Dieser wird von der Konfluenz der Zellen sowie der Integritat der TJ
beeinflusst, und wurde zunachst 4-5 Tage nach dem Aussahen der Zellen Uberpruft. Hierflr
wurde ein Epithelgewebe Volt-’/Ohmmeter verwendet. Die Elektrode des Messgerats wurde
zuerst in 80% Ethanol sterilisiert und daraufhin mit sterilem Zellkulturmedium gespult. Durch
die Messung des TEER wird der ausgebildete Widerstand der Zellschicht gemessen, von dem
der Leerwert (Widerstand eines Einsatzes ohne Zellen) noch abgezogen werden muss. Um
eine einheitliche Darstellung des Widerstands mit Bezug auf die unterschiedlichen Gré3en der
verwendeten Zellkultureinsatze zu gewahrleisten, wurde der gemessene Widerstand noch auf
die Flache der Membran bezogen und in [Q-cm?] angegeben. Wurde ein Widerstand von ca.
70 Q-cm? ermittelt, so wurden die Zellkultureinsatze in 1% HIBCPP Medium umgestellt. Diese
Reduktion des Serumgehalts (serum starvation) wurde schon bei der Kultivierung von porzinen
Plexusepithelzellen durchgefiihrt und hat eine Steigerung der Barrierefunktion zur Folge (Gath
et al., 1997). Die Infektionsversuche wurden durchgefuhrt, wenn am darauffolgenden Tag ein
Widerstand zwischen mindestens 230 Q-cm? und maximal 770 Q-cm? erreicht worden war. Zu

Beginn und am Ende jedes Infektionsversuchs wurde der TEER erneut bestimmt.

3.2.3.2 Messung der parazellularen Permeabilitat

Als weiteres Maf} zur Bestimmung der Barrierefunktion wurde die Messung der parazellularen
Permeabilitdt herangezogen. Zu diesem Zweck wurde der Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)
gekoppelte Marker (FITC-Inulin) verwendet. Dieser wurde zu Beginn eines Versuchs als 50
pg/ml FITC-Inulin, gelést in 1% HIBCPP Medium, angesetzt und in den Filtereinsatz gegeben.

Am Ende des Experiments wurde Medium aus dem unteren Kompartiment genommen um
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damit zu bestimmen, welche Menge FITC-Inulin die Barriere passieren konnte. Dadurch
kénnen Rickschlisse auf die Barriereintegritat gezogen werden. Durch die Messung der
Absorption in einem Tecan Infinite M200 Mikroplatten-Lesegerat, wurde mit Hilfe einer
Standardkurve der prozentuale Anteil des Farbstoffes bestimmt, der in das untere

Kompartiment gelangt war.

3.2.4 Behandlung/ Stimulation der HIBCPP-Zellen

Am Tag der Infektion wurden, wie unter 3.2.3.1 beschrieben, die TEER gemessen und alle
Zellkultureinsatze verwendet, deren TEER zwischen 230 Q-cm? und 770 Q-cm? lag. Die
Einsatze wurden nach der Messung in eine Platte mit frischem 1% HIBCPP Medium gesetzt
und eine Stunde im Inkubator bei 37°C und 5% CO: ruhen gelassen, um einen mdglichen

Einfluss des Stresses durch das Umstellen auszuschliel3en.

Zur Untersuchung der Endozytosemechanismen, die von den unterschiedlichen
Bakterienstammen genutzt werden, wurde der Dynamininhibitor Dynasore in einer
Endkonzentration von 120 pM verwendet. Um des Weiteren den Einfluss der Erk1/2 und p38
MAPK Signalwege zu untersuchen, wurden die Inhibitoren U0126 und SB203580 in einer
Konzentration von 25 pyM oder 50 pM verwendet, jeweils in Abhangigkeit von den
verschiedenen eingesetzten Bakterienstammen. Die Zugabe der Inhibitoren erfolgte immer
eine Stunde vor Zugabe der Bakterien. Dynasore wurde nach dieser Stunde abgenommen
und das Filterkompartiment mit 1% HIBCPP Medium gewaschen bevor die Bakterien
zugegeben wurden. Die MAPK Inhibitoren blieben wahrend des gesamten Versuchs im
Filterkompartiment. Zur Aktivierung der beiden MAPK Signalkaskaden wurden die Zellen
jeweils 2 h mit 200 nM PMA zur Aktivierung von Erk1/2 oder mit 25 pug/ml Anisomycin zur
Aktivierung von p38 behandelt. Dies diente als Positivkontrolle, um die Wirkung der MAPK

Inhibitoren bestatigen zu kdnnen.

3.2.5 Infektion der HIBCPP-Zellen

Die Infektion der HIBCPP-Zellen erfolgte, wie unter 3.2.4 beschrieben, entweder nach dem
Umsetzen der Filtereinsatze in 1% HIBCPP Medium und einer Stunde Ruhen im Inkubator
oder nach der zusatzlichen Behandlung der Zellen. Fur die Experimente in den 24-Well Platten
wurde fur jeden Versuch das Medium in Well und Filtereinsatz so vorgelegt, dass nach Zugabe
des FITC-Inulins, der Bakteriensuspension und der Inhibitoren definierte Volumina von 1 ml
im Well und 500 pl im Filtereinsatz vorhanden waren. Fir die Versuche in den 12-Well Platten

wurden alle Angaben mit dem Faktor 2,5 multipliziert.
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Wahrend der Infektionsversuche wurden verschiedene MOI eingesetzt. Hierfir wurde die
Bakteriensuspension, wie in 3.1.1 beschrieben, auf eine zuvor experimentell bestimmte ODegoo
eingestellt. Das Wachstum der Bakterien wurde wahrend des gesamten Infektionsexperiments
mit Hilfe von Wachstumskurven Uberprift (siehe 3.1.1). Zusatzlich zum Wachstum der
Bakterien in 1% HIBCPP Medium wurde auch der Einfluss der Inhibitoren auf das Wachstum
der Bakterien getestet. Zu diesem Zweck wurden die Wachstumsraten der Bakterien in An-
und Abwesenheit des Inhibitors verglichen. Zum Errechnen der Anzahl intrazellularer
Bakterien wurde eine Quantifizierung der invadierten Erreger mittels
Doppelimmunfluoreszenzfarbung (DIF), bezogen auf die Anzahl der Bakterien zu Ende des

Experiments, wie in der Wachstumskurve ermittelt, herangezogen.

3.2.6 Vitalitatspriifung

Um die Vitalitat der HIBCPP-Zellen nach bestimmten Behandlungen oder Stimuli zu
Uberprifen, wurde ein Life/Dead Assay verwendet. Hierzu wurde das LIVE/DEAD
Viability/Cytotoxicity Kit nach Anweisung des Herstellers angewandt. Durch den Einsatz zweier
Fluoreszenzfarbstoffe ermdglicht dieser Assay die Unterscheidung zwischen vitalen und toten
Zellen. Hierbei beruht die Funktionsweise auf der ubiquitéren intrazellularen Aktivitat der
Esterase sowie einer intakten Zellmembran. In lebenden Zellen wird der Calcein-
Acetoxymethylester durch die Esterase in Calcein umgesetzt, was eine Emission im griinen
Bereich (515 nm) zur Folge hat. Bei einem Verlust der Integritat der Zellmembran kann das rot
fluoreszierende Ethidium-Homodimer-1 in die Zelle gelangen. Die dortige Bindung an
Nukleinsauren hat eine 40-fache Intensivierung der Fluoreszenz zur Folge. Nach Ende des
Versuchs wurden die Zellen zunachst mit serumfreiem Medium (SFM) gewaschen. Daraufhin
folgte eine Inkubation mit den beiden Farbstoffen (2 uM Calcein- Acetoxymethylester, 4 uM
Ethidum-Homodimer-1) fir 15 min bei 37°C im Dunkeln. Nach weiterem zweimaligem
Waschen in SFM wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop bei zehnfacher
VergrélRerung betrachtet. Anhand der jeweiligen rot/grin-Farbung wurde die Vitalitat der

Zellen festgestellt.
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3.3 Zell- und Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Immunfluoreszenzfarbungen
3.3.1.1 Doppelimmunfluoreszenzfarbung

Die DIF wurde am Ende der Infektionsexperimente durchgefihrt, um die adharenten sowie die
sich in den Zellen befindlichen Bakterien quantifizieren zu kénnen (Schwerk et al., 2012).
Hierfir wurden die Filtereinsatze am Ende des jeweiligen Infektionsexperiments zuerst zwei
Mal mit einer 1% Ldsung Bovines Serumalbumin (BSA) (w/v) in SFM (1% SFM/BSA)
gewaschen. Darauf folgte ein Inkubationsschritt in 1% BSA/SFM fur 20 min, um unspezifische
Bindungsstellen der Antikérper zu blockieren. Die Filtereinsatze wurden daraufhin fir 20 min
im primaren Antikorper inkubiert. Dieser wurde zuvor in 1% BSA/SFM verdinnt. Die
Verdiinnungen der Primarantikorper fur die verschiedenen, in dieser Arbeit verwendeten,
Erreger finden sich in 2.7.1. Nach Ende der Antikdrperinkubation wurden die Zellen noch zwei
weitere Male mit 1% BSA/SFM gewaschen, gefolgt von einem Waschschritt in SFM, um
ungebundenen Erstantikdrper zu entfernen. Die Fixierung der Zellen erfolgte fur 10 min in
3,7% Formaldehyd geldst in destilliertem Wasser. AnschlieBend wurden die Filter zwei weitere
Male in PBS gewaschen. Daraufhin konnten die Filtereinsatze in PBS bei 4°C fur bis zu einer

Woche gelagert werden.

Vor Beginn des zweiten Teils des Farbeprotokolls der DIF wurden die Membranen der
Filtereinsatze, auf welchen sich die fixierten Zellen befanden, mit einem Skalpell
ausgeschnitten und zuriick in das PBS transferiert. Zum Waschen der Membranen wurde eine
Lésung aus 1% BSA (w/v) in DPBS verwendet (1% BSA/PBS). Die Membranen wurden zuerst
drei Mal mit der beschriebenen 1% BSA/PBS Lésung gewaschen, gefolgt von einer 30 min
Inkubation mit einem Alexa Fluor 594 gekoppelten Sekundarantikorper, welcher den im ersten
Teil der Farbung eingesetzten Primarantikorper erkennt (siehe 0). Damit wurden die, an der
Zellmembran adharierten, nicht invadierten Bakterien markiert. Darauf folgten erneut drei
Waschschritte mit 1% BSA/PBS Lésung. Um die invadierten Erreger zu detektieren, wurde die
Zellmembran anschlieBend 10 min mit der Permeabilisierungslésung (siehe 2.8)
aufgeschlossen. Nach weiteren zwei Waschschritten mit 1% BSA/PBS Ldsung erfolgte eine
20 min Inkubation in 1% BSA/PBS, um erneut unspezifische Bindungen zu blockieren.
Daraufhin wurden die Membranen 30 min mit dem Primarantikérper inkubiert, der, wie im
ersten Teil der Farbung, in 1% BSA/SFM in der gleichen Verdiinnung (2.7.1) vorlag. Hierbei
wurden die intrazellular lokalisierten Erreger angefarbt. Nach erneutem dreimaligem Waschen

in 1% BSA/PBS folgte die letzte Farbung der Membranen. Neben den extrazellular und

50



Methoden

intrazellular lokalisierten Erregern, wurden in diesem Schritt auch das Aktin Zytoskelett und
die Zellkerne gefarbt. Zu diesem Zweck wurden die Membranen 1 h in einer Losung inkubiert,
welche einen Alexa Fluor 488 gekoppelten Sekundarantikbrper sowie die
Fluoreszenzfarbstoffe Phalloidin Alexa Fluor 660 und DAPI enthielt. Letztere sind in O
beschrieben. Somit wurden die adharierten Bakterien, die sich in der Zelle befindlichen
Bakterien, und auch das Aktinzytoskelett und der Zellkern angefarbt. Nach erneutem
dreimaligem Waschen wurden die Filtermembranen in ProLong Gold Antifade Reagent auf

Objekttragern eingebettet.

Die Infektionsrate der Bakterien wurde mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops bei 63x
Vergrolierung vorgenommen. Fur jede Filtermembran wurde die Zahl der invadierten
Bakterien innerhalb 20 Blickfelder ermittelt. Von der Flache der ausgezahlten Blickfelder wurde
auf die Anzahl der interzelluldren Erreger auf der gesamten Filtermembran hochgerechnet.
Die prozentuale Invasionsrate der Bakterien ermittelte sich dann aus diesem Wert im
Verhaltnis zu der, aus der Wachstumskurve ermittelten, Anzahl der Bakterien zu Ende des

Versuchs.

3.3.2 Herstellung von Proteinlysaten

Um Proteinlysate herzustellen, wurden die Zellen nach Ende eines Versuchs zunachst mit
PBS gewaschen. Daraufhin wurde der Lysepuffer hinzugegeben, bei welchem es sich um
einen modifizierten RIPA-Puffer handelte. Im Fall der 24-well Filtereinsatze wurden zwei Mal
75 pyl auf die mit den Zellen bewachsene Seite der Membran gegeben und nach 1 min
Inkubation mit der Pipettenspitze abgekratzt. Die insgesamt 150 ul Lysepuffer wurden
daraufhin in ein 1,5 ml Eppendorf Tube transferiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren.
Wurden die Zellen auf gréReren Filtereinsatzen (12-well) oder in Zellkulturplatten kultiviert,
wurde die Menge des Lysepuffers entsprechend der Oberflache angepasst. Die Proteinlysate
wurden auf Eis wieder aufgetaut, in einem Vortexer gemischt und 10 min bei 4°C und 14.000
rom abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Tube pipettiert, um somit das

geldste Protein von den Zelltrimmern zu trennen.

3.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration von Proben wurde mit Hilfe des DC Proteinassay Kits ermittelt,
welches auf Basis der Lowry-Methode funktioniert (Lowry 1951). Die Bestimmung der
Proteinkonzentration basiert hier auf einem kolorimetrischen Test, der im ersten Schritt, der
Biuretreaktion, auf Grund der Reaktion der Peptidbindungen mit den Cu?*-lonen eine

alkalische Kupfertatratldsung bildet. Hierfur wurden 2 pul des Proteinlysats mit 20 pl des
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Gemischs der Reagenzien A+S (20 ul Reagenz S je 1 ml Reagenz A) des Kits in einer 96-
Well-Mikrotiterplatte gemischt. Anschliefend wurden 200 ul des Reagenz B hinzugegeben,
welche die typische Farbreaktion auslost, die auf der Reduktion des Cu?* zu Cu* beruht und
zu einer Reduktion der gelben Fiolinreagenz (Reagenz B) zu Molybdanblau fihrt. Mit Hilfe
eines Mikrotiterplatten-Lesegerat wurde die Intensitdt der Blaufarbung bestimmt, die
proportional zu der Proteinkonzentration ist. Um diese Werte mit den tatsachlichen
Konzentrationen zu korrelieren, wurde parallel eine Eichkurve gemessen, die aus mehreren
Verdinnungen einer 10 mg/ml Lésung von BSA in dem modifizierten RIPA-Lysepuffer

hergestellt wurde.

3.3.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Immunoblot

Um die Expression bestimmter Proteine zu untersuchen, wurden diese zunachst anhand ihres
Molekulargewichts mit Hilfe der SDS-PAGE im elektrischen Feld aufgetrennt. Hierfur wurden
die Proben zunachst in 1x LDS Probenpuffer, versetzt mit 50 yM Dithioreitol, angesetzt.
Hierbei wurde die gleiche Menge Gesamtprotein flr jede Probe angesetzt und spater auf dem
Gel aufgetragen. Unmittelbar vor dem Auftragen wurden die Proben fir 5 min auf 99°C erhitzt
und daraufhin far 10 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Zusatzlich zu den Proben wurde auch
der GroRenstandard Novex Sharp Protein Standard aufgetragen, um spater die Proteine auf
Grund ihres Molekulargewichts identifizieren zu kdnnen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte
in 12% Bis-Tris Gelen in 1x MOPS-Laufpuffer bei einer angelegten Spannung von 200 Volt.
Der Transfer der Proteine von dem Gel auf eine Nitrozelluosemembran fand in einer
Tankblotapparatur statt. Diese wurde mit Transferpuffer gefillt, welcher auf 4°C gekuhlt wurde.
Der Transfer fand bei 20 Volt flr 16 h oder bei 400 mA fur 150 min statt.

Nach Ende des Transfers wurden die Membranen entsprechend der Grofle des zu
untersuchenden Proteins geschnitten und fur eine Stunde in Magermilchpulverlésung (5% in
1x TBST-Puffer) oder in einer 5% BSA-Losung in 1x TBST inkubiert, um unspezifische
Bindungen zu blockieren. Zur Detektion der Zielproteine wurden die Membranen daraufhin bei
4°C Uber Nacht schuttelnd mit den entsprechenden Primarantikdrpern (siehe 2.7.1) inkubiert.
Am folgenden Tag wurden die Membranen 3 Mal in 1x TBST gewaschen, gefolgt von einer
einstiindigen Inkubation mit den spezifischen Sekundarantikdrpern (anti-Kaninchen- bzw. anti-
Maus-Horseradish Peroxidase (HRP) - gekoppelter-Antikérper). Die chemische Reaktion, die
auf Grund der HRP, nach Zugabe des Substrats in Form des Immobilon Western
Chemiluminescent Kits stattfand, wurde mit Hilfe eines Chemolumineszenz Detektors Chemi
Smart 5100 und der Software ChemiCapt 5000 gemessen.
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3.3.5 RNAIsolierung

Nach dem Ende eines Infektionsexperiments wurden zunachst die Filtereinsatze in DPBS
gewaschen. Daraufhin wurden die Filter Uber Kopf platziert, damit die mit den Zellen
bewachsene Seite der Membran nach oben zeigte. Auf die Membran wurden 75 l
modifizierter RLT-Puffer gegeben, und nach einer einminttigen Inkubation wurde dieser in
Kreisbewegungen lber die Membran gefuhrt und der Puffer dabei auf und abpipettiert, um die
Zellen zu lésen. Dies wurde mit weiteren 75 pl wiederholt und die Suspension anschlieend
direkt in flussigem Stickstoff gefroren. Vor der Isolation der Ribonukleinsaure (RNA) wurden

die Proben auf Eis aufgetaut.

Zur Isolation der RNA nach Infektionsexperimenten wurde das RNeasy Mini Kit von Quiagen
verwendet. Die Isolation der RNA erfolgte gemald den Herstellerangaben. Im ersten Schritt
wurde die RNA gewaschen und durch einen Zentrifugationsschritt an die Silikamembran der
Saule gebunden. Um eine Kontamination der RNA mit Desoxyribonukleinsdure (DNA) zu
vermeiden, wurden die Membranen 15 min mit DNase | inkubiert. Es folgten mehrere
Waschschritte, um mogliche DNase und Pufferrester zu entfernen. Zum Abschluss wurde die
Membran eine Minute mit 18 ul RNase-freiem Wasser inkubiert und die RNA schlief3lich in
einem letzten Zentrifugationsschritt eluiert. Um die Konzentration der isolierten DNA zu

bestimmen, wurde das Ultraviolett (UV)-Spektrophotometer Nanodrop ® ND1000 verwendet.

3.3.1 cDNA Synthese

Die isolierte RNA wurde unter Anwendung des AffinityScript QPCR cDNA Synthese Kits
gemal der Anleitung des Herstellers in cDNA umgeschrieben. Hierfir wurden 0,5 ug der RNA
eingesetzt, welche revers transkribiert wurde. In Tabelle 5 sind die einzelnen Komponenten

der Reaktion aufgelistet.
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Tabelle 5: Ansatz fiir eine cDNA Reaktion.

Ansatz fiir 1x cDNA Reaktion

Erststrangmastermix (2x) 10
Oligo dT Primer 3l
AffinityScript Reverse Transkriptase/ RNase 1ul
Block Enzymmix

RNA X ul
RNase-freies H20 X ul
> 20 ul

Tabelle 6 beschreibt das Programm, welches fir die cDNA Synthese angewandt wurde.

Hierfur wurde der Thermocycler 2720 verwendet. Die cDNA wurde nach Ende der Reaktion

bei -20°C gelagert.

Tabelle 6: Programm zur Durchfiihrung einer cDNA Reaktion.

Programm fiir die PCR Temperatur Zeit
Primer Annealing 25°C 5 min
cDNA-Synthese 42°C 15 min
Ende der Reaktion 95°C 5 min
Lagerung 4°C )

3.3.2 Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe der Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion (gqRT-PCR) kann die

Expression der mRNA quantifiziert werden. Dem liegt das Prinzip der Detektion der

vorliegenden Menge DNA nach dem jeweiligen Amplifikationszyklus zu Grunde. Hierbei wurde

der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green eingesetzt, der sich spezifisch in doppelstrangige DNA

interkaliert. Um festzustellen, ob zusatzlich zu dem entstandenen Ampilifikat noch weitere

unspezifische Produkte vorlagen, wurde der Reaktion eine Schmelzkurvenanalyse angehangt.

Da jedes DNA-Fragment eine spezifische Schmelztemperatur besitzt, wird bei Erreichen

dieser das eingelagerte SYBR Green freigesetzt und damit die Fluoreszenzintensitat

verringert. Letztendlich wird die Fluoreszenz in Relation zur Temperatur dargestellt und damit

Uberprift, ob ein PCR-Produkt in der erwarteten Lange vorliegt. Zur Durchfiihrung der qRT-
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PCR wurde das Kit

Zusammensetzung einer Reaktion ist in der Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Ansatz fiir eine qRT-PCR Reaktion.

Brilliant 1 SYBR Green QPCR Mastermix verwendet. Die

Ansatz fiir 1x qRT-PCR Reaktion

Brilliant Il SYBR Green Mastermix (2x) 12,5 pl
Reference Dye (30 nM) 0,375 pl
forward + reverse - Primermix 1ul
cDNA (1:10) 2 ul
RNAse freies H.O 9,125 ul
> 25

Die gRT-PCR wurde mit den Stratagene Mx3005P System und der MX Software durchgefihrt.

Das daflr verwendete Programm ist in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: Programm fiir die qRT-PCR.

Schritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 15 min 1
Denaturierung 94°C 15s 40
Annealing 60°C 30s 40
Elongation 72°C 30s 40
Schmelzkurvenanalyse 95°C 30s 1

60°C 20s 1

bis 95°C 20 min 1
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Wahrend der qRT-PCR wurde der sogenannte threshold cycle (Ct) bestimmt. Dieser wird
herangezogen, um Unterschiede in den Expressionslevels verschiedener Gene feststellen zu
kénnen. Hierbei wird meist ein Phanotyp A (infiziert) mit einem Phanotyp B (nicht infiziert)
verglichen und der fold change ermittelt. Der Ct wird von dem Programm des Thermocyclers
innerhalb der exponentiellen Phase bestimmt, in welcher sich die initial eingesetzte DNA nach
jedem Amplifikationszyklus verdoppelt, und zwar an dem Punkt, an welchem sich die
detektierte Fluoreszenz deutlich vom Hintergrundrauschen unterscheiden lasst. Dabei
bendtigt jedes PCR-Produkt eine spezifische Anzahl an Zyklen um diesen Wert zu erreichen,
was ermoglicht auf die initial eingesetzte Menge an DNA und somit den Expressionslevel der
RNA rickzuschlieRen. Zur Normalisierung der Werte wurde die AACt-Methode herangezogen
(Livak et al., 2001). Hierbei wird zu der Normalisierung der Daten ein sogenanntes
Haushaltsgen betrachtet, welches ubiquitar und homogen exprimiert wird, und somit immer
den gleichen Cr-Wert aufweist. Der fold change des Gens wurde nach der folgenden Formel

berechnet:

2=BACT _ Cr Zielgen — Cr Haushaltsgen der behandelten Probe

Cr Zielgen — Cr Haushaltsgen der Kontrollprobe

Als Haushaltsgen wurde gapdh verwendet. Wurden Inhibitoren wahrend der
Infektionsversuche verwendet, so wurden zunachst der fold change der Kontrollen, behandelt
mit dem Inhibitor, mit Bezug auf die unbehandelte Kontrolle berechnet. Somit konnte der Effekt
der Inhibitoren auf die Zellen dargestellt werden. Die Proben, bei welchen ein Inhibitor und
Bakterium auf die Zellen gegeben wurden, wurden auf die jeweilige, mit dem Inhibitor
behandelten, Kontrollen bezogen, um somit die Wirkung des Inhibitors von der des Bakteriums

unterscheiden zu konnen.

3.3.3 Bestimmung der RNA intergrity number zur Qualitatskontrolle

Um die Qualitat der isolierten RNA, die in der Massive Analysis of cDNA Ends (MACE)-Analyse
verwendet werden sollte, zu ermitteln, wurde die RNA Integrity Number (RIN) zur
Qualitatskontrolle bestimmt. Hierfur wurde der Aligent 2100 Bioanalyzer mit dem Agilent
Bioanalyzer RNA Nano Chip verwendet. Dabei nutzt das System einen automatisierten
Elektrophoreseprozess um das Verhaltnis zwischen 18S und 28S ribosomalen RNA (rRNA)
Untereinheiten zu bestimmen. Dieses Verhaltnis kann zwischen eins und zehn liegen und wird
als RIN bezeichnet. Die hochste Qualitat der RNA ist durch einen Score von 10 gegeben. In
diesem Fall besteht ein 2 zu 1 Verhaltnis zwischen der 28S und 18S rRNA. RNA, die in Next
Generation Sequencing Anwendungen eingesetzt wird, sollte eine RIN von mindestens sechs

aufweisen (Kukurba et al., 2015).
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3.3.4 MACE Analyse (Externe Kollaboration)

Die MACE-Analyse der RNA Proben nach 6 h Infektion mit den N. meningitidis Stammen
wurde in Kollaboration mit Dr. rer. nat. René Scholtysik am Institut flr Zellbiologie des
Universitatsklinikums Essen durchgefihrt. Zur Durchfihrung der MACE-Analyse wurde das
MACE-Kit zur 3-mRNA Sequenzierung (GenXpro, Deutschland) nach Angaben des
Herstellers verwendet. Fir die Sequenzierung wurde das Nextseq 550 mit einer High Output
Flow Cell angewandt. Dabei fand ein multiplexing aller Proben mit 75 Basenpaaren langen
Reads statt. Nach dem Demultiplexen unter Anwendung von Casava (lllumina, USA), wurden
die sogenannten unique molecular barcodes (UMI) von jedem Read extrahiert. Mit Hilfe des
BWA Software Paktes wurden diese Reads mit dem Genome Reference Consortium Human
Reference 38 (hg38) aligned (Li 2013). Reads mit der gleichen Position und UMI wurden mit
Hilfe des picard Programms angepasst (Broad Institute 2019). Die daraus resultierenden
Konsensus-Sequenzen wurden in die CLC Genomics Workbench (Qiagen, Germany)
geladen, und durch Anwendung des Tools ,RNA-Seq Analysis” wurde jede einzelne Probe

analysiert.

3.3.5 Statistische Analyse der RNA-Sequenzierungsdaten: Differentially

Expressed Genes und Gene Onthology

Die in 3.3.4 beschriebenen Daten wurden fir die differentielle Expressionsanalyse verwendet.
Zu diesem Zweck wurden entsprechende Tools der CLC Genomics Workbench fir die
verschiedenen analysierten Konditionen angewandt. Hierbei wurden Expressionsdaten der
infizierten HIBCPP-Zellen mit denen der unbehandelten Kontrolle verglichen, um den Effekt
der Infektion mit den N. meningitidis Stdmmen zu untersuchen. Zusatzlich wurden Zellen, die
mit NmB nach Inhibition des Erk1/2 Signalwegs infiziert wurden, mit HIBCPP-Zellen, die auch
mit dem Inhibitor behandelt wurden, verglichen. Schliellich wurden Differentially Expressed
Genes (DEG)-Listen durch manuelles Filtern mit Hilfe des Programms Excel von Microsoft
Office erstellt. Die Kriterien, nach welchen die Listen gefiltert wurden, waren ein False
Discovery Rate (FDR) p-Wert < 0,05 sowie log» fold-changes, welche gréf3er oder kleiner als
zwei waren. Zur Analyse der Gene Onthology (GO) wurde die online Anwendung LAGO
(Logically Accelerated GO Term Finder) verwendet (LAGO 2020; Boyle et al., 2004).
Uberreprasentierte biologische Signalwege wurden durch Anwendung einer p-Wert

Obergrenze von 0,01 unter Bonferroni-Korrektur analysiert.
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3.3.6 Phosphoproteomik Analyse

Zur Durchfihrung der Phosphoproteomik Analyse wurden 12-Well Filter mit den NmB
Stammen MC58 und MC58siaD™ mit einer MOI 100 fiur 4 h infiziert. Daraufhin wurden die
Zellen, wie zuvor beschrieben, mit modifiziertem RIPA Puffer von den Filtermembranen
abgekratzt und eingefroren. Zuvor wurden 200 ul der Suspension entnommen, welche der
Firma Biogenity (Danemark) zur Analyse des Phosphoproteoms geschickt wurden. Die
restliche Suspension wurde genutzt, um die Proteinkonzentration der Proben zu bestimmen
sowie Western Blots zur Verifizierung der Infektion anhand bekannter, durch NmB

phosphorylierter Proteine, durchzufihren.

3.3.6.1 Probenvorbereitung fir die Massenspektrometrie

Die Probenvorbereitung der Phosphoproteomik Analyse mittels Massenspektrometrie sowie
die bioinformatische Auswertung der Daten wurden von der Firma Biogenity (Danemark)
durchgefiihrt und sind in den folgenden Abschnitten zusammengefasst. Zur Vorbereitung der
Proben wurden diese lysiert (Lysepuffer siehe 2.8), flir 5 min bei 95°C gekocht und
anschlieftend 5 Mal fur 30 s bei 4°C sonifiziert. Anschliellend wurde die Proteinkonzentration
mit Hilfe des Pierce Gold BCA Kit (Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Fir die nachsten
Schritte wurden 500-1000 pg Protein eingesetzt. Die Proben wurden 1:3 mit 10% Acetonitril,
50 mM HEPES, pH 8,5 verdinnt. LysC (Wako) wurde in einem 1:50 Verhaltnis (Enzym zu
Protein) zugegeben, und die Proben wurden 4 h bei 37°C inkubiert. Daraufhin erfolgte noch
eine Verdunnung der Proben 1:10 mit 10% Acetonitril, 50 mM HEPES, pH 8,5. Trypsin
(Promega) wurde in einem 1:100 Verhaltnis (Enzym zu Protein) hinzugegeben und die Proben
wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Enzymaktivitdt wurde durch Zugabe von 2%
Trifluoressigsaure in einer Endkonzentration von 1% abgestoppt. Im nachsten Schritt wurden
die Peptide unter Anwendung einer SOLAp C18 Platte (Thermo Fischer) entsalzt. Die aus der
Platte eluierten Peptide wurden in einem Eppendorf Speedvac aufkonzentriert und in 50 mM
HEPES (pH 8,5) rekonstituiert.

3.3.6.2 Anreicherung der Phosphorylierungen

Ti-IMAC Partikel wurden nach Anweisung des Herstellers angesetzt. Von den Partikeln
wurden 50 pl auf 500 pg der aufkonzentrierten Peptide in einem 2 ml Tube angesetzt, die
daraufhin fir 10 s in einen magnetischen Tubehalter platziert wurden. Die shipping-Lésung
wurde abgenommen und die Partikel mit 200 pl 70% Ethanol, 100 yl Ammoniakwasser und

zuletzt drei Mal mit 100 pl 80% Acetonitril, 1M Glycolsaure, 5% Trifluoressigsaure fur jeweils
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1-5 min gewaschen. Die Proben wurden daraufhin 1:1 in 80% Acetonitril, 1M Glycolsaure, 5%
Trifluoressigsaure verdinnt und zu den equilibrierten Partikeln hinzugegeben. Die Suspension
wurde bei RT unter Schiitteln fir 30 min inkubiert, und die gebundenen Peptide daraufhin 2
Mal mit 400 uyl 80% Acetonitril, 1% Trifluoressigsaure gewaschen, gefolgt von zweimaligem
Waschen mit 400 pl 10% Acetonitril, 0,1% Trifluoressigsdure. Die angereicherten
Phosphopeptide wurden 3 Mal bei Raumtemperatur unter Schittein mit 80 i
Ammoniakwasser eluiert, anschlieRend in ein 0,5 ml Protein-LoBind Tube transferiert und fur
30 min bei 60°C Speed-vaced, um das Ammoniakwasser zu entfernen. Die Proben wurden
mit 10% Trifluoressigsaure angesauert und einem C18 Entsalzungsschritt unterzogen. Die
getrockneten Peptide wurden in 100 mM Tetraethhylammonium Bromid (pH 8,5) fur das

Tandem Mass Tag (TMT) resuspendiert.

3.3.6.3 Tandem Mass Tag labelling

Das labelling wurde nach Anleitung des Herstellers durchgeflihrt. Die gelabelten Peptide
wurden 1:1:1:1:1:1:1:1:1:1:1:1:1:1:1:1  (16-plex) gemischt, mit 1% Trifluoressigsaure
angesauert, sowie auf eine Acetonitrilkonzentration unter 5% gebracht. Vor der
Massenspektrometrie-Analyse wurden die Peptide unter Verwendung eines offline-
Flissigchromatographiesystems (Thermo Fisher Ultimate3000) durch eine high pH
fractionation (5 mM Ammoniumbicarbonat, pH 10) bei einer Durchflussrate von 5 ul min -
fraktioniert. Peptide (20 pg) wurden 120 min Uber einen Gradienten (5% bis 35% Acetonitril)
getrennt, Fraktionen wurden alle 120 s gesammelt. Die resultierenden 60 Fraktionen wurden
in 30 Endfraktionen gepoolt (Fraktionen 1+31, 2+32, 3+33 usw.), angesauert auf pH <2 mit
1% Trifluoressigsaure, und gemafl dem Protokoll des Herstellers auf EvoSep StageTips

geladen.

3.3.6.4 Tandem Mass Tag-labelled Fliissigchromatographie-

Massenspektrometrie Datenerfassung

Fir jede Fraktion wurden die Peptide mit der voreingestellten Methode ,30 samples per day*
auf dem EvoSep One analysiert. Die Peptide wurden Uber einen 44-mindtigen Gradienten
eluiert und weiter durch das Exploris 480 (Thermo Fisher Scientific) analysiert, welches in
einem Daten-abhangigen Tandem Massenspektrometrie Top-speed Modus lief (3 s/Zyklus).
Die Massenspektrometriedaten wurden bei einer Auflésung von 60.000, mit einem
normalisierten automatic gain control target von 300% und automatischer maximalen
Einspritzzeit in einem Scanbereich von 375-1.500 m/z, dokumentiert. Die Tandem

Massenspektrometrie-Spektren wurden mit einer Aufldsung von 30.000 bei aktivierter
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TurboTMT-Funktion mit einem normalisierten automatic gain control target von 100% und
einer automatischen maximalen Injektionszeit, einer normalisierten Kollisionsenergie von 33,
und einem Intensitatsschwellwert von 8e® erhalten. Die erste Masse wurde auf 120 m/z
eingestellt, um das Einfangen der TMT-Reporterionen sicherzustellen. Precursors wurden mit
einem 0,7 m/z-lsolationsrahmen isoliert und der Precursor Fit auf 70% aktiviert in einem
Bereich von 0,7 m/z. Der dynamische Ausschluss wurde auf 60 s eingestellt, und lonen mit
einem Ladungszustand <2, >7 sowie einem unbekannten Ladungszustand wurden
ausgeschlossen. Die Massenspektrometrie-Analyse wurde durch komplexe Zelllysat-
Qualitatskontrollstandards verifiziert, die Chromatographie wurde durchgehend tberwacht und

auf Reproduzierbarkeit geprift.

3.3.6.5 Tandem Mass Tag Proteomics Analyse

Die Rohdaten wurden mit Hilfe des Proteome Discoverer 2.4 analysiert. TMTPro
Reporterionenquantifizierung wurde in  den Verarbeitungs- und Konsensschritten
durchgefihrt, die Spektren wurden mit dem Homo sapiens Referenzproteom der Uniprot
Datenbank abgeglichen (UP000005640, zuletzt modifiziert am 18. Oktober 2020; Anzahl der
Proteine: 75776). Dynamische Modifikationen wurden als Phosphorylierungen (S, T, Y),
Oxidation (M), Desaminierung (N, Q) und Acetylierung am N-Terminus des Proteins festgelegt.
Zystein Carbaminomethyl (an C-Enden) und TMTPro (an Peptid N-Termini und K-Enden)
wurden als statische Modifikationen festgelegt. Alle Ergebnisse wurden mit einer 1% FDR
gefiltert. Die TMT Reporterionenquantifizierung wurde mit Hilfe der ,reporter ions quantifier*

Funktion durchgefthrt.
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3.4 Statistik

Die statistischen Analysen der in dieser Arbeit aufgefuhrten Datensatze in den Kapiteln 4.1
und 4.2 wurden mit der Software SAS System Release 9.4 (SAS Inc., Cary, NC, USA)
durchgefuhrt. FUr die Experimente mit dem Inhibitor Dynasore wurde, nachdem eine
Normalverteilung getestet wurde, ein Zweistichproben-t-Test durchgefuhrt. Um die
Unterschiede zwischen mehreren unterschiedlich behandelten Gruppen bei Einsatz der MAPK
Inhibitoren zu untersuchen, wurden Varianzanalysen (ANOVA) durchgefihrt. Im Falle eines
signifikanten Ergebnisses wurde der Scheffe Test als Anpassung fur mehrere Vergleiche
herangezogen. Dabei fungierten die Infektionen mit den Bakterienstdmmen ohne Behandlung
mit Inhibitoren als Referenzgruppen. Fir die qRT-PCR Analysen wurden nach Untersuchung
der Normalverteilung Zweistichproben-t-Tests, um einen Unterschied zwischen der
normalisierten Kontrolle und Behandlung zu ermitteln sowie Varianzanalysen (ANOVA), in
denen erneut die Infektionen mit den Bakterienstdmmen ohne Behandlung mit Inhibitoren als
Referenzgruppen fungierten, angewandt. Im Falle eines signifikanten Ergebnisses wurde der
Dunnett Test als Anpassung flr mehrere Vergleiche herangezogen. Die ermittelten p-Werte
wurden als signifikant, hoch signifikant oder extrem signifikant eingestuft, wenn sich p Werte
<0,05; <0,01 bzw. < 0,001 ergaben.

61



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Vergleich des Einflusses der Dynamin-vermittelten Endozytose
bei verschiedenen Gram-positiven und Gram-negativen

Meningitiserregern

Bei dem Protein Dynamin handelt es sich um eine GTPase der Wirtszellen. Seine Funktion
besteht in dem Abkapseln von Vesikeln an der Zellmembran. Hierbei katalysiert Dynamin die
Hydrolyse von GTP, was wiederum eine Konformationsdnderung auslost, die zu der
Einschnirung der Spiralstruktur Dynamins fuhrt. Die Abschnirung des Vesikels wird somit
durch die aneinander gebrachten gegenliberliegenden Seiten des Vesikelhalses und deren
darauffolgende Fusionierung hervorgerufen. Dynamin ist sowohl an der Clathrin- als auch der

Caveolin-vermittelten Endozytose beteiligt (Lin et al., 2010).

Die genauen Invasionsmechanismen, mit welchen Bakterien die BLS Uberwinden, sind noch
nicht geklart. Es konnte zuletzt gezeigt werden, dass die Invasion von Listerien in einem in
vitro Modell der BLS, den HIBCPP-Zellen, durch Inhibition von Dynamin mittels des Inhibitors

Dynasore verringert werden konnte (Dinner et al., 2017).

4.1.1 Der Dynamin Inhibitor Dynasore hat eine toxische Wirkung auf die
HIBCPP-Zellen

Die Wirkung des Inhibitors Dynasore auf die Invasion von Listerien in HIBCPP-Zellen wurde
bereits in Abhangigkeit der eingesetzten Dosis beschrieben (Dinner et al., 2017). Hierbei
wurde die starkste Inhibition bei einer Konzentration von 120 yM des Inhibitors Dynasore
beobachtet. Im Gegensatz dazu konnte bei 30 uM Dynasore keine signifikante Inhibition
ermittelt werden, wahrend bei einer Konzentration von 60 uM ein signifikanter, jedoch, im
Unterschied zu der bei Zugabe von 120 uM beobachteten Inhibition, geringer Effekt auftrat
(Dinner et al., 2017).

In initialen Experimenten wurde der Einfluss des Inhibitors Dynasore auf HIBCPP-Zellen Uber
einen Zeitraum von 2-6 h hinweg untersucht, da die in dieser Arbeit eingesetzten
Bakterienstamme bei einer Infektion der HIBCPP-Zellen durch die Erreger mit einer MOI 10,
Infektionszeiten von 4 h bzw. 6 h bendtigen, um eine adaquate Quantifizierung der
intrazellularen Bakterien in der DIF durchflihren zu kénnen (Hauser et al., 2018; Borkowski et
al., 2014; Schwerk et al., 2012). Hierbei wurde der Inhibitor in der Konzentration von 120 uM

dem Filterkompartiment sowie dem Well zugegeben, um sowohl die apikale als auch die
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basolaterale Seite der Zellen zu erreichen. Die Parameter zur Uberpriifung der
Barrierefunktion sowie potentieller toxischer Effekte des Inhibitors, die wahrend der Versuche
ermittelt wurden, beinhalteten den TEER, den FITC-Inulin-Fluss Uber die Barriere hinweg
sowie einen Life/Dead Assay zur Uberpriifung der Vitalitat der HIBCPP-Zellen am Ende der
Experimente. Es wurde eine Vorbehandlung der Zellen von 1 h, wie sie bei den
Infektionsexperimenten vor Zugabe der Erreger stattfindet, getestet, gefolgt von
verschiedenen Inkubationszeiten mit dem Inhibitor, welche die potentiellen Infektionszeiten mit
den verschiedenen Erregern abdecken. Die Kondition 1 h (+2 h) wiederum beschreibt die
Abnahme des Inhibitors nach einer Stunde Inkubation mit einer darauffolgenden

Inkubationszeit von 2 h in Abwesenheit des Inhibitors.

Wie in Abbildung 7B, C gezeigt ist, hat der Inhibitor Dynasore einen negativen Effekt auf die
Zellvitalitat ab einer Inkubationszeit von 4 h. Es ist jedoch noch keine erhéhte Anzahl an toten
Zellen (rot) in Abbildung 7A nach Behandlung mit Dynasore zu beobachten. Der FITC-Inulin-
Fluss ist jedoch schon nach einer Behandlung von 3 h (1 h +2 h) im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen erhoht. Auch der TEER fallt nach der Behandlung mit dem Inhibitor
Uber den Verlauf des Experiments deutlich ab. In der Kondition (1 h (+2 h)), konnte kein
negativer Einfluss des Inhibitors auf die HIBCPP-Zellen ermittelt werden. Allerdings wurde bei
weiteren Tests (Daten hier nicht gezeigt) ein toxischer Effekt des Inhibitors auf das Wachstum
der Bakterien beobachtet. Daher wurden Infektionen der HIBCPP-Zellen fir maximal 2 h nach
einstuindiger Vorinkubation und der darauffolgenden Abnahme des Inhibitors durchgefuhrt. Fur
die Infektionsexperimente mit den verschiedenen Erregern wurde eine erhohte MOI von 100
gewahlt, um auch nach 90 min bzw. 2 h Infektion Invasionsraten zu erreichen, die eine

Quantifizierung der intrazellularen Erreger ermoglichen.
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Abbildung 7: Einfluss von Dynasore auf die Zellvitalitidt. HIBCPP-Zellen wurden eine Stunde mit dem Inhibitor
Dynasore vorbehandelt und daraufhin in einem Zeitverlauf Gber 2 h, 4 h und 6 h mit dem Inhibitor bei einer
Konzentration von 120 yM behandelt. Die Kondition 1 h (+2 h) zeigt Zellen, die 1 h mit dem Inhibitor behandelt
wurden und nach dessen Abnahme noch 2 h bei 37°C inkubiert wurden. Die Kontrollen (Kon) blieben unbehandelt.
Reprasentative Aufnahmen eines Live/Dead-Experiments (A) sowie der FITC-Inulin-Fluss (B) und die TEER-
Messungen (C) sind dargestellt.
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4.1.2 Die Rolle der Dynamin-vermittelten Endozytose wahrend der Infektion
von HIBCPP-Zellen durch N. meningitidis Stamme der Serogruppe B
ist Kapsel abhangig

N. meningitidis, ein humanspezifisches Pathogen, gelangt Gber den Blutkreislauf zu den
GefalRen des PC. Dort muss der Erreger die Plexusepithelzellen Uberwinden, welche die BLS
darstellen. Eine polare Invasion der Neisserien wurde bereits fur die HIBCPP-Zellen gezeigt,
wobei die Kapselmutanten der Serogruppen B- und C-Stdmme (MC58siaD” und
WUE2120siaD") eine hdhere Infektionsrate von HIBCPP-Zellen aufwiesen, als die Wildtyp
Stamme (Borkowski et al., 2014; Schwerk et al., 2012). Die Rolle von Dynamin bei Infektion

von Epithelzellen durch N. meningitidis wurde noch nicht untersucht.

Die folgenden Infektionsversuche wurden flir 90 min bei einer MOl von 100 durchgefihrt
(vgl. 4.1.1), um eine adaquate Quantifizierung der invadierten Erreger zu ermoglichen. Auf
Grund der zuvor beschriebenen toxischen Eigenschaften des Inhibitors auf die HIBCPP-
Zellen, wurden diese zunachst fir eine Stunde mit dem Inhibitor bei einer Konzentration von
120 uM inkubiert. Vor Infektion der Zellen mit den Erregern wurde der Inhibitor wieder
abgenommen. Um die Barrierefunktion der Zellen zu Gberprifen, wurde der TEER zu Beginn
und Ende des Experiments bestimmt. Zusatzlich wurde der Inulin-Fluss Uber die Barriere
hinweg nach Ende des Experiments ermittelt. Anschliefiend an die Infektion wurden die Zellen

einer DIF unterzogen, um die Anzahl der intra- und extrazellularen Bakterien zu ermitteln.

Abbildung 8A zeigt die Infektionsrate des NmB Wildtyps MC58 sowie dessen Kapselmutante
MC58siaD in der UK der HIBCPP-Zellen in An- und Abwesenheit des Inhibitors Dynasore. Der
Wildtyp Stamm der NmB zeigt keine signifikante Inhibition der Invasion nach Behandlung der
Zellen mit dem Inhibitor. Die Kapselmutante weist hingegen eine signifikante Reduktion der
intrazellularen Bakterien auf. Wie in Abbildung 8B und C dargestellt, blieben der TEER und
der FITC-Inulin-Fluss stabil, was darauf hinweist, dass die Barrierefunktion der HIBCPP-Zellen
durch Zugabe des Inhibitors sowie die Infektion mit den Bakterien nicht negativ beeinflusst

wird.
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Abbildung 8: Dynamin ist nicht maBgeblich an der Aufnahme des N. meningitidis Wildtyp Stamms der
Serogruppen B in HIBCPP-Zellen beteiligt, jedoch an der Aufnahme der Kapselmutante. Zur Blockierung von
Dynamin wurden, in der UK kultivierte, HIBCPP-Zellen fiir 1 h mit dem Inhibitor Dynasore bei einer Konzentration
von 120 uM behandelt. Unbehandelte Zellen wurden als Kontrolle herangezogen. Nachdem der Inhibitor
abgenommen wurde, erfolgte eine 90 min Infektion mit den N. meningitidis Stdmmen bei einer MOI 100. Die
Quantifizierung der Infektionsrate erfolgte mit Hilfe der Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie (A). Des Weiteren
wurde die Barrierefunktion der Zellen anhand des FITC-Inulin-Flusses (B) und des TEER (C) bestimmt. *** extrem
signifikant, p < 0,001; Vergleich der mit Dynasore vorbehandelten Zellen mit den Kontrollzellen.
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4.1.3 Die Rolle der Dynamin-vermittelten Endozytose wahrend der
Infektion von HIBCPP-Zellen durch N. meningitidis Stamme der

Serogruppe C ist Kapsel abhangig

Die Infektionsversuche zur Ermittlung des Einflusses der Dynamin-vermittelten Endozytose
auf den Wildtyp sowie die Kapselmutante der NmC wurden auf die gleiche Weise durchgeflhrt

wie fur die Erreger der Serogruppe B beschrieben (siehe 4.1.2).

Abbildung 9A zeigt, dass der Einsatz des Dynamin Inhibitors Dynasore keinen signifikanten
Einfluss auf die Infektion des NmC Wildtyps WUE2120 aufweist. Die Kapselmutante hingegen
demonstriert, nach Inhibition der Dynamin-vermittelten Endozytose, eine signifikant verringerte
Infektionsrate in HIBCPP-Zellen. Auch die Auswirkungen der Behandlung mit dem Inhibitor
und der Infektion der HIBCPP-Zellen mit dem Erreger auf die Barrierefunktion der Zellen
wurden ermittelt und sind in Abbildung 9B und C dargestellt. Dabei blieben TEER und der

FITC-Inulin-Fluss Uber das Experiment hinweg stabil.
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Abbildung 9: Dynamin ist nicht maRgeblich an der Aufnahme des N. meningitidis Wildtyp Stamms der
Serogruppen C in HIBCPP-Zellen beteiligt, jedoch an der Aufnahme der Kapselmutante. Zur Blockierung
von Dynamin wurden, in der UK kultivierte, HIBCPP-Zellen fir 1 h mit dem Inhibitor Dynasore bei einer
Konzentration von 120 uM behandelt. Unbehandelte Zellen wurden als Kontrolle herangezogen. Nachdem der
Inhibitor abgenommen wurde, erfolgte eine 90 min Infektion mit den N. meningitidis Stammen bei einer MOI von
100. Die Quantifizierung der Infektionsrate erfolgte mit Hilfe der Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie (A). Des
Weiteren wurde die Barrierefunktion der Zellen anhand des FITC-Inulin-Flusses (B) und des TEERs (C)
bestimmt. ** hoch signifikant, p < 0,01; Vergleich der mit Dynasore vorbehandelten Zellen mit den Kontrollzellen.
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4.1.4 Inhibition der Dynamin-vermittelten Endozytose hat keinen Effekt auf
die Invasion von H. influenzae unabhdngig von der An- und

Abwesenheit der Virulenzfaktoren Kapsel und Fimbrien.

Um einen Vergleich des Einflusses der Inhibition von Dynamin wahrend der Endozytose Gram-
positiver und Gram-negativer pathogener Erreger zu ermoglichen, wurde mit H. influenzae ein
weiterer Gram-negativer Erreger untersucht. Dabei wurde die Infektionsrate von H. influenzae
Stammen in An- und Abwesenheit der Virulenzfaktoren Kapsel und Fimbrien unter dem
Einfluss des Inhibitors der Dynamin-vermittelten Endozytose bestimmt. Die Infektionsraten
dieser H. influenzae Stamme in HIBCPP-Zellen sowie der dabei wirkende Einfluss der Kapsel
und Fimbrien, wurden schon beschrieben (Hauser et al., 2018). Die beobachteten hoheren
Infektionsraten der stabilen Varianten des Erregers, welche die Kapsel (b-) oder Fimbrien nicht
exprimieren (F-), konnten reproduziert werden (Abbildung 10). In dieser Arbeit erfolgte nun
eine Vorbehandlung der HIBCPP-Zellen in der UK mit dem Inhibitor Dynasore flir 1 h bei einer
Konzentration von 120 uM. Die Infektion mit den H. influenzae Stammen wurde, nach
Abnahme des Inhibitors, bei einer MOl 100 fir 2 h durchgeflhrt und mit Hilfe der DIF

quantifiziert.

Wie in Abbildung 10A dargestellt ist, konnte keine signifikante Verringerung der Infektionsrate
auf Grund der Inhibition der Dynamin-vermittelten Endozytose beobachtet werden. Zudem
fuhrte weder die Deletion der Kapsel oder der Fimbrien, noch die Kombination der Deletion
beider Virulenzfaktoren, zu einer Verringerung der Infektionsrate nach Inhibition der Dynamin-
vermittelten Endozytose im Vergleich zu der unbehandelten, infizierten Kontrolle. Wie bei den
vorhergehenden Experimenten beschrieben, wurden auch hier der TEER und FITC-Inulin-
Fluss ermittelt, um die Barrierefunktion zu Gberprifen. In Abbildung 10B und C ist zu erkennen,

dass die Barrierefunktion Uber die Experimente hinweg stabil blieb.
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Abbildung 10: Dynamin ist nicht maRgeblich an der Aufnahme des H. influenzae Typ B Wildtyp Stamms
sowie dessen Deletionsmutanten der Kapsel und Fimbrien in HIBCPP-Zellen beteiligt. Um Dynamin zu
blockieren, wurden, in der UK kultivierte, HIBCPP-Zellen fir 1 h mit dem Inhibitor Dynasore bei einer Konzentration
120 uM behandelt. Unbehandelte Zellen wurden als Kontrolle herangezogen. Nachdem der Inhibitor abgenommen
wurde erfolgte eine 2 h Infektion mit den H. influenzae Stdmmen bei einer MOI von 100. Die Quantifizierung der

Infektionsrate erfolgte mit Hilfe der Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie (A).
Barrierefunktion der Zellen anhand des FITC-Inulin-Flusses (B) und des TEERs (C) bestimmt.

Des Weiteren wurde die
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4.1.5 Die Infektion der HIBCPP-Zellen durch den Erreger S. suis und dessen

Kapselmutante wird in hohem MaRe durch Dynamin vermittelt.

Um auch den Einfluss der Inhibition der Dynamin vermittelten Endozytose bei der Invasion des
Gram-positiven Erregers S. suis zu ermitteln, wurden Infektionsexperimente in der UK der
HIBCPP-Zellen in An- und Abwesenheit des Inhibitors Dynasore mit dem Wildtyp-Stamm des
Erregers und dessen Kapselmutante durchgefuihrt. Infektion der HIBCPP-Zellen durch S. suis
von der physiologisch relevanten basolateralen Seite der HIBCPP-Zellen aus wurden zuvor
beschrieben (Schwerk et al., 2012). Die hdheren Infektionsraten der Kapselmutante H5 im
Vergleich zu dem Wildtyp Stamm H4 bei Infektion der basolateralen Seite der HIBCPP-Zellen
konnten in dieser Arbeit reproduziert werden (Abbildung 11). Wie auch bei der in 4.1.2
beschriebenen Infektion mit H. influenzae, wurden die Zellen mit dem Inhibitor fir eine Stunde
vorbehandelt, bevor dieser abgenommen wurde und die Zellen flr 2 h mit den Bakterien bei

einer MOI 100 infiziert wurden.

Wie in Abbildung 11A dargestellt, vermindert die Inhibition der Dynamin-vermittelten
Endozytose signifikant die Anzahl der intrazellularen Bakterien. Dies ist sowohl wahrend der
Infektion der HIBCPP-Zellen mit dem S. suis Wildtyp als auch dessen Kapselmutante zu
beobachten. Auch die Barrierefunktion wurde, wie zuvor beschrieben, mittels Messung des
FITC-Inulin-Flusses sowie des TEER uberprift, und blieb, wie in Abbildung 11B und C

dargestellt, Uber den Verlauf des Experiments hinweg konstant.
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Abbildung 11: Dynamin ist maRBgeblich an der Aufnahme des S. suis Wildtyp Stamms sowie dessen
Kapselmutante in HIBCPP-Zellen beteiligt. Um Dynamin zu blockieren, wurden, in der UK kultivierte, HIBCPP-
Zellen fir 1 h mit dem Inhibitor Dynasore bei einer Endkonzentration 120 uM behandelt. Unbehandelte Zellen
wurden als Kontrolle herangezogen. Nachdem der Inhibitor abgenommen wurde, erfolgte eine 2 h Infektion mit den
beiden S. suis Stammen bei einer MOI von 100. Die Quantifizierung der Infektionsrate erfolgte mit Hilfe der
Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie (A). Des Weiteren wurde die Barrierefunktion der Zellen anhand des FITC-
Inulin-Flusses (B) und des TEERs (C) bestimmt. *** extrem signifikant, p < 0,001, ** hoch signifikant, p < 0,01;
Vergleich der mit Dynasore vorbehandelten Zellen mit den Kontrollzellen.

In Tabelle 9 ist der Einfluss der Dynamin-vermittelten Endozytose auf die Infektion der

verschiedenen Gram-positiven und Gram-negativen Erreger zusammengefasst.
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Tabelle 9: Zusammenfassung des Effekts der Inhibition der GTPase Dynamin auf die Infektionsraten der

Erreger in HIBCPP-Zellen.

Gram-negativ

Gram-positiv

NmB

NmC

H. influenzae

S. suis

Wildtyp

Keine
Verringerung der

Keine
Verringerung der

Keine
Verringerung der

Verringerung der
Infektionsrate nach

Infektionsrate nach

Infektionsrate nach

Verringerung der

Infektionsrate in Infektionsrate in Infektionsrate in Inhibition der
HIBCPP-Zellen HIBCPP-Zellen HIBCPP-Zellen Dynamin-
nach Inhibition der nach Inhibition der nach Inhibition der vermittelten
Dynamin Dynamin Dynamin Endozytose
vermittelten vermittelten vermittelten
Endozytose Endozytose Endozytose

Kapselmutante Verringerung der Verringerung der Keine Verringerung der

Infektionsrate nach

Infektionsrate in
HIBCPP-Zellen
nach Inhibition der
Dynamin
vermittelten
Endozytose

Inhibition der Inhibition der Infektionsrate in Inhibition der
Dynamin- Dynamin- HIBCPP-Zellen Dynamin-
vermittelten vermittelten nach Inhibition der vermittelten
Endozytose Endozytose Dynamin Endozytose
vermittelten
Endozytose
Deletion der n. d. n. d. Keine n. d.
Fimbrien Verringerung der
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4.2 Einfluss der MAPK Signalwege Erk1/2 und p38 auf die Invasion

verschiedener bakterieller Erreger

Die CVE reguliert die Aufnahme von Zelloberflachenrezeptoren, reguliert deren Expression
und nimmt somit Einfluss auf die downstream Signalkaskaden dieser Rezeptoren. Zu den
zentralen Signalkaskaden, die durch Endozytosemechanismen reguliert werden koénnen,
zahlen die MAPK (Xiao et al., 2018). Bakterielle Erreger nutzen zudem auch Effektorproteine,
um direkt die Signalwege der Wirtszellen, unter anderem auch die MAPK, wahrend einer
Infektion zu manipulieren (Krachler et al., 2011). Diese beeinflussen Schllisselprozesse der
Zellen wie das Zellwachstum, die Differenzierung, die Motilitdt sowie das Uberleben der Zellen,
aber auch den Prozess der Apoptose (Kim et al., 2010). Aus diesem Grund wurde der Einfluss
der MAPK auf die Infektion durch Gram-positive und Gram-negative Erreger in An- und

Abwesenheit der bakteriellen Kapsel untersucht.

4.2.1 Aktivierung der MAPK Erk1/2 und p38 nach basolateraler Infektion der
HIBCPP-Zellen mit N. meningitidis Serogruppe B- und C-Stammen

Die Infektion der HIBCPP-Zellen durch den Erreger L. monocytogenes wurde mit einer
Aktivierung der MAPK Erk1/2 und p38 korreliert. Diese Aktivierung der MAPK fand primar bei
Infektion der basolateralen Seite der HIBCPP-Zellen statt (Dinner et al., 2017). Der Effekt von
N. meningitidis auf die MAPK Signalwege in HIBCPP-Zellen wurde noch nicht im Detalil
entschlisselt. Bei Infektion von HBMEC mit N. meningitidis in einem in vitro Modell der BHS

wurde eine Aktivierung der JNK und p38 Signalkaskaden beobachtet (Sokolova et al., 2004).

Um den Einfluss der verschiedenen Neisserien Stdmme der Serogruppen B und C und des
Virulenzfaktors Kapsel auf die HIBCPP-Zellen an der physiologisch relevanten basolateralen
Seite zu ermitteln, wurden die Zellen in der UK fir 4 h mit den Erregern bei einer MOI 100
infiziert. Die Aktivierung von Erk1/2 und p38 wurde mittels Immunoblot festgestellt. Abbildung
12 zeigt ein reprasentatives Experiment aus dieser Versuchsreihe. PMA und Anisomycin
wurden als Positivkontrollen eingesetzt. Wie in Abbildung 12A dargestellt, aktivieren die NmB
und NmC Stamme die MAPK Erk1/2 nur geringfiigig. Zudem ist zu erkennen, dass auch in der
unbehandelten Kontrolle phosphoryliertes Erk1/2 vorhanden ist. Im Gegensatz hierzu kann in
unbehandelten HIBCPP-Zellen fast kein phosphoryliertes p38 detektiert werden (Abbildung
12B). Sowohl nach Infektion mit den NmB als auch den NmC Stammen ist eine Aktivierung
der MAPK p38 zu beobachten, wobei der Effekt nach der Infektion mit den NmB Stammen
starker ist (Abbildung 12B). Die Barrierefunktion der Zellen blieb Uber den Verlauf der
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Experimente hinweg intakt und wurde mittels TEER und FITC-Inulin-Fluss Messung Uberprift

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 12: N. meningitidis Stamme der Serogruppen B und C sowie deren Kapselmutanten aktivieren
die MAPK p38 bei Infektion der basolateralen Seite der HIBCPP-Zellen, wahrend die MAPK Erk1/2 nur
schwach aktiviert wird. Die Aktivierung der MAPK Erk1/2 (A) und p38 (B) wurde mit Hilfe von Western Blots
detektiert. HIBCPP-Zellen wurden fir vier Stunden mit NmB und NmC Wildtyp und Kapselmutanten im UK-Modell
von der basolateralen Seite mit einer MOI 100 infiziert. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen (Kon), als
Positivkontrollen fir die Aktivierung des Erk1/2- bzw. p38-Signalwegs fungierten die mit PMA bzw. Anisomycin
(Aniso) behandelten Zellen.

4.2.2 Inhibition der MAPK Signalwege Erk1/2 und p38 durch Anwendung

spezifischer Inhibitoren

Fir die folgenden Versuche wurden die HIBCPP-Zellen mit dem selektiven Mek1/2 Inhibitor
U0126 sowie dem p38 Inhibitor SB203580 inkubiert. Die Wirkung dieser Inhibitoren wurde fur
HIBCPP-Zellen bei einer Konzentration von 50 uM nachgewiesen (Dinner et al., 2017). Beide
Inhibitoren wurden allerdings in der vorliegenden Dissertation bei Infektionsexperimenten mit
N. meningitidis und S. suis in einer Konzentration von 25 uM eingesetzt. Grund hierfur war
eine Unvertraglichkeit der Inhibitoren bei einer Konzentration von 50 pM fir die

Kapselmutanten der N. meningitidis Stamme sowie der S. suis Stamme.

Die Wirkung der Inhibitoren bei einer Konzentration von 25 yM wurde exemplarisch unter
Bedingungen untersucht, bei denen HIBCPP-Zellen mit dem NmB Stamm MC58siaD- infiziert
worden waren, da dieser eine starke Aktivierung der MAPK bewirkte (vgl. Abbildung 12). Fur
die Experimente wurden die HIBCPP-Zellen in der UK kultiviert. Anschliefend wurde die
Wirkung der Inhibitoren auf infizierte und nicht-infizierte Zellen analysiert. Als Positivkontrollen

fur die Aktivierung von Erk1/2 und p38 wurden PMA und Anisomycin eingesetzt.

Abbildung 13 zeigt, dass der Erk1/2 Inhibitor U0126 die Phosphorylierung, und damit die
Aktivierung, von Erk1/2 in infizierten und nicht-infizierten Zellen verhindert. Ebenso wurde die
Aktivierung von p38 durch SB203580 unterbunden, was an der Inhibition der Phosphorylierung
des p38 Substrats MAPKAPK2 verdeutlicht wird.
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Abbildung 13: Inhibition der Erk1/2 und p38 Signalwege durch Anwendung spezifischer Inhibitoren. In UK
kultivierte HIBCPP-Zellen wurden fir 4 h mit dem N. meningitidis Stamm MC58siaD- (Nm) infiziert. Unbehandelte
Zellen wurden als Kontrolle (Kon) herangezogen. Die Aktivierung von Erk1/2 wurde durch Zugabe von 25 yM U0126
(U) inhibiert und mit Hilfe eines Immunoblots nachgewiesen (A). Dabei dienten die mit PMA behandelten Zellen als
Positivkontrolle des Erk1/2-Signalweges. Die Phosphorylierung von p38 wurde durch den Inhibitor SB203580 (SB)
bei einer Konzentration von 25 uM unterbunden. Die Funktionalitat des Inhibitors wurde anhand eines Immunoblots
des p38 Zielproteins MAPKAPK-2 untersucht (B). Die Behandlung mit Anisomycin (Aniso) stellt eine Positivkontrolle
fur die Aktivierung des p38-Signalwegs dar.

4.2.3 Fir die Infektion der HIBCPP-Zellen durch den N. meningitidis B
Wildtyp sind die MAPK Erk1/2 und p38 notwendig, nicht jedoch fur die

Kapselmutante

Im Folgenden wurden die Auswirkungen der Inhibition des Erk1/2 und p38 Signalwegs auf die
Infektion der HIBCPP-Zellen durch N. meningitidis in Infektionsexperimenten getestet. Zu
diesem Zweck wurden die HIBCPP-Zellen eine Stunde mit den Inhibitoren inkubiert und
anschlieend flr 4 h mit dem N. meningitidis Wildtyp (MC58) und dessen Kapselmutante
(MC58siaD") Infiziert. Die Infektion fand in der UK von der basolateralen Seite der Zellen aus
statt. Eingesetzt wurde eine MOI 10, die von Borkowski et al. fiir eine Infektionsdauer von 4 h
etabliert wurde (Borkowski et al., 2014). Im Anschluss an die Infektion wurde eine DIF
durchgefiihrt, um die Zahl der intra- und extrazellularen Bakterien zu ermitteln. Die
Barrierefunktion wurde zu Beginn und Ende der Infektion mittels der Bestimmung des TEER

und nach Ablauf der vier Stunden durch die Messung des Inulin-Flusses Uberpruft.
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Die Blockierung der Aktivierung der MAPK Erk1/2 sowie p38 fuhrte im Fall des Wildtyp Stamms
MC58 zu einer signifikanten Reduktion der intrazellularen Bakterien (Abbildung 14A). Die
Inhibition der MAPK p38 durch den Inhibitor SB203580 resultierte in einer starker reduzierten
Infektionsrate als die Inhibition der MAPK Erk1/2 durch den Inhibitor U0126. Eine Kombination
beider Inhibitoren konnte keinen signifikanten additiven Effekt auf die Anzahl intrazellularer
Bakterien aufweisen. Die Infektionsrate der Kapselmutante hingegen wurde weder durch die
Inhibition von Erk1/2 noch von p38 signifikant reduziert. Die Blockierung des Erk1/2
Signalwegs hatte stattdessen einen signifikanten positiven Effekt auf die Infektionsrate,
wahrend die Zahl der intrazellularen Bakterien bei Blockierung von p38 leicht verringert wurde,
sich jedoch nicht signifikant von der Kontrolle unterschied. Bei Zugabe beider Inhibitoren
wurde eine Infektionsrate beobachtet, welche sich nicht signifikant von der Infektionsrate in
unbehandelten HIBCPP-Zellen unterschied.

Um die Barrierefunktion zu Uberwachen, wurden TEER und FITC-Inulin-Fluss (Abbildung

14B, C) gemessen, die uber den Zeitraum der Experimente stabil blieben.
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Abbildung 14: Die MAPK Erk1/2 und p38 werden fiir die Infektion der HIBCPP-Zellen durch den NmB Wildtyp
Stamm benétigt, wiahrend die Inhibition des Erk1/2 Signalwegs zu einer erhoéhten Infektion durch die
Kapselmutante fiihrt, p38 jedoch keinen Einfluss auf die Infektion der Kapselmutante zeigt. HIBCPP-Zellen
wurden eine Stunde lang mit den Inhibitoren U0126, SB203580 oder beiden Inhibitoren (U+SB) in einer
Konzentration von 25 yM inkubiert. Unbehandelte Zellen fungierten als Kontrolle. Die HIBCPP-Zellen wurden fir 4
h bei einer MOI 10 in der UK infiziert. Durch Immunfluoreszenzfarbung konnten die intrazellularen Bakterien
quantifiziert werden (A). Die Integritat der Barrierefunktion wurde im Verlauf des Experiments durch Messung der
Permeabilitat fir FITC-Inulin (B) sowie der TEER-Werte (C) bestimmt. *** extrem signifikant, p < 0,001; ** hoch
signifikant, p < 0,01; * signifikant, p < 0,05; bei Vergleich der Infektionsrate von behandelten Zellen mit der
Infektionsrate der Kontrollzellen.
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4.2.4 Die MAPK Erk1/2 und p38 sind notwendig fiir eine effektive Infektion
der HIBCPP-Zellen durch den N. meningitidis C Wildtyp, wahrend bei
Deletion der Kapsel nur der p38 MAPK Signalweg notwendig ist

Fur die Infektionsexperimente mit den NmC Erregern wurden, wie in 4.2.3 beschrieben, die
Inhibitoren der MAPK Erk1/2 und p38 in einer Konzentration von 25 uyM eingesetzt. Nach der
einstindigen Vorinkubation der HIBCPP-Zellen in der UK wurden diese von der basolateralen
Seite fir 4 h und einer MOI 10 mit dem Wildtyp (WUE2120) und dessen Kapselmutante
(WUE2120siaD") infiziert. Die Zahl der intrazellularen Erreger wurde im Anschluss an die
Infektion durch eine DIF-Farbung ermittelt. Die Barrierefunktion der HIBCPP-Zellen wurde zu
Beginn und Ende der Infektion mittels der Bestimmung des TEER sowie der Messung des

Inulin-Flusses Uberpruft.

In Fall des Wildtyp Stamms (WUE2120) flihrte die Blockierung der MAPK Erk1/2 zu einer
signifikanten Inhibition der Infektionsrate. Die Blockierung der MAPK p38 resultierte ebenfalls
in einer Verringerung der intrazellularen Bakterien (Abbildung 15A). Die Kombination beider
Inhibitoren flihrte zu einem Effekt, welcher dem entsprach, der bei der alleinigen Zugabe des
p38 Inhibitors erreicht wurde. Ein additiver Effekt konnte hier nicht beobachtet werden. Die
Kapselmutante (WUE2120siaD") hingegen wies keine Inhibition der Infektion von NmC in
HIBCPP-Zellen nach Behandlung mit dem Erk1/2 Inhibitor auf. Ahnlich wie bei der NmB
Kapselmutante, war hier ein Anstieg der Anzahl intrazellularer Bakterien zu beobachten, der
allerdings nicht signifikant war. Inhibition der MAPK p38 fuhrte hingegen zu einer signifikanten
Inhibition der Infektion. Die Kombination beider Inhibitoren resultierte in einer geringen, jedoch
nicht signifikanten, Verminderung der intrazelluldren Bakterien gegenuber der Infektionsrate
in unbehandelten HIBCPP-Zellen.

Die Barrierefunktion der HIBCPP-Zellen wurde durch Messung von TEER und des FITC-Inulin
Flusses Uberpruft. Beide Indikatoren wiesen auf eine stabile Barrierefunktion hin (Abbildung
15B, C).
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Abbildung 15: Die MAPK p38 wird fiir die Infektion der HIBCPP-Zellen durch den NmC Wildtyp Stamm und
dessen Kapselmutante benétigt, wahrend Erk1/2 nur Einfluss auf die Infektion durch den NmC Wildtyp
Stamm aufweist. HIBCPP-Zellen wurden fiir eine Stunde mit den Inhibitoren U0126, SB203580 oder einer
Kombination beider Inhibitoren (U+SB) in einer Konzentration von 25 yM inkubiert. Unbehandelte Zellen fungierten
als Kontrolle. Die HIBCPP-Zellen wurden fir 4 h bei einer MOI 10 in der UK infiziert. Mit Hilfe der DIF konnten die
intrazellularen Bakterien quantifiziert werden (A). Die Integritdt der Barrierefunktion wurde im Verlauf des
Experiments durch Messung der Permeabilitat fiir FITC-Inulin (B) sowie der TEER-Werte (C) bestimmt. ***extrem
signifikant, p < 0,001, * signifikant, p < 0,05; bei Vergleich der Infektionsrate von behandelten Zellen mit der
Infektionsrate der Kontrollzellen.
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4.2.5 Erk1/2 und p38 sind relevant fiir eine effiziente Infektion von HIBCPP-

Zellen durch H. influenzae

Um den Einfluss der MAPK Signalwege auf die Infektionsrate von H. influenzae in HIBCPP-
Zellen zu untersuchen, wurden diese zunachst flr eine Stunde mit den MAPK Inhibitoren
U0126 und SB203580 in einer Endkonzentration von jeweils 50 yM inkubiert. Daraufhin
wurden die Zellen in der UK von der basolateralen Seite fur 6 h infiziert. Die Anzahl der
intrazelluldren Bakterien wurde mittels DIF quantifiziert. Um zusatzlich den Einfluss der
Virulenzfaktoren Kapsel und Fimbrien zu ermitteln, wurden stabile Varianten des Wildtyps
(F+b+) eingesetzt. Diese exprimierten entweder keine Kapsel (F+b-), keine Fimbrien (F-b+)
oder keine Kapsel und keine Fimbrien (F-b-). Die Unterschiede in den Infektionsraten dieser
Varianten und des Wildtyps in HIBCPP-Zellen wurden bereits beschrieben (Hauser et al.,
2018). Die Barrierefunktion wurde mittels der Messung des TEER und des FITC-Inulinflusses

ermittelt.

Sowohl die Blockierung des Erk1/2 als auch des p38 Signalwegs flihrte zu einer sehr starken,
signifikanten Verringerung der Anzahl intrazellularer Bakterien in den HIBCPP-Zellen,
unabhangig von der An- und Abwesenheit der bakteriellen Kapsel und der Fimbrien (Abbildung
16A, C). Die Kombination beider Inhibitoren hatte den starksten negativen Effekt auf die
Infektionsraten bei allen H. influenzae Stammen. Sowohl der Wildtyp Stamm (F+b+) als auch
die Variante ohne Fimbrien (F-b+) wiesen eine fast vollstandige Unterbindung der Infektion
nach Inhibition der beiden Signalwege auf. Des Weiteren wurde bei Abwesenheit der Kapsel,
nicht jedoch der Fimbrien (F+b-), ein vergleichsweise geringerer Effekt durch die Inhibition der
Signalwege auf die Anzahl der intrazelluldren Bakterien festgestellt, als bei den bekapselten
Stammen beobachtet wurde. Die Zahl der intrazelluldren Bakterien war auch hier signifikant
verringert, jedoch war der Effekt nicht so ausgepragt, wie es bei den beiden bekapselten
Stammen der Fall war. Bei der Variante ohne Kapsel und Fimbrien (F-b-) ist der Effekt der
Blockierung der Signalwege, im Vergleich zu den anderen Stammen, am geringsten, jedoch
noch immer hoch signifikant. Zudem ist bei dieser Variante der Effekt der Blockierung des
Erk1/2 Signalwegs auf die Infektionsrate geringer als der Effekt der Blockierung des p38

Signalwegs, und die Inhibition beider Signalwege gleichzeitig weist einen additiven Effekt auf.

Auch bei diesen Experimenten wurden TEER und Inulin-Fluss gemessen, um die
Barrierefunktion der HIBCPP-Zellen uberprifen zu konnen. Diese blieben wahrend der
Experimente konstant (Abbildung 16B, D)
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Abbildung 16: Die MAPK Erk1/2 und p38 werden fiir die Infektion der HIBCPP-Zellen durch H. influenzae in
An- und Abwesenheit der Kapsel und Fimbrien benétigt HIBCPP-Zellen wurden fur eine Stunde mit den
Inhibitoren U0126, SB203580 oder einer Kombination beider Inhibitoren (U+SB) in einer Konzentration von jeweils
50 uM inkubiert. Unbehandelte Zellen fungierten als Kontrolle (Kon). Die HIBCPP-Zellen wurden flr 6 h bei einer
MOI 10 in der UK infiziert. Mit Hilfe der DIF konnten die intrazellularen Bakterien quantifiziert werden (A, C). Die
Integritat der Barrierefunktion wurde im Verlauf des Experiments durch Messung der TEER-Werte und der
Permeabilitat fur FITC-Inulin (B, D) bestimmt. ***extrem signifikant, p < 0,001; bei Vergleich der Infektionsrate von
behandelten Zellen mit der Infektionsrate der Kontrollzellen.
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4.2.6 Fur die erfolgreiche Infektion der HIBCPP-Zellen durch S. suis und
dessen Kapselmutante sind die MAPK Erk1/2 und p38 notwendig.

Um den Einfluss der MAPK Erk1/2 und p38 auf die Infektionsrate des Erregers S. suis in
HIBCPP-Zellen zu ermitteln, wurden die Zellen mit den Inhibitoren U0126 und SB203580
behandelt (vgl. 4.2.3). Die HIBCPP-Zellen wurden mit den beiden Inhibitoren (25 uM) fir eine
Stunde inkubiert, bevor sie in der UK bei einer MOI 10 fir 4 h infiziert wurden. TEER und Inulin-
Fluss wurden wie flr die anderen Erreger beschrieben (4.2.3) gemessen, um die

Barrierefunktion der Zellen Uber das Experiment hinweg zu kontrollieren.

Sowohl der Wildtyp als auch die Kapselmutante von S. suis wiesen eine signifikant reduzierte
Anzahl an intrazellularen Bakterien nach Inhibition der beiden MAPK Signalwege auf
(Abbildung 17A), wobei die Inhibition der beiden Signalwege eine fast identische Reduktion
der Invasionsraten bewirkte. Ein additiver Effekt der Inhibition beider Signalwege konnte weder
fur den Wildtyp Stamm noch fir die Kapselmutante beobachtet werden. Die Barrierefunktion

blieb wahrend der Experimente konstant (Abbildung 17B, C).

Der Effekt der Inhibition der MAPK Erk1/2 und p38 auf die Infektionsraten der verschiedenen

Gram-positiven und Gram-negativen Erreger ist in Tabelle 10 zusammengefasst.
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Abbildung 17: Fiir die Infektion der HIBCPP-Zellen durch den Erreger S. suis und dessen Kapselmutante
werden die MAPK Erk1/2 und p38 benétigt. HIBCPP-Zellen wurden fir eine Stunde mit den MAPK Inhibitoren
U0126, SB203580 oder einer Kombination beider Inhibitoren (U+SB) in einer Konzentration von 25 yM inkubiert.
Unbehandelte Zellen fungierten als Kontrolle (Kon). Die HIBCPP-Zellen wurden fiir 4 h bei einer MOI 10 in der UK
infiziert. Mit Hilfe der DIF konnten die intrazellularen Bakterien quantifiziert werden (A). Die Integritat der
Barrierefunktion wurde im Verlauf des Experiments durch Messung der Permeabilitat fir FITC-Inulin (B) und der
TEER-Werte (C) bestimmt. *** extrem signifikant, p < 0,001; ** hoch signifikant, p < 0,01; bei Vergleich der
Infektionsrate von behandelten Zellen mit der Infektionsrate der Kontrollzellen.
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Tabelle 10: Zusammenfassung des Effekts der Inhibition der MAPK Erk1/2 und p38 auf die Infektionsraten

der Erreger in HIBCPP-Zellen.

Gram-negativ

Gram-positiv

NmB

NmC

H. influenzae

S. suis

Wildtyp

Verringerung der
Infektionsrate nach
Inhibition von
Erk1/2 und/ oder
p38

Verringerung der
Infektionsrate nach
Inhibition von
Erk1/2 und/ oder
p38

Verringerung der
Infektionsrate nach
Inhibition von
Erk1/2 und/ oder
p38

Verringerung der
Infektionsrate nach
Inhibition von
Erk1/2 und/ oder
p38

Kapselmutante

Keine
Verringerung der
Infektion der
HIBCPP-Zellen
nach Inhibition von
Erk1/2 und/ oder
p38

Keine
Verringerung der
Infektion der
HIBCPP-Zellen
nach Inhibition von
Erk1/2

Verringerung der
Infektionsrate nach
Inhibition von p38

Verringerung der
Infektionsrate nach
Inhibition von
Erk1/2 und/ oder
p38

Verringerung der
Infektionsrate nach
Inhibition von
Erk1/2 und/ oder
p38

Deletion der
Fimbrien

Verringerung der
Infektionsrate nach
Inhibition von
Erk1/2 und/ oder
p38
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4.3 Einfluss der MAPK auf die Expression von Zytokinen und
Chemokinen in HIBCPP-Zellen nach Infektion mit bakteriellen

Erregern

Da die Induktion und Regulation der Entzindungsantwort unter anderem von MAPK gesteuert
wird, kann die Aktivierung von MAPK nach Infektion von Wirtszellen die Expression von
Zytokinen und Chemokinen zur Folge haben. Insbesondere die Expression von il6 und IL8
wurde nach Infektion der BHS und BLS mit verschiedenen Erregern beschrieben (Dinner et
al., 2017; Kim et al., 2011; Sokolova et al., 2004). Eine Regulation der Expression dieser
Botenstoffe durch MAPK Signalwege wurde ebenfalls bereits beschrieben (Dinner et al., 2017;
Xing et al.,, 2010; Sokolova et al., 2004). Daher wurde im nachsten Schritt untersucht, in
welchem Male die MAPK Erk1/2 und p38 an der Expression von il6 und il8 in HIBCPP-Zellen
wahrend der Infektion mit verschiedenen Erregern beteiligt sind. Zu diesem Zweck wurden die
Inhibitoren U0126 und SB203580 oder eine Kombination der beiden Inhibitoren (U+SB)
eingesetzt, um die Aktivierung des Erk1/2 Signalwegs, des p38 Signalwegs oder beider

Signalwege zu unterbinden.

4.3.1 Effekt der Inhibition der MAPK auf die Expression von il6 und il8

Um den Einfluss der Inhibition der MAPK auf die Zellen durch die eingesetzten chemischen
Inhibitoren von dem Effekt der Infektion durch die Erreger unterscheiden zu kénnen, wurde
zuerst untersucht, inwiefern der Einsatz der Inhibitoren selbst die relative Expression von il6
und il8 beeinflusst. Zu diesem Zweck wurden die HIBCPP-Zellen im UK System kultiviert und
in An- und Abwesenheit der Inhibitoren U0126 und SB203580 oder einer Kombination beider
Inhibitoren inkubiert. Der Einfluss der Inhibitoren wurde fiir die Konzentration 25 yM und 50 uM
fur 7 h getestet (1 h Vorinkubation der Zellen+ 6 h Versuchsdurchfihrung), da sich die
eingesetzte Konzentration der Inhibitoren bei den Infektionen mit den verschiedenen Erregern

unterschied.

Abbildung 18 zeigt, dass die Inhibitoren U0126 und SB203580 selbst schon einen Einfluss auf
die Expression der fur die Analysen ausgewahlten Zielgene il6 und il8 haben. Bei den
folgenden Infektionsexperimenten mit den bakteriellen Erregern sollte der Einfluss der
Bakterien auf die Expression der Zielgene unter den verschiedenen Bedingungen isoliert
betrachtet werden. Dazu wurden unbehandelte HIBCPP-Zellen sowie solche, die mit einem
Inhibitor oder der Kombination beider Inhibitoren vorbehandelt worden waren, mit den

Bakterien infiziert.

86



Ergebnisse

Die im Anschluss an die Durchfiihrung der Experimente in der qRT-PCR gemessene relative
Expression der Zielgene wurde nach Normalisierung auf das Referenzgen GAPDH ermittelt.
In einem ersten Schritt wurde dann bestimmt, in welchem Male die Bakterien die Expression
von il6 und il8 nach den verschiedenen Vorbehandlungen (kein Inhibitor, einzelne Inhibitoren,
Kombination der Inhibitoren) regulieren kénnen. Dazu wurde der fold change der
Zielgenexpression nach Infektion der unterschiedlich vorbehandelten HIBCPP-Zellen bezogen
auf die entsprechende, nicht-infizierte und normalisierte Kontrolle (fold change = 1) ermittelt.
Die statistische Signifikanz der Anderung der Zielgenexpression nach Infektion unter den
verschiedenen Bedingungen im Vergleich zu den nicht-infizierten Proben wurde bestimmt, und
ist in den folgenden Abbildungen durch Rautensymbole (#) gekennzeichnet. Fold changes

zwischen 0,5 und 2 wurden als nicht signifikant betrachtet.

In einem zweiten Schritt wurde eine Varianzanlyse der ermittelten fold changes nach Infektion
unter den verschiedenen Bedingungen (kein Inhibitor, einzelne Inhibitoren, Kombination der
Inhibitoren) durchgeflhrt. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den fold changes sind

in den folgenden Abbildungen durch Sternchensymbole (*) gekennzeichnet.

Im Fall der N. meningitidis Stdmme sowie der S. suis Stamme wurde die Inhibitoren in einer
Konzentration von 25 pM eingesetzt, im Fall der H. influenzae Stamme wurde eine
Konzentration von 50 uyM angewandt. Bei jedem Infektionsversuch wurde die RNA der

behandelten Kontrollen zeitgleich mit der RNA der behandelten und infizierten Zellen isoliert.
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Abbildung 18: Einfluss der Inhibitoren U0126 und SB203580 auf die Expression von il6 und il8 in HIBCPP-
Zellen. Die HIBCPP-Zellen wurden im UK-System kultiviert und fiir 7 h nicht (Kon) oder mit den Inhibitoren U0126
und SB203580 oder beiden Inhibitoren behandelt. Die Inhibitoren wurden in den Endkonzentrationen 25 yM und
50 uM eingesetzt. Die Genaktivitdt von il6, il8 wurde durch gRT-PCR bestimmt wobei gapdh als Kontrollgen
fungierte. *** extrem signifikant, p < 0,01: * signifikant, p < 0,05; Vergleich der unbehandelten Kontrolle mit den
Zellen, die mit den angegebenen Inhibitoren behandelt wurden.
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4.3.2 Einfluss der MAPK auf die Expression von Zytokinen und Chemokinen

in HIBCPP-Zellen nach Infektion mit N. meningitidis

Die Aktivierung der MAPK wurde mit der Expression verschiedener Zytokine und Chemokine
nach Infektion mit N. meningitidis in Verbindung gebracht (Sokolova et al., 2004). Die Induktion
der Genexpression in HIBCPP-Zellen nach Infektion mit NmB wurde zuletzt fur einige Zytokine
und Chemokine nachgewiesen (Borkowski et al., 2014). Um den Einfluss der MAPK Erk1/2
und p38 auf die Expression von il6 und il8 wahrend der Infektion mit den NmB und NmC
Stdmmen in An- und Abwesenheit der Kapsel und der Inhibitoren U0126 und SB203580 zu
erforschen, wurden die HIBCPP-Zellen, nach einstiindiger Vorbehandlung mit den Inhibitoren,
in der UK flr 6 h infiziert.

4.3.2.1 Einfluss der MAPK auf die Expression von Zytokinen und Chemokinen
in HIBCPP-Zellen nach Infektion mit NmB

Der Einfluss der MAPK Inhibitionen auf die Expression von il6 und il8 in HIBCPP-Zellen ist in
Abbildung 19 dargestellt. Die Infektion der HIBCPP-Zellen mit Wildtyp und Kapselmutante der
NmB Stamme resultierte in einer signifikanten Induktion der Expression von il6 im Vergleich
zu den Kontrollen. Auch nach Behandlung mit den MAPK Inhibitoren konnte, eine signifikant
héhere Expression von il6 im Vergleich zu den Kontrollkonditionen festgestellt werden. Die
Behandlung der Zellen mit beiden Inhibitoren vor und wahrend der Infektion der Zellen
resultierte allerdings sowohl fir den Wildtyp als auch fir die Kapselmutante in einem signifikant

geringeren fold-change im Vergleich zu den infizierten, nicht vorbehandelten Zellen.

Des Weiteren wurde die Expression des Gens il8 nach Infektion der HIBCPP-Zellen in An- und
Abwesenheit der MAPK Inhibitoren betrachtet (Abbildung 19). Die Infektion der Zellen mit
beiden NmB Stdmmen resultierte in einer signifikanten Induktion der il8 Expression im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen unter allen untersuchten Bedingungen. Die relative
Expression von il8 nach Inhibition der beiden MAPK Signalwege wahrend der Infektion wies

keinen signifikanten Unterschied zu der Expression in unbehandelten, infizierten Zellen auf.
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Abbildung 19: Expression von il6 und il8 nach Infektion der HIBCPP-Zellen mit NmB Die HIBCPP-Zellen
wurden mit den angegebenen Inhibitoren (U0126, SB203580 oder beiden Inhibitoren: U+SB) fur 1 h vorbehandelt
und anschlielRend fiir 6 h mit den NmB Stammen MC58 oder MC58siaD- infiziert. Die Genaktivitat von il6, il8 wurde
durch gRT-PCR bestimmt, wobei gapdh als Kontrollgen fungierte. Die behandelten infizierten Proben wurden auf
die behandelten Kontrollen normalisiert; unbehandelte infizierte Proben auf die unbehandelte Kontrolle. *** extrem
signifikant, p < 0,001; ** hoch signifikant, p < 0,01; * signifikant, p < 0,05; Vergleich wie angezeigt; Infizierte Zellen
mit vorbehandelten infizierten Zellen. ### extrem signifikant, p < 0,001; ## hoch signifikant, p < 0,01; # signifikant,
p < 0,05 Vergleich der behandelten/infizierten Proben zu der korrespondierenden Kontrolle (fold-change=1).

4.3.2.2 Einfluss der MAPK auf die Expression von Zytokinen und Chemokinen
in HIBCPP-Zellen nach Infektion mit NmC

Auch fur die N. meningitidis Stamme der Serogruppe C wurde der Effekt der MAPK Erk1/2 und
p38 auf die Expression von il6 und il8 ermittelt (Abbildung 20). Die hierzu durchgefuhrten
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Experimente wurden zeitgleich mit den zuvor in 4.3.2.1 beschriebenen Experimenten
durchgefiihrt, um eine bessere Vergleichbarkeit der beiden Serogruppen und deren
Kapselmutanten zu ermdglichen. Die Inhibitoren wurden fir die NmC Stadmme in einer
Endkonzentration von 25 yM zugegeben und die RNA nach 6 h Infektion der HIBCPP-Zellen

isoliert.

Im Gegensatz zu den NmB Stammen hatte die Infektion mit den NmC Wildtyp und dessen
Kapselmutante keinen signifikanten Effekt auf die Expression von il6 in HIBCPP-Zellen im
Vergleich zu den Kontrollbedingungen. Lediglich die Inhibition beider Signalwege wahrend der
Infektion der Zellen mit dem NmC Wildtyp Stamm wies eine signifikante, jedoch geringe
Induktion von il6 auf. Die Expression der I8 mRNA hingegen konnte signifikant von beiden
Stdmmen der NmC in HIBCPP-Zellen induziert werden. Auch bei Inhibition der MAPK
Signalwege konnte in allen Konditionen, mit Ausnahme der Inhibition von p38 bei Infektion mit
dem NmC Wildtyp, ein signifikanter Unterschied zu den jeweiligen Kontrollzellen ermittelt

werden.

Bei Vergleich der Expression von il8 in unbehandelten, infizierten HIBCPP-Zellen zu den
Konditionen, in welchen wahrend der Infektion die MAPK inhibiert waren, konnte ein signifikant
hdherer fold change der il8 Expression nach Inhibition von Erk1/2 far Wildtyp und
Kapselmutante ermittelt werden. Nach Behandlung mit dem p38 Inhibitor SB203580, konnten
keine signifikanten Unterschiede im fold change der Genexpression im Vergleich zu infizierten,
unbehandelten Zellen beobachtet werden. Eine Kombination beider Inhibitoren wies einen
signifikant héheren fold change in der Induktion von il8 nach Infektion mit dem Wildtyp Stamm

auf.

Um weiter den Vergleich verschiedener Erreger zu ermdglichen, wurde der Einfluss der MAPK
wahrend der Infektion der HIBCPP-Zellen auf die Expression von il6 und il8 auch anhand der

Gram-negativen H. influenzae Stamme und der Gram-positiven S. suis Stamme untersucht.
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Abbildung 20: Expression von il6 und il8 nach Infektion der HIBCPP-Zellen mit NmC Die HIBCPP-Zellen
wurden mit den angegebenen Inhibitoren (U0126, SB203580 oder beiden Inhibitoren: U+SB) fir 1 h vorbehandelt
und anschliefend fiir 6 h mit den NmC Stammen WUE2120 oder WUE2120siaD- infiziert. Die Genaktivitat von i/6,
il8 wurde durch gRT-PCR bestimmt, wobei gapdh als Kontrollgen fungierte. * signifikant, p < 0,05; Vergleich wie
angezeigt; Infizierte Zellen mit vorbehandelten infizierten Zellen. ## hoch signifikant, p < 0,01; # signifikant, p < 0,05
Vergleich der unbehandelten Kontrolle mit den infizierten Zellen (+/- Behandlung mit Inhibitoren)
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4.3.3 Einfluss der MAPK auf die Expression von Zytokinen und Chemokinen

in HIBCPP-Zellen nach Infektion mit H. influenzae

Nach der Analyse des Einflusses der MAPK Erk1/2 und p38 auf die Expression von Zytokinen
und Chemokinen wahrend der Infektion mit dem Gram-negativen Erreger N. meningitidis,
wurde dies auch fir das Gram-negative Bakterium H. influenzae untersucht. Auch bei diesen
Experimenten wurden die HIBCPP-Zellen fir 6 h mit dem Erreger infiziert. Im Anschluss wurde
die RNA isoliert und eine qRT-PCR und deren Auswertung sowie statistische Analyse wie
zuvor in 4.3.1 beschrieben durchgefuhrt. Die MAPK Inhibitoren U0126 und SB203580 wurden
in einer Endkonzentration von 50 pM eingesetzt. Dies entspricht der Konzentration, mit

welcher die Infektionsraten in Abhangigkeit der MAPK untersucht wurden.

Abbildung 21 zeigt die Expression von il6 und il8 nach Infektion der HIBCPP-Zellen mit den
H. influenzae Stammen in An- und Abwesenheit der MAPK Inhibitoren im Vergleich zu den
Kontrollkonditionen. Betrachtet wurde der H. influenzae Stamm sowie die Varianten ohne die
Virulenzfaktoren Kapsel und Fimbrien. In keiner der Konditionen konnte ein signifikant
veranderter fold-change der il6 mMRNA festgestellt werden. Keiner der beiden bekapselten
Stamme (F+b+ und F-b+) wies eine signifikante Induktion der Genexpression in Vergleich zu
den Kontrollzellen auf. Gleiches konnte fiir die beiden Varianten ohne Kapsel beobachtet
werden (F+b- und F-b-). Auch die An- und Abwesenheit der Fimbrien hatte keinen signifikanten

Einfluss auf die Expression von i/6 und il8 nach Infektion der HIBCPP-Zellen.

Zudem hatte Inhibition der Erk1/2 und p38 Signalwege keinen signifikanten Effekt auf die
Expression beider Gene. Nach Behandlung mit dem Inhibitor U0126 wahrend der Infektion der
HIBCPP-Zellen mit der Variante F+b- konnte ein signifikanter Unterschied zwischen dieser
Kondition und der Infektion in Abwesenheit des Inhibitors ermittelt werden, jedoch
unterscheiden sich beide Konditionen nicht signifikant von der Expression des il8 Transkripts
in den Kontrolizellen. Beide Gene wurden durch den Erreger H. influenzae sowie nach

Inhibition der MAPK Signalwege Erk1/2 und p38 nur in sehr geringem Ausmal3 induziert.

Im nachsten Schritt wurde der Effekt des Gram-positiven Erregers S. suis auf die
Genexpression in HIBCPP-Zellen untersucht. Auch hier wurde der Einfluss der MAPK mit

einbezogen.
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Abbildung 21: Expression von il6 und il8 nach Infektion der HIBCPP-Zellen mit H. influenzae Die HIBCPP-
Zellen wurden mit den angegebenen Inhibitoren (U0126, SB203580 oder beiden Inhibitoren: U+SB) fur 1 h
vorbehandelt und anschlieRend fir 6 h mit den H. influenzae Stammen F+b+, F+b-, F-b+ und F-b- infiziert. Die
Genaktivitat von il6, il8 wurde durch gqRT-PCR bestimmt, wobei gapdh als Kontrollgen fungierte; * signifikant, p <
0,05; Vergleich wie angezeigt; Infizierte Zellen mit vorbehandelten infizierten Zellen. ## hoch signifikant, p < 0,01;
# signifikant, p < 0,05; Vergleich der unbehandelten Kontrolle mit den infizierten Zellen (+/- Behandlung mit
Inhibitoren).
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4.3.4 Einfluss der MAPK auf die Expression von Zytokinen und Chemokinen
in HIBCPP-Zellen nach Infektion mit S. suis

Wie zuvor in 4.3.2.1 beschrieben wurde auch der Einfluss der MAPK Erk 1/2 und p38 auf die
Expression von il6 und il8 wahrend der Infektion der HIBCPP-Zellen durch das Gram-positive
Bakterium S. suis ermittelt. Die HIBCPP-Zellen wurden fir 6 h mit dem Wildtyp (H4) oder der
Kapselmutante (H5) infiziert. Die MAPK Inhibitoren wurden in einer Endkonzentration von
25 UM eingesetzt. Nach Ende des Versuchs wurde die RNA isoliert und mit Hilfe der gRT-PCR
die Expression der beiden Transkripte ermittelt. Die Auswertung der Daten erfolgte wie in 4.3.1

beschrieben.

Die Expression der i/6 mRNA nach Infektion der HIBCPP-Zellen durch den S. suis Wildtyp und
die Kapselmutante (Abbildung 22) unterschied sich nur bei Inhibition der jeweiligen MAPK
Signalwege signifikant von der Expression des Botenstoffs in Kontrollzellen, jedoch nicht die
Expression von il6 nach Inhibition beider MAPK. Die Inhibition des MAPK Signalwegs Erk1/2
wahrend der Infektion der HIBCPP-Zellen durch den Wildtyp Stamm verringerte signifikant den
fold change der Expression von il6 im Vergleich zu unbehandelten, infizierten Zellen. Gleiches
konnte bei dem Einsatz beider Inhibitoren wahrend der Infektion mit dem Wildtyp und der
Kapselmutante flr beide Transkripte beobachtet werden. Jedoch ist hervorzuheben, dass die
Infektion der HIBCPP-Zellen weder durch den Wildtyp noch durch die Mutante zu einer
signifikanten Induktion der Expression der il6 mRNA im Vergleich zu den Kontrollkonditionen
fuhrte.

Sowohl der Wildtyp Stamm als auch die Kapselmutante konnten eine signifikante Induktion
der Expression von il8 herbeifihren. Auch nach Behandlung der Zellen mit beiden MAPK
Inhibitoren wahrend der Infektion der HIBCPP-Zellen unterschieden sich die fold-changes
signifikant von denen der Kontrollkonditionen. Nur die Kombination beider MAPK Inhibitoren
wies eine Reduktion des fold-changes im Vergleich zu den mit dem Wildtyp infizierten,

unbehandelten Zellen auf.
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Abbildung 22: Expression von il6 und il8 nach Infektion der HIBCPP-Zellen mit S. suis Die HIBCPP-Zellen
wurden mit den angegebenen Inhibitoren (U0126, SB203580 oder beiden Inhibitoren: U+SB) fiir 1 h vorbehandelt
und anschlieRend fur 6 h mit den S. suis Stdmmen H4 oder H5 infiziert. Die Genaktivitat von il6, il8 wurde durch
gRT-PCR bestimmt, wobei gapdh als Kontrollgen fungierte. * signifikant, p < 0,05; Vergleich wie angezeigt; Infizierte
Zellen mit vorbehandelten infizierten Zellen. ### extrem signifikant, p < 0,001; ## hoch signifikant, p < 0,01; #
signifikant, p < 0,05 Vergleich der unbehandelten Kontrolle mit den infizierten Zellen (+/- Behandlung mit Inhibitoren)
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44 MACE Analyse der HIBCPP-Zellen nach Infektion mit

N. meningitidis Serogruppe B Stammen

Eine alternative und relativ neue Methode zur Genom-weiten Sequenzierung von RNA wurde
von GenXPro entwickelt und heilt Massive Analysis of cDNA Ends, kurz MACE (Rotter 2017).
Diese Sequenzierungsmethode, die nur das 3'-Endes des Transkripts sequenziert, hat Vorteile
gegenuber den herkdmmlichen RNA-Seqg-Methoden. Mit der MACE ist es beispielsweise
moglich die Proben tiefer zu sequenzieren, da jeder Lesevorgang fir ein Transkript in der
Stichprobe reprasentativ ist, wahrend die konventionelle RNA-Seq mehrere Reads des
gleichen Transkripts aufweisen kann, da die Sequenzierung auf der Gesamtheit der zufallig

fragmentierten Transkripte durchgeflihrt wird (Rotter 2017).

Nach Kontakt mit pathogenen Erregern tragt der PC zur Immunabwehr bei und produziert in
Folge dessen Zytokine (Schwerk et al., 2015; Schwerk et al., 2011). Zuvor wurde die
Regulation der Genexpression in HIBCPP-Zellen infolge einer Infektion mit N. meningitidis mit
Hilfe der Mikroarray-Technologie analysiert (Borkowski et al, 2014). Mit Hilfe der neuen
MACE-Technologie wurde nun der Effekt der NmB Stamme auf die HIBCPP-Zellen erneut
analysiert, um von der optimierten Technologie zur besseren Analyse der Interaktion
Gebrauch zu machen sowie die Ergebnisse von Borkowski et al. zu bestatigen. Zudem wurde
der Einfluss der MAPK Erk1/2 auf die Infektion der NmB Stamme in HIBCPP-Zellen untersucht.
Dieser Aspekt wurde auf Grund der unterschiedlichen Infektionsraten von MC58 und
MC58siaD" in HIBCPP-Zellen nach Inhibition der MAPK (vgl. Abbildung 14) untersucht. Fir die
MACE Analyse wurden die HIBCPP-Zellen in der UK bei einer MOI 10 fur 6 h infiziert, da Gber
diesen Zeitraum in Vorexperimenten eine ausgepragte Expression bestimmter Gene nach

Infektion der Zellen ermittelt wurden (Daten nicht gezeigt)

441 Bestimmung der RIN als Qualitatskontrolle der RNA Proben

Die HIBCPP-Zellen wurden in der Umkehrkultur mit den NmB Stammen MC58 und MC58siaDr
mit einer MOI 10 fir 6 h infiziert. Zusatzlich wurde der Einfluss des Erk1/2 Inhibitors auf die
Antwort der Wirtszellen wahrend der Infektion mit den Erregern untersucht. Zu diesem Zweck
wurde der Inhibitor in einer Konzentration von 25 uM, wie in 4.3.2.1 beschrieben, eingesetzt.

Die RNA wurde am Ende der Infektion wie in Material und Methoden beschrieben isoliert.

Als erster Schritt vor der RNA Sequenzierung (RNA-Seq) wurde eine Qualitatskontrolle der
isolierten RNA Proben durchgefihrt. Hierzu wurde die RIN bestimmt, indem das Verhaltnis der
28S und 18S rRNA ermittelt wurde. Die hochstmogliche RIN hat einen Wert von 10. In diesem
Fall besteht ein Verhaltnis der 28S zu der 18S rRNA von 2:1. Werte unter 10 deuten auf eine
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Schadigung der rRNA hin (Schroeder et al., 2006). Fur gute Ergebnisse der RNA-Seq wird auf
Basis verschiedener Studien eine RIN von 6 oder héher vorgeschlagen (Kukurba et al., 2015;
Gallego Romero et al., 2014). Abbildung 23 zeigt die Elektropherogramme der mit Hilfe des
Aligent 2100 Bioanalyzer analysierten RNA Proben. Durch Anwendung der Software des
Gerats wurden die RIN der Proben ermittelt. Diese befand sich bei allen ausgewahlten RNA
Proben zwischen 9,8 und 10. Somit entsprachen die Proben den Kriterien, welche zu der
Durchflhrung einer MACE-Analyse empfohlen werden (Kukurba et al., 2015; Gallego Romero
et al., 2014). In der MACE Analyse wurden fir jede Kondition drei biologische Replikate

untersucht.
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Abbildung 23: Zusammenfassung der Aligent 2100 Bioanalyzer Elektropherogramme Dargestellt sind die
RNA Proben, die zu der Durchfiihrung der MACE Analyse verwendet wurden. Beschriftet sind Probennahme sowie
die biologischen Replikate und die RIN der Proben. Kontrollzellen (Kon) und Behandlung mit dem Inhibitor U0126
(U): Die Peaks bei 42 s und 49 s reprasentieren rRNA. Peaks bei 22 s reprasentieren den eingesetzten Marker.
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4.4.2 Statistische Auswertung der sequenzierten Proben durch Vergleich

der Differentially Expressed Genes und Gene Onthology Analyse

Zur Analyse groler Datenmengen existieren eine Reihe an Moglichkeiten, die eine
Interpretation dieser Daten ermdglichen. Die hier generierten RNA-Seq Daten wurden auf zwei
Weisen statistisch analysiert. Zum einen wurden DEG-Listen erstellt, welche die Unterschiede
in der Expression individueller Gene nach verschiedenen Behandlungen zu der
Kontrollkondition beschreiben. Des Weiteren wurde durch Anwendung des GO Analyse Tools

LAGO eine biologische Interpretation der DEG Listen ermdglicht.

4.4.3 Validierung ausgewahlter Gene mit Hilfe der gRT-PCR

Die durch die MACE Analyse erhaltenen DEG wurden durch Untersuchung der
Expressionslevel verschiedener Gene mittels qRT-PCR verifiziert. Als Basis flr die Auswahl
der analysierten Gene wurden die Listen der DEG herangezogen (Anhang, Tabelle 16).
Zwecks Validierung der Ergebnisse wurden die Gene NFkBIZ, Zc3H12A und TNFa, sowie IL6
und IL8 ausgewahlt. Fiir diese Gene wurde bereits in Borkowski et al. eine Regulation wahrend

der Infektion mit NmB Stammen gezeigt (Borkowski et al., 2014).

In Tabelle 11 werden die fold changes und die dazu korrespondierenden FDR p-Werte, die
durch die MACE Analyse ermittelt wurden, mit den relativen fold changes (2*4CT), die mit Hilfe
der qRT-PCR ermittelt wurden, verglichen. Die Werte der MACE Analyse konnten mit Hilfe der
gRT-PCR reproduziert werden.
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Tabelle 11: Quantitative PCR zur Validierung der MACE Daten. Die relativen fold changes wurden mittels der
2-A8CT grmittelt. Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung (Stdev) der gqRT-PCR Daten sowie der fold
change der DEGs und die FDR p-Werte. Die DEG sind im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle (Kon) oder,
bei Behandlung mit dem Inhibitor U0126, zu der behandelten Kontrolle.

NFxBIZ
gqRT-PCR Stdev MACE FDR p-Werte
Kon vs. MC58 13,43 0,98 13,60 0
Kon + U0126 vs. MC58 + U0126 13,17 2,87 8,18 0
Kon vs. MC58siaD- 11,16 3,79 11,15 0
Kon + U0126 vs. MC58siaD+ U0126 | 11,99 4,21 8,80 0
ZC3H12A
gRT-PCR Stdev MACE FDR p-Werte
Kon vs. MC58 11,98 2,54 11,63 0
Kon + U0126 vs. MC58 + U0126 11,28 2,91 12,04 0
Kon vs. MC58siaD" 11,81 2,83 10,14 0
Kon + U0126 vs. MC58siaD+ U0126 | 10,40 2,35 14,27 0
TNFa
qRT-PCR Stdev MACE FDR p-Werte
Kon vs. MC58 14,35 2,89 18,47 0
Kon + U0126 vs. MC58 + U0126 17,08 1,72 18,21 0
Kon vs. MC58siaD- 15,36 2,55 17,79 0
Kon + U0126 vs. MC58siaD+ U0126 | 22,21 3,53 26,58 0
IL6
gRT-PCR Stdev MACE FDR p-Werte
Kon vs. MC58 11,52 3,58 - -
Kon + U0126 vs. MC58 + U0126 4,28 0,95 - -
Kon vs. MC58siaD- 16,16 5,62 16,49 0,02
Kon + U0126 vs. MC58siaD+ U0126 | 7-73 3,32 8,56 0,02
IL8
gRT-PCR Stdev MACE FDR p-Werte
Kon vs. MC58 18,21 8,86 14,03 0,00
Kon + U0126 vs. MC58 + U0126 30,36 8,88 16,17 0,00
Kon vs. MC58siaD- 19,51 6,04 14,45 0,00
Kon + U0126 vs. MC58siaD+ U0126 | 61,98 33,68 26,67 0,00
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4.4.4 Differentielle Genexpression in HIBCPP-Zellen infolge einer Infektion

mit N. meningitidis

Die erhaltenen Expressionsdaten der Transkriptomanalyse wurden verwendet, um die
differentielle Expression zwischen den verschiedenen experimentellen Gruppen zu
bestimmen. Listen von differentiell exprimierten Genen wurden erhalten, indem die
Genexpression infizierter Zellen mit der von nicht infizierten Kontrollen verglichen wurde
(Anhang, Tabelle 16). Im Falle einer zusatzlichen Behandlung mit dem Erk1/2 Inhibitor U0126
wurden die Vergleiche zwischen behandelten Kontrollen und behandelten, infizierten Zellen
gezogen. Um die statistische Signifikanz dieser Gene zu bewerten, wurden diese Listen unter
Verwendung des FDR p-Werts (p < 0,05) und einer minimalen log.-2-fachen nach Auf- oder

Herunterregulierung gefiltert.

Nach Infektion mit MC58 wurden 34 Gene signifikant reguliert, von denen 33 ebenfalls durch
MC58siaD" reguliert wurden. Zusatzlich wurde durch MC58siaD- die Expression von 10

weiteren Genen signifikant verandert (Abbildung 24).

MC58 MC58siaD-
vs. Kon vs. Kon

Abbildung 24: Schematische Reprasentation der Anzahl der Gene, welche wiahrend der MACE Analyse in
HIBCPP-Zellen nach Infektion mit NmB reguliert wurden. Die DEG wurden durch Vergleich der mit den NmB
infizierten HIBCPP-Zellen mit den unbehandelten Kontrollen (Kon) ermittelt. Dargestellt sind die DEG, die in beiden
Konditionen reguliert werden, sowie die DEG, die nur in jeweils einer der Konditionen reguliert werden.

Die starkste Hochregulation nach Infektion mit dem NmB Wildtyp (MC58) war eine 64-fache
Induktion des Gens il1b, wahrend die Kapselmutante (MC58siaD") nach 6-stiindiger Infektion
der HIBCPP-Zellen eine 77-fache Hochregulation des gleichen Gens (i/1b) aufwies (Tabelle
12).
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In HIBCPP-Zellen ist die Expression des Chemokins cc/l20 nach Infektion mit den NmB
Stammen hochreguliert. Die Expression der Kapsel hatte in diesem Fall keinen
Expressionsunterschied zur Folge. Auch die Expression von ccl/20 wurde durch beide NmB
Stamme induziert. Die Infektion der HIBCPP-Zellen mit der Kapselmutante resultierte jedoch
in einem héheren fold-change im Vergleich zu der Infektion der Zellen mit dem Wildtyp Stamm.
Auch die Zytokine cxcl1, cxcl2, cxcl3 und cxcl6 wurden bei Infektion der HIBCPP-Zellen durch
beide NmB Stamme signifikant induziert. Zudem wiesen die Interleukine il17¢ und il1b einen
hohen fold-change nach Infektion der HIBCPP-Zellen auf. Im Fall von il17c resultierte die
Infektion der Zellen mit dem N. meningitidis Wildtyp in einer héheren Induktion der Expression
des Gens, als die Infektion der HIBCPP-Zellen mit der Kapselmutante. Fur il1b konnte
wiederum kein Einfluss der Kapselexpression auf die Induktion des Gens infolge der Infektion
mit den Erregern festgestellt werden. Auch die Expression von nfkbia und nfkbiz wurde nach
Infektion der HIBCPP-Zellen hochreguliert. Wahrend nfkbia von beiden Stammen
gleichermalden induziert wurde, konnte eine starkere Expression von nfkbiz nach Infektion mit
dem NmB Wildtyp Stamm als mit dessen Kapselmutante festgestellt werden. Des Weiteren
wurde eine signifikante Induktion von rnd1, tcim, tnf und zc3h12a nach Infektion der HIBCPP-
Zellen durch beide Erreger ermittelt. Die 10 Gene, die nur durch die Kapselmutante reguliert

wurden, waren il6, spib, rasd1, igfbp1, adora2a, csf1, pi3, serpina3, tnfrsféb und hilpda.

Von den signifikant induzierten Genen nach Infektion der HIBCPP-Zellen mit den beiden NmB
Stammen kann eine Vielzahl davon der angeborenen Immunantwort sowie der
Entziindungsreaktion zugeschrieben werden. Zu diesen Genen gehdren ccl2, ccl20, cxcli,
cxcl3, cxcl6, il8, il1b und tcim. Dem NF-kB Signalweg kann die Expression der Gene nfkbia
und nfkbiz zugeordnet werden. Zudem wurde nach Infektion der HIBCPP-Zellen eine erhohte

Expression des interzellularen Adhasionsmolekuls icam1 beobachtet.
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Tabelle 12: Vergleich der DEG des NmB Wildtyp Stamms und dessen Kapselmutante.

Gensymbol | Genname Fold change
Kon vs. MC58 | Kon vs.
MC58siaD"
IL1B interleukin 1 beta 64,65 77,58
CCL20 C-C motif chemokine ligand 20 23,85 28,72
IL17C interleukin 17C 22,48 20,25
CXCL2 C-X-C motif chemokine ligand 2 20,76 19,03
TNF tumor necrosis factor 18,47 17,79
IL6 interleukin 6 16,49
CXCL1 C-X-C motif chemokine ligand 1 15,80 16,35
CXCL3 C-X-C motif chemokine ligand 3 14,48 14,37
CXCL8 C-X-C motif chemokine ligand 8 14,03 14,45
NFKBIZ NFKB inhibitor zeta 13,60 11,15
CSF2 colony stimulating factor 2 13,01 15,08
CCL2 C-C motif chemokine ligand 2 12,47 13,89
IL1A interleukin 1 alpha 11,74 11,61
ZC3H12A zinc finger CCCH-type containing 12A 11,63 10,14
TCIM transcriptional and immune response regulator 9,73 10,53
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 9,68 9,46
RND1 Rho family GTPase 1 9,04 9,08
CXCL6 C-X-C motif chemokine ligand 6 7,92 9,75
CYP24A1 cytochrome P450 family 24 subfamily A member | 7,64 8,70
1
NFKBIA NFKB inhibitor alpha 7,46 7,34
TNFAIP2 TNF alpha induced protein 2 7,24 7,81
SPIB Spi-B transcription factor 6,49
RASD1 ras related dexamethasone induced 1 6,34
IGFBP1 insulin like growth factor binding protein 1 6,27
IL23A interleukin 23 subunit alpha 6,10 8,24
LIF LIF interleukin 6 family cytokine 5,97 5,01
PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 5,89 5,68
ANGPTL4 angiopoietin like 4 5,69 5,34
ADORA2A adenosine A2a receptor 5,44
ZFP36 ZFP36 ring finger protein 5,19 4,48
C6orf222 4,98
CX3CLA1 C-X3-C motif chemokine ligand 1 4,96 4,59
TNFAIP3 TNF alpha induced protein 3 4,94 4,45
CSF1 colony stimulating factor 1 4,77
P13 peptidase inhibitor 3 4,73
SERPINA3 serpin family A member 3 4,71
IER3 immediate early response 3 4,60 4,60
SLC6A14 solute carrier family 6 member 14 4,59 4,97
LTB lymphotoxin beta 4,50 5,92
TNFRSF6B TNF receptor superfamily member 6b 4,44
CEBPD CCAAT enhancer binding protein delta 4,40 4,47
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SOD2 superoxide dismutase 2 4,30 5,21
HILPDA hypoxia inducible lipid droplet associated 4,27
MAFF MAF bZIP transcription factor F 4,21 4,13

Weiterhin wurden die Gene identifiziert, die durch Infektion mit den N. meningitidis Stdmmen
signifikant reguliert wurden, wenn die HIBCPP-Zellen mit U0126 vorbehandelt worden waren.
Insgesamt konnten 31 DEG ermittelt werden, von denen 22 auch reguliert wurden, wenn nicht
mit U0126 vorbehandelte Zellen mit MC58 infiziert worden waren. Interessanterweise wurden
9 Gene gefunden, die nur dann nach Infektion mit MC58 signifikant reguliert waren, wenn die
HIBCPP-Zellen vorher mit U0126 behandelt worden waren, wahrend 12 Gene nach

Behandlung mit U0126 nicht mehr signifikant reguliert vorgefunden wurden (Abbildung 25).

MC58 U0126 + MC58

vs. Kon vs. U0126 + Kon
MC58siaD- U0126 + MC58siaD-
vs. Kon vs. U0126 + Kon

Abbildung 25: Schematische Reprasentation der Anzahl der Gene, welche wahrend der MACE Analyse in
HIBCPP-Zellen nach Infektion mit NmB und Behandlung mit dem Erk1/2 Inhibitor reguliert wurden. Die DEG
wurden durch Vergleich der mit den NmB infizierten HIBCPP-Zellen mit den unbehandelten Kontrollen (Kon)
ermittelt, sowie den behandelten Kontrollzellen mit den behandelten, infizierten Zellen. Dargestellt sind die DEG,
die in jeweils beiden Konditionen reguliert werden, sowie die DEG, die nur in jeweils einer der Konditionen reguliert
werden.
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Bei dem Vergleich der fold-changes dieser DEG der HIBCPP-Zellen nach Infektion mit dem
NmB-Wildtyp-Stamm in An- und Abwesenheit des Inhibitors U0126 (Tabelle 13) sind diese, in
beiden Konditionen, nahezu identisch. Eine interessante Ausnahme bildet i/17c, welches bei
Infektion der Zellen mit dem Wildtyp Stamm 22-fach hochreguliert ist, jedoch durch die
Infektion sogar um den Faktor 79 hochreguliert wird, wenn der Erk1/2 Signalweg inhibiert ist.
Darlber hinaus wiesen die Expressionsniveaus von ccl20, icam1 und nfkbiz eine starkere
Hochregulation auf, wenn die Erk1/2-Signalgebung nicht gehemmt wurde. il8 wurde hingegen
bei Infektion der HIBCPP-Zellen und gleichzeitiger Hemmung des Erk1/2-Signalwegs starker

hochreguliert als in infizierten Zellen, in welchen der Erk1/2 Inhibitor nicht eingesetzt wurde.

Wahrend der Infektion von HIBCPP-Zellen mit der Kapselmutante MC58siaD- wurden
insgesamt 35 DEG ermittelt, die in An- und Abwesenheit des Inhibitors U0126 reguliert wurden
(Abbildung 25). Weitere 21 DEG wurden nur bei Inhibition des Signalwegs wahrend der
Infektion der HIBCPP-Zellen signifikant induziert, wahrend 8 DEG nur in Abwesenheit des
Inhibitors hochreguliert wurden (Abbildung 25).

Bei den in Tabelle 14 dargestellten DEG flhrte die Hemmung des Erk1/2-MAPK-Signalwegs
und Infektion der Zellen zu einer ahnlichen oder, in den meisten Fallen, starkeren
Hochregulation der Genexpression als in infizierten, unbehandelten Zellen. Die einzigen
Ausnahmen hierbei sind die DEG cyp24aft, il1b, il23a, il6, nfkbiz und ptgs2, die einen
niedrigeren fold-change nach Inhibition des Erk1/2 Signalwegs aufwiesen. Am auffalligsten ist,
dass il17¢c, welches wahrend der Infektion unbehandelter HIBCPP-Zellen mit MC58siaD- 20-
fach hochreguliert war, eine 191-fache Hochregulation bei Inhibition des Erk1/2-Signalwegs
wahrend der Infektion aufwies. Die Expression des Gens il1b, welches wahrend der Infektion
der unbehandelten Zellen mit beiden NmB Stammen die starkste Hochregulation aufwies, ist
wahrend der Hemmung des Erk1/2-Signalwegs bei Infektion mit der Kapselmutante nur 57-
fach hochreguliert, im Gegensatz zu der 78-fachen Hochregulation in unbehandelten HIBCPP-

Zellen, die mit der Kapselmutante infiziert waren.

Interessanterweise konnten 7 Gene ermittelt werden, die nach Inhibition von Erk1/2 bei
Infektion mit beiden Erregern induziert wurden. Diese Gene sind adm, ankrd37, bhlhe40,
cxcl10, il4i1, mir210hg und pfkfb4.
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Tabelle 13: Zusammenfassung der durch Infektion der HIBCPP-Zellen mit MC58 regulierten DEG in An- und

Abwesenheit des Erk1/2 Inhibitors U0126.

Gensymbol | Genname Fold change
Kon vs. MC58 | Kon + U0126
vs. MC58 +
Uo0126
IL1B interleukin 1 beta 64,65
CCL20 C-C motif chemokine ligand 20 23,85 20,68
IL17C interleukin 17C 22,48 79,66
CXCL2 C-X-C motif chemokine ligand 2 20,76 20,30
TNF tumor necrosis factor 18,47 18,21
CXCL1 C-X-C motif chemokine ligand 1 15,80 16,79
CXCL3 C-X-C motif chemokine ligand 3 14,48 15,66
CXCL8 C-X-C motif chemokine ligand 8 14,03 16,17
NFKBIZ NFKB inhibitor zeta 13,60 8,18
CSF2 colony stimulating factor 2 13,01
CCL2 C-C motif chemokine ligand 2 12,47 11,80
IL1A interleukin 1 alpha 11,74
ZC3H12A zinc finger CCCH-type containing 12A 11,63 12,04
ANKRD37 ankyrin repeat domain 37 10,05
TCIM transcriptional and immune response regulator 9,73 6,77
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 9,68 7,98
RND1 Rho family GTPase 1 9,04 7,02
CXCL6 C-X-C motif chemokine ligand 6 7,92 7,67
CYP24A1 cytochrome P450 family 24 subfamily A member | 7,64
1
NFKBIA NFKB inhibitor alpha 7,46 7,33
TNFAIP2 TNF alpha induced protein 2 7,24 5,59
IL23A interleukin 23 subunit alpha 6,10
LIF LIF interleukin 6 family cytokine 5,97
PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 5,89
ADORA2A adenosine A2a receptor 6,91
ADM adrenomedullin 6,36
PFKFB4 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6- 6,34
biphosphatase 4
ANGPTL4 angiopoietin like 4 5,69 7,59
MIR210HG MIR210 host gene 5,63
IL411 interleukin 4 induced 1 5,48
CXCL10 C-X-C motif chemokine ligand 10 5,40
ZFP36 ZFP36 ring finger protein 5,19
C6orf222 4,98 577
CX3CLA1 C-X3-C motif chemokine ligand 1 4,96 6,12
TNFAIP3 TNF alpha induced protein 3 4,94 5,03
FBXL8 F-box and leucine rich repeat protein 8 4,75
BHLHE40 basic helix-loop-helix family member €40 4,36
IER3 immediate early response 3 4,60
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SLC6A14 solute carrier family 6 member 14 4,59
LTB lymphotoxin beta 4,50
CEBPD CCAAT enhancer binding protein delta 4,40 4,01
SOD2 superoxide dismutase 2 4,30 4,09
MAFF MAF bZIP transcription factor F 4,21

Tabelle 14: Zusammenfassung der durch Infektion der HIBCPP-Zellen mit MC58siaD- regulierten DEG in An-
und Abwesenheit des Erk1/2 Inhibitors U0126.

Gensymbol | Genname Fold change
Kon vs. Kon + U0126
MC58siaD- vs. MC58siaD-
+ U0126
IL1B interleukin 1 beta 77,58 56,80
CCL20 C-C motif chemokine ligand 20 28,72 37,32
IL17C interleukin 17C 20,25 190,68
CXCL2 C-X-C motif chemokine ligand 2 19,03 26,60
TNF tumor necrosis factor 17,79 26,58
IL6 interleukin 6 16,49 8,56
CXCL1 C-X-C motif chemokine ligand 1 16,35 25,62
CSF2 colony stimulating factor 2 15,08 15,09
CXCL8 C-X-C motif chemokine ligand 8 14,45 26,67
CXCL3 C-X-C motif chemokine ligand 3 14,37 21,85
CCL2 C-C motif chemokine ligand 2 13,89 22,91
ANKRD37 ankyrin repeat domain 37 12,78
IL1A interleukin 1 alpha 11,61 28,19
NFKBIZ NFKB inhibitor zeta 11,15 8,80
TCIM transcriptional and immune response regulator 10,53 10,40
ZC3H12A zinc finger CCCH-type containing 12A 10,14 14,27
CXCL6 C-X-C motif chemokine ligand 6 9,75 13,31
IL411 interleukin 4 induced 1 9,49
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 9,46 11,60
RND1 Rho family GTPase 1 9,08 11,45
CXcCL10 C-X-C motif chemokine ligand 10 8,81
CYP24A1 cytochrome P450 family 24 subfamily A member | 8,70 4,63
NOS2 :ﬂtric oxide synthase 2 8,64
IL23A interleukin 23 subunit alpha 8,24 7,28
TNFAIP2 TNF alpha induced protein 2 7,81 8,00
SAA2 serum amyloid A2 7,67
C6orf222 7,67
GFPT2 glutamine-fructose-6-phosphate transaminase 2 7,60
PFKFB4 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6- 7,43
biphosphatase 4
NFKBIA NFKB inhibitor alpha 7,34 9,29
ADM adrenomedullin 7,28
MIR210HG MIR210 host gene 6,90
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SPIB Spi-B transcription factor 6,49

CHACA1 ChaC glutathione specific gamma- 6,48
glutamylcyclotransferase 1

RASD1 ras related dexamethasone induced 1 6,34

IGFBP1 insulin like growth factor binding protein 1 6,27

ANKK1 ankyrin repeat and kinase domain containing 1 5,99

LTB lymphotoxin beta 5,92 5,95

PTGS2 lymphotoxin beta 5,68 4,50

G0S2 GO0/G1 switch 2 5,46

ADORA2A adenosine A2a receptor 5,44 11,67

ZC3H12C zinc finger CCCH-type containing 12C 5,44

ANGPTL4 angiopoietin like 4 5,34 10,50

LOC1019294 5,29

44

SOD2 superoxide dismutase 2 5,21 717

LIF LIF interleukin 6 family cytokine 5,01

SLC6A14 solute carrier family 6 member 14 4,97 6,04

TNFRSF11B | TNF receptor superfamily member 11b 4,90

CSF1 colony stimulating factor 1 4,77

P13 peptidase inhibitor 3 4,73 4,62

SERPINA3 serpin family A member 3 4,71 6,36

EGLN3 egl-9 family hypoxia inducible factor 3 4,70

IER3 immediate early response 3 4,60

CX3CLA1 C-X3-C motif chemokine ligand 1 4,59 8,78

PFKFB3 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6- 4,59
biphosphatase 3

RCAN1 regulator of calcineurin 1 4,54

ZFP36 ZFP36 ring finger protein 4,48

CEBPD CCAAT enhancer binding protein delta 4,47 4,97

TNFAIP3 TNF alpha induced protein 3 4,45 5,48

TNFRSF6B TNF receptor superfamily member 6b 4,44 7,26

BHLHE40 basic helix-loop-helix family member €40 4,38

HILPDA hypoxia inducible lipid droplet associated 4,27 4,99

PLAU plasminogen activator, urokinase 4,02

MAFF MAF bZIP transcription factor F 4,13
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Um weitere Informationen Uber die der Infektion mit N. meningitidis zugrunde liegenden
Biologie zu erhalten, wurden GO-Analysen durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurde die GO-
Software LAGO zur Identifizierung statistisch Uberreprasentierter GO-Termini unter
Verwendung eines p-Wert-Cutoffs von 0,01 verwendet. Eine Auswahl der signifikantesten,
Uberreprasentierten GO-Begriffe ist in Tabelle 15 dargestellt. Wahrend der Infektion von
HIBCPP-Zellen mit den NmB Stammen weisen die am signifikantesten Uberreprasentierten
GO-Termini auf eine Rolle der CP-Epithelzellen in der antimikrobiellen Reaktion hin. Dazu
gehoren die Termini ,cellular response to lipopolysaccharide”, ,cellular response to molecule
of bacterial origin" und ,cytokine-mediated signaling pathway". Der GO-Terminus, der die
negative Regulation der Interleukin-6-Produktion beschreibt (,negative regulation of
interleukin-6 production"), war fur beide NmB Stamme Uberreprasentiert. Die Regulation
zellularer Signalwege wahrend der Infektion wurde durch die Termini ,NIK/NF-kappaB“-
SignalUbertragung wahrend der Infektion mit beiden NmB Stdmmen beschrieben, sowie durch
eine Regulation der MAPK Signalwege, reprasentiert durch die Termini ,positive regulation of
MAPK cascade” und die ,regulation of ERK1 and ERKZ2 cascade®. Ein anderer GO-Begriff, der
wahrend der Infektion mit den verschiedenen NmB Stdmmen Uberreprasentiert war,

beschreibt die negative Regulation des Zelltods (,negative regulation of cell death").

Bei der Analyse der GO-Termini, die durch Infektion mit N. meningitidis reguliert werden
konnten, wenn die Zellen mit U0126 vorbehandelt waren, viel auf, dass erneut Begriffe
Uberreprasentiert waren, die auf eine Rolle der CP-Epithelzellen bei der antimikrobiellen

Reaktion hinweisen.

Interessanterweise wurden einige der GO-Termini, welche nach Infektion der nicht-
behandelten Zellen identifiziert worden waren, nach Inhibition von Erk1/2 nicht mehr gefunden.
Dabei handelte es sich unter anderem um GO Termini, die auf die Manipulation der MAPK
Signalwege hindeuten, was die Funktion des Inhibitors wahrend der Experimente unterstreicht.
Weiterhin wurden die GO-Termini ,signal transduction by protein phosphorylation“ und ,JAK-

STAT cascade” nicht mehr identifiziert.

Unterschiede zu den nicht-behandelten Zellen zeigten sich auch in Bezug auf eine
Unterreprasentierung von GO-Termini, die auf eine Involvierung des NF-kB Signalwegs, eine
Funktion von IL6 und eine Rolle des Tumornekrosefaktors hindeuten, wobei diese

Unterschiede nach Infektion mit dem Wildtyp ausgepragter waren.
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Tabelle 15: Statistisch liberreprasentierte GO-Termini GO-Termini wurden anhand signifikant regulierter Gene (DEG) ermittelt, die aus dem Vergleich von HIBCPP-Zellen nach
Infektion mit den N. meningitidis Stammen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kon) oder bei zusatzlicher Behandlung mit dem Inhibitor U0126 der Kontrollzellen sowie der
infizierten Zellen stammen. Die Analyse wurde mit der Software LAGO durchgefiihrt und es wurde eine Obergrenze von 0,01 fir den p-Wert sowie eine Bonferroni Korrektur
angewandt. Dargestellt sind die GO Termini, der korrigierte p-Wert sowie die Anzahl der analysierten Gene in den jeweiligen GO-Termini (Anzahl der Gene).

Kon vs. MC58 Kon vs. MC58siaD" Kon +U0126 vs. MC58+U Kon + U0126 vs.
MC58siaD™+U
GO Terminus p-Wert Anzahl der p-Wert Anzahl der | p-Wert Anzahl der p-Wert Anzahl der
Gene Gene Gene Gene

cellular response to lipopolysaccharide 1,64x10® | 16 3,03x10%° | 17 1,49x10°"5 13 1,35x10"° 18
cellular response to molecule of bacterial origin 3,39x102° | 16 6,55x10%° | 17 2,68x107"° 13 3,06x10"° 18
cytokine-mediated signaling pathway 4,08x10% | 22 2,22x10%" | 25 5,17x10712 16 6,30x10"® 26
cellular response to interleukin-1 1,97x10%® | 9 6,48x10%° | 10 1,08x10°% 7 1,16x10°%7 10
regulation of NIK/NF-kappaB signaling 4,63x10% | 6 2,26x10%* | 6 1,21x10°%3 6
NIK/NF-kappaB signaling 5,84x10%* | 6 2,78x10% | 6
interleukin-6 production 1,93x10°% 6 3,37x10% | 7 1,00x10°% 8
negative regulation of interleukin-6 production 9,11x10% | 4 2,68x10% | 4 4,99x10%4 4 8,35x10% 4
cell surface receptor signaling pathway 1,82x10"° | 25 7,24x10"2 | 30 1,73x10% | 20 3,69x10°%° 32
signal transduction by protein phosphorylation 3,11x1003 10 4,96x10% | 11
MAPK cascade 2,85x10% | 10 4,51x10% | 11
positive regulation of MAPK cascade 3,93x10% | 8 2,99x10% | 9
regulation of ERK1 and ERK2 cascade 7,13x10% | 7 427x10% | 7
JAK-STAT cascade 8,91x10% | 5 1,56x10%° | 6
negative regulation of cell death 2,99x10%8 15 6,62x10" | 19 1,79x10°%4 11 1,76x10% 17
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Kon vs. MC58 Kon vs. MC58siaD" Kon +U0126 vs. MC58+U Kon + U0126 vs.
MC58siaD™+U
GO Terminus p-Wert Anzahl der p-Wert Anzahl der | p-Wert Anzahl der p-Wert Anzahl der
Gene Gene Gene Gene

response to tumor necrosis factor 9,23x10"" 12 9,21x10" | 13 8,05x10°%7 9 4,24x10°%° 13
regulation of tumor necrosis factor production 3,14x10%* | 6 5,93x10% | 7 7,86x10°3 6
regulation of tumor necrosis factor superfamily cytokine 3,52x10%* | 6 6,78x10% | 7 8,79x10° 6
production
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4.5 Phosphoproteomik Analyse der HIBCPP-Zellen nach Infektion
mit den NmB Wildtyp MC58 sowie der Kapselmutante MC58siaD-

Um weiter den Einfluss der NmB Stamme auf die Signaltransduktion in HIBCPP-Zellen zu
untersuchen, wurde eine Phosphoproteomik Analyse der HIBCPP-Zellen nach Infektion mit
dem Wildtyp Stamm und der Kapselmutante im Vergleich zu unbehandelten HIBCPP-Zellen
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die HIBCPP-Zellen in der Umkehrkultur fir 4 h bei
einer MOI 100 infiziert und mit Hilfe des modifizierten RIPA Puffer lysiert. Die Proben wurden
daraufhin zu der Firma Biogenity zur Phosphoproteom Analyse geschickt, welche auch die
statistische  Auswertung der Daten durchfihrte. Die Probenvorbereitung und

massenspektrometrische Analyse sind in Material und Methoden im Detail beschrieben.

Vor der statistischen Analyse wurden die erhaltenen Daten gefiltert, sodass nur die
Phosphorylierungen, die in der Halfte der Proben in mindestens einer Probengruppe detektiert
wurden, in die Analyse einbezogen wurden. Zunachst wurde ein Shapiro-Wilk-Test
durchgefuhrt, um zu untersuchen, ob die selektierten Phosphorylierungen einer
Normalverteilung folgten. Immer wenn der Test eine Normalverteilung (p-Wert> 0,05) nicht
ablehnen konnte, wurde ein parametrischer Test (ANOVA) verwendet, um die Gruppen zu
vergleichen, gefolgt von einem Tukey-Post-Hoc-Test. Falls der Test ablehnte, dass die
Phosphorylierungen einer Normalverteilung folgten, wurde ein nicht-parametrischer Test wie
der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test angewandt. Insgesamt wurden 5040 Vergleiche getestet,
von denen 448 Vergleiche einen p-Wert unter oder gleich 0,05 aufwiesen. Bei Betrachtung
des p-Wertes fur multiple comparisons blieben 99 Vergleiche. Davon hatten 48 eine logz-fache
Anderung héher als 1 oder niedriger als -1 und 96 hatten eine Regulierung von mehr als 30%.
Die analysierten Phosphorylierungen wurden in Tabellen zusammengefasst. Diese wurden
daraufhin nach den p-Wert Cutoff von kleiner oder gleich 0,05 gefiltert und sind im Anhang in
Tabelle 17 dargestellt. Diese Daten wurden als Grundlage fir weitere bioinformatische

Analysen verwendet.

Im Vergleich der mit MC58 infizierten HIBCPP-Zellen zu den unbehandelten Kontrollen wurden
126 Regulationen detektiert, die nach der statistischen Analyse einen p-Wert grofier oder
gleich 0,05 aufwiesen. 66 dieser Regulationen wiesen dabei einen positiven log. fold-change
auf, wahrend 60 weitere Regulationen einen negativen fold-change aufwiesen und somit
herunterreguliert waren. Die am starksten hochregulierte Phosphorylierung ist dem Protein
ZFP36 zuzuordnen, die starkste durch die Infektion reduzierte Phosphorylierung dem Protein
STIM1. Der Vergleich der mit der Kapselmutante infizieten HIBCPP-Zellen zu den

unbehandelten Kontrollen ergab nach statistischer Analyse 256 Regulationen mit einem p-
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Wert kleiner oder gleich 0,05. Von diesen waren 148 durch die Infektion hochreguliert, wahrend
108 herunter reguliert wurden. Die am starksten regulierten Phosphorylierungen sind identisch
mit den durch Infektion mit MC58 induzierten Regulationen. Wurden beide Konditionen
verglichen, in welchen die HIBCPP-Zellen mit jeweils dem Wildtyp Stamm der NmB oder
dessen Kapselmutante infiziert wurden, so ergaben sich 66 Regulationen mit einem p-Wert
groler oder gleich 0,05, von welchen 52 durch die Kapselmutante starker hochreguliert und

14 starker herunterreguliert wurden, als durch den Wildtyp Stamm.

Um zu untersuchen, welche Signalwege, zellulare Komponenten, molekulare und biologische
Funktionen sowie welche Kinasen durch die Infektion mit den NmB Stammen potentiell
reguliert sind, wurden Enrichment Analysen angewandt. Diese Enrichment Analysen wurden
unter Verwendung des Benjamini-Hochberg-Verfahrens durchgeflihrt mit einem p-Wert-Cutoff
von 0,05 oder einen FDR von 5%. Fur die Analyse wurden alle Regulationen mit einem
unkorrigierten p-Wert unter oder gleich 0,05 verwendet (Tabelle 17). Zur Durchfliihrung der
Enrichment Analysen wurden diverse Datenbanken und Programme angewandt (Yu et al,,
2016; Yu et al., 2012; Huang da et al., 2009b; Huang da et al., 2009a). Zur Analyse der
Anreicherung der Kinasen wurde zusatzlich PhosphoSite Bioinformatic verwendet (Hornbeck
et al., 2015).

4.5.1 Enrichment Analyse der Signalwege nach Infektion mit NmB

Eine Enrichment Analyse der regulierten Signalwege wurde fur die Vergleiche NmB Wildtyp
zu Kontrollzellen (,MC58 vs con®), der Kapselmutante zu Kontrollzellen (,MC58siaD vs con)
und zwischen den beiden Stammen (,MC58 vs MC58siaD“) durchgefihrt. Ein Vergleich der
annotierten Signalwege, die in den verschiedenen Probengruppen ermittelt wurden, ist in
Abbildung 26 zusammenfassend dargestellt. Auf der x-Achse sind die Probengruppen
dargestellt, sowie die Anzahl der phosphorylierten Proteine, die in der Enrichment Analyse
untersucht wurden (in Klammern). Auf der y-Achse sind die Signalwege mit den niedrigsten p-
Werten dargestellt. Das Farbschema links des Punktediagramms entspricht den adjusted p-
Werten, das Gene Ratio stellt das Verhaltnis zwischen regulierten phosphorylierten Proteinen,
die einem bestimmten Signalweg zugeordnet wurden, und den gesamten Phosphorylierungen
die in die Analyse eingegangen sind dar. Die Plots wurden mit Hilfe der in (Yu et al., 2016) und
(Yu et al., 2012) beschriebenen Anwendungen durch die Firma Biogenity kreiert. Die
ermittelten Termini der Enrichment Analyse und Beschreibung der Konditionen sind aus

diesem Grund auf Englisch verfasst. Hierbei beschreibt ,con® die Kontrollzellen.
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Wie in Abbildung 26 dargestellt, Gberlappen sich die annotierten Signalwege nach Infektion
mit dem NmB Wildtyp und der Kapselmutante. Die hochste Signifikanz hat in beiden
Untersuchungen der Terminus ,Regulation of mRNA stability by proteins that bond AU-rich
elements®. Die Kapselmutante weist zudem Termini auf, die nicht bei Analyse der
Phosphorylierungen durch den Wildtyp Stamm ermittelt wurden. Zu diesen gehéren

.Intracellular signaling by second messengers“ und ,PTEN Regulation®.
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Abbildung 26: Enrichment Analyse der Signalwege nach Infektion mit dem NmB Wildtyp und dessen
Kapselmutante. Die Signalweg Enrichment Analyse wurde unter Verwendung des Benjamini-Hochberg-
Verfahrens mit einem p-Wert-Cutoff 0,05 oder einer FDR von 5% durchgefiihrt. Als Grundlage der Analyse wurden
alle Regulationen mit einem unkorrigierten p-Wert unter 0,05 verwendet. Aufgefiihrt sind die Ergebnisse der
Vergleiche des Wildtyps mit den Kontrolizellen (,MC58 vs con®), der Kapselmutante mit den Kontrollzellen
(,MC58siaD vs con“) und der beiden Stdmme untereinander (,MC58siaD vs MC58").
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4.5.2 Enrichment Analyse der zellularen Komponenten nach Infektion mit
NmB

Eine weitere Enrichment Analyse wurde zur Untersuchung der zellularen Komponenten nach
Infektion mit den NmB erstellt. Diese wurde in gleicher Weise erstellt, wie in 4.5.1 beschrieben.
Auch in dieser Analyse wurde der Effekt der Infektion mit den beiden NmB Stammen mit den
uninfizierten Kontrollen verglichen sowie der Effekt der Kapselmutante auf die
Phosphorylierungen in den HIBCPP-Zellen mit dem Effekt der Infektion mit dem Wildtyp
Stamm. Eine groRe Anzahl der in Abbildung 27 aufgefuhrten Termini der zellularen
Komponenten werden nach Infektion mit sowohl dem Wildtyp als auch der Kapselmutante
identifiziert. Die Analyse der durch die Kapselmutante induzierten Phosphorylierungen ergab
jedoch zuséatzliche zelluldare Komponenten, die durch den Wildtyp Stamm nicht signifikant
induziert wurden. Zu diesen gehéren die Termini ,cell-cell-junction®, ,cell leading edge*,
.desmosone® und ,costamere®. Weitere Termini wurden zudem durch die Kapselmutante

starker beeinflusst, als durch den Wildtyp (,MC58siaD vs con®).
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Abbildung 27 Enrichment Analyse der zelluliren Komponenten nach Infektion mit dem NmB Wildtyp und
dessen Kapselmutante. Die Enrichment Analyse der zellularen Komponenten wurde unter Verwendung des
Benjamini-Hochberg-Verfahrens mit einem p-Wert-Cutoff 0,05 oder einer FDR von 5% durchgefihrt. Als Grundlage
der Analyse wurden alle Regulationen mit einem unkorrigierten p-Wert unter 0,05 verwendet. Aufgefihrt sind die
Ergebnisse der Vergleiche des Wildtyps mit den Kontrollzellen (,MC58 vs con*), der Kapselmutante mit den
Kontrollzellen (,MC58siaD vs con*) und der beiden Stdmme untereinander (,MC58siaD vs MC58").
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4.5.3 Enrichment Analyse der molekularen Funktionen nach Infektion mit
NmB

Auf die in 4.5.1 beschriebe Weise, wurden auch Enrichment Analysen der molekularen
Funktion nach Infektion mit den NmB Stammen durchgeflihrt (Abbildung 28). Auch in dieser
Analyse ist zu erkennen, dass fur die induzierten Phosphorylierungen des Wildtyps Termini
ermittelt wurden, die auch durch die Kapselmutante reguliert werden. Zusatzlich zu den, nach
Infektion mit dem Wildtyp ermittelten Termini, konnten bei Untersuchung der durch die
Kapselmutante induzierten Phosphorylierungen weitere molekulare Funktionen festgestellt
werden. Bei Vergleich der beiden infizierten Konditionen zeigt sich, dass die Kapselmutante
einen groReren Einfluss auf die molekularen Funktionen der HIBCPP-Zellen hat. Die hdochste

Signifikanz hat in allen drei Vergleichen der Terminus ,cadherin binding*.
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Abbildung 28: Enrichment Analyse der molekularen Funktionen nach Infektion mit dem NmB Wildtyp und
dessen Kapselmutante. Die Enrichment Analyse der molekularen Funktionen wurde unter Verwendung des
Benjamini-Hochberg-Verfahrens mit einem p-Wert-Cutoff 0,05 oder einer FDR von 5% durchgefihrt. Als Grundlage
der Analyse wurden alle Regulationen mit einem unkorrigierten p-Wert unter 0,05 verwendet. Aufgefihrt sind die
Ergebnisse der Vergleiche des Wildtyps mit den Kontrollzellen (,MC58 vs con®), der Kapselmutante mit den
Kontrollzellen (,MC58siaD vs con*) und der beiden Stdmme untereinander (,MC58siaD vs MC58").
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4.5.4 Enrichment Analyse der biologischen Funktionen nach Infektion mit
NmB

Auch der Einfluss der Infektion der NmB Stdmme auf die biologischen Funktionen der
HIBCPP-Zellen wurde mit Hilfe einer Enrichment Analyse der Phosphoproteomik Daten
ermittelt (Abbildung 29). Fast alle Termini, die in der Analyse gefunden wurden, ergaben sich
durch die Infektion der HIBCPP-Zellen mit sowohl dem Wildtyp Stamm als auch der
Kapselmutante im Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Es wurden zudem biologische
Funktionen, die nur durch die Kapselmutante signifikant reguliert wurden, ermittelt. Die
Mehrzahl der Termini, welche aus dem Vergleich beider Stamme mit den Kontrollzellen

hervorgingen, weisen auf eine Regulation der mRNA wahrend der Infektion der Zellen hin.
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Abbildung 29: Enrichment Analyse der biologischen Funktionen nach Infektion mit dem NmB Wildtyp und
dessen Kapselmutante. Die Enrichment Analyse der biologischen Funktionen wurde unter Verwendung des
Benjamini-Hochberg-Verfahrens mit einem p-Wert-Cutoff 0,05 oder einer FDR von 5% durchgefiihrt. Als Grundlage
der Analyse wurden alle Regulationen mit einem unkorrigierten p-Wert unter 0,05 verwendet. Aufgefihrt sind die
Ergebnisse der Vergleiche des Wildtyps mit den Kontrollzellen (,MC58 vs con®), der Kapselmutante mit den
Kontrollzellen (,MC58siaD vs con®) und der beiden Stdmme untereinander (,MC58siaD vs MC58").
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4.5.5 Enrichment Analyse der Kinase-Anreicherung nach Infektion mit NmB

Zuletzt wurde eine Enrichment Analyse der Kinasen nach Infektion der HIBCPP-Zellen mit den
NmB Stammen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen durchgefiihrt. In Abbildung 30 ist
der Vergleich der Infektion der HIBCPP-Zellen mit den beiden NmB Stammen in Bezug auf die
Anreicherung verschiedener Kinasen dargestellt, sowie der Vergleich der Infektion mit Wildtyp
und Kapselmutante zueinander. Fast alle der aufgeflihrten Kinasen wurden durch beide NmB
Stamme reguliert, mit Ausnahme von MAPKAPK2 und CDK1. Die Gene Ratio bei Vergleich
beider Stamme deutet auf einen starkeren Einfluss der Kapselmutante auf die Anreicherung

der Kinasen hin.
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Abbildung 30: Enrichment Analyse der Kinase Anreicherung nach Infektion mit dem NmB Wildtyp und
dessen Kapselmutante. Die Enrichment Analyse der Kinase Anreicherung wurde unter Verwendung des
Benjamini-Hochberg-Verfahrens mit einem p-Wert-Cutoff 0,05 oder einer FDR von 5% durchgefihrt. Als Grundlage
der Analyse wurden alle Regulationen mit einem unkorrigierten p-Wert unter 0,05 verwendet. Aufgefihrt sind die
Ergebnisse der Vergleiche des Wildtyps mit den Kontrollzellen (,MC58 vs con®), der Kapselmutante mit den
Kontrollzellen (,MC58siaD vs con*) und der beiden Stdmme untereinander (,MC58siaD vs MC58").
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5 Diskussion

5.1 Die Rolle des Plexus choroideus wahrend der Infektion

verschiedener bakterieller Erreger

Der PC stellt eine Barriere zwischen Blutkreislauf und dem CSF dar. Somit gelangen Bakterien
bei einer systemischen Infektion Gber den Blutkreislauf mit den PC-Epithelzellen in Kontakt
und missen diese Uberwinden, um in das ZNS vorzudringen. Mit Hilfe eines invertierten
Zellkulturmodells der HIBCPP-Zellen (Schwerk et al., 2012) kann der Kontakt der Erreger mit
der basolateralen (dem Blutstrom zugewandten) Seite der CP Epithelzellen in vitro untersucht
werden, um somit die Rolle der BLS wahrend einer bakteriellen Meningitis weiter zu
charakterisieren. Die Infektion durch verschiedene Gram-positive und Gram-negative
bakterielle Erreger wurde bereits fur HIBCPP-Zellen nachgewiesen. So wurde die Infektion der
HIBCPP-Zellen durch N. meningitidis Serogruppe B und Serogruppe C sowie S. suis und
deren Kapselmutanten beschrieben (Borkowski et al., 2014; Schwerk et al., 2012). Auch die
Infektion der HIBCPP-Zellen durch H. influenzae und verschiedene Varianten dieses Erregers,
welche die Kapsel und/oder die Fimbrien nicht exprimieren, konnte in dem Zellkultursystem
nachgewiesen werden (Hauser et al., 2018). Fir diese Gram-positiven und Gram-negativen
Erreger wurden zudem erhdhte Infektionsraten von HIBCPP-Zellen nach Deletion der Kapsel
beobachtet (Hauser et al., 2018; Borkowski et al., 2014; Schwerk et al., 2012). Dies deutet auf

eine wichtige Rolle der bakteriellen Kapsel und deren Rolle bei der Infektion der BHS hin.

Die Kapsel wird als essenzieller Virulenzfaktor bakterieller Erreger betrachtet. Die Expression
eines Kapselpolysaccharides ermdglicht den Erregern das Uberleben im Blutkreislauf,
wodurch sie die Schranken des ZNS erreichen kénnen. Die dort stattfindende Infektion von
Wirtszellen durch die Bakterien wird jedoch durch die Kapsel auf Grund von elektrostatischer
AbstoRung oder der Abdeckung bakterieller Strukturen, die zur Adhasion genutzt werden
kénnen, inhibiert (Kim et al., 2003; Hammerschmidt et al., 1996a; St Geme et al., 1991).

Da die genauen molekularen Vorgange wahrend der Infektion der BLS durch die Gram-
negativen bzw. Gram-positiven pathogenen Erreger N. meningitidis, H. influenzae und S. suis
noch nicht vollstandig entschlisselt sind, wurde in dieser Studie ein Vergleich der Rollen der
Dynamin-vermittelten Endozytose sowie der MAPK Erk1/2 und p38 wahrend der Infektion von
HIBCPP-Zellen als in vitro Modell der BLS durch diese Erreger durchgefihrt. Zusatzlich zu
den Auswirkungen der Expression der Kapsel wurde, im Fall von H. influenzae, auch der
Einfluss der Fimbrien auf die Infektionsraten untersucht. Auf Grund erster Ergebnisse wurde

der Fokus im spateren Verlauf der Studie auf die N. meningitidis Stdmme der Serogruppen B
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und C sowie den Einfluss ihrer Kapselexpression wahrend der Infektion der HIBCPP-Zellen

gelegt.

5.2 Die Rolle von Dynamin wahrend der Infektion der HIBCPP-Zellen

durch verschiedene bakterielle Erreger

Pathogene Erreger haben eine Vielzahl an Mechanismen entwickelt, um Wirtszellen zu
infizieren und dabei Mechanismen der Zellen zu ihrem Vorteil zu nutzen. Dabei ist wahrend
der Infektion der Wirtszelle durch die Erreger der erste Schritt oftmals die Adhasion an der
Oberflache der Wirtszelle und eine Interaktion mit den Oberflachenproteinen der Zelle. Diese
Interaktion kann durch die bakterielle Kapsel beeinflusst werden, da diese
Oberflachenproteine der Erreger maskieren kann. Nach der Adhéasion an der Oberflache der
Wirtszelle nutzen Erreger die Endozytose-Maschinerie, um in die Zellen vorzudringen, was die
Manipulation des Aktin-Zytoskeletts sowie wirtseigener Signalwege involviert (Cossart et al.,
2014; Scibelli et al., 2007; Munter et al., 2006). In dieser Studie wurden unterschiedliche
Auswirkungen der Inhibition der Dynamin-vermittelten Endozytose auf die Infektionsraten

verschiedener Gram-positiver und Gram-negativer Erreger beobachtet.

Die Dynamin-abhangige Endozytose kann in CVE und Caveolin-vermittelte Endozytose
unterschieden werden, jedoch kénnen auch Dynamin-unabhangige Endozytoseprozesse an
den Wirtszellen stattfinden (Sathe et al., 2018; Lin et al., 2010). Die CVE reguliert sowohl die
Aufnahme von Oberflachenrezeptoren als auch deren nachgestellte Signaltransduktion (Xiao
et al., 2018). Diese Signalwege kénnen durch eine Dysregulation der Endozytose, und dem
damit einhergehenden Rezeptor-Recycling sowie dem Abbau in Lysosomen, reguliert werden
(Xiao et al., 2018; Paul et al., 2015). Damit hat die CVE Einfluss auf die Internalisation von an
der Plasmamenbran lokalisierten Rezeptoren, deren Expression sowie auf die durch die
Rezeptoren induzierten Signalkaskaden (Gonnord et al., 2012; McMahon et al., 2011; Sorkin
et al., 2009). Umgekehrt kann die CVE auch durch aufgenommene Substanzen sowie durch
downstream Signalwege in den Zellen dynamisch reguliert werden (Reis et al., 2015; Di Fiore
et al., 2014; Loerke et al., 2009; Puthenveedu et al., 2006). Die Endozytosemaschinerie der
Zelle kann auch durch pathogene Erreger genutzt oder manipuliert werden, damit diese in den
intrazellularen Raum der Zellen vordringen kénnen. Hierbei nutzen die Erreger oft Strukturen,
die denen der Wirtszellen ahneln (molecular mimicry) oder auch verschiedene Toxine, um den
zelleingenen Endozytosemechanismus zu Ihrem Zweck zu nutzen (Walpole et al., 2020). Fr
das Gram-positive Bakterium L. monocytogenes konnte zuletzt eine Abhangigkeit der
Dynamin-vermittelten Endozytose wahrend der Infektion von HIBCPP-Zellen ermittelt werden

(Dinner et al., 2017). In der vorliegenden Arbeit wurde die Manipulation der Dynamin-

119



Diskussion

vermittelten Endozytose in HIBCPP-Zellen durch pathogene Erreger anhand eines weiteren
Gram-positiven Erregers (S. suis) sowie Gram-negativer Erreger (H. influenzae und N.

meningitidis) untersucht.

5.2.1 N. meningitidis

Im Fall des humanpathogenen Bakteriums N. meningitidis wurde bei Kontakt mit Epithelzellen
bereits eine negative Regulation der Kapsel beschrieben (Deghmane et al, 2002;
Hammerschmidt et al., 1996b). Eine hdhere Infektionsrate der Kapselmutante im Vergleich zu
dem bekapselten Wildtyp Stamm wurde auch in HIBCPP-Zellen beobachtet (Borkowski et al.,
2014; Schwerk et al., 2012) und in dieser Arbeit bestatigt. Aus diesem Grund wurde im
nachsten Schritt der Effekt der Inhibition der Dynamin-vermittelten Endozytose auf Stamme
der N. meningitidis Serogruppen B und C in An- und Abwesenheit der Kapsel ermittelt. Zu
diesem Zweck wurden die HIBCPP-Zellen in der UK mit dem Inhibitor Dynasore vorbehandelt,
bevor die Zellen mit den N. meningitidis Stammen infiziert wurden. Die Infektion in der UK
entspricht dabei der in vivo Situation, in welcher die Erreger sich im Blut angereichert haben
und von dort aus die Plexusepithelzellen infizieren. Die Ergebnisse dieser Studie weisen auf
eine zentrale Rolle der Dynamin-vermittelten Endozytose wahrend der Infektion durch die
NmB und NmC Stadmme hin, jedoch nur in Abwesenheit des wichtigsten Virulenzfaktors der
Erreger: der bakteriellen Kapsel (Tzeng et al., 2016). Es kann spekuliert werden, dass durch
die Kapsel Oberflachenproteine von N. meningitidis maskiert werden, die im Fall von
unbekapselten N. meningitidis Stammen durch Manipulation des Dynamin Signalwegs eine
héhere Invasion ermdglichen. Im Kontrast dazu scheinen die bekapselten Stamme beider
Serogruppen, welche eine geringere Infektionsrate in HIBCPP-Zellen aufweisen, in der Lage
zu sein, einen Dynamin-unabhangigen Signalweg zu aktivieren. Auch fir einen unbekapselten
Stamm des Erregers Streptococcus pneumoniae konnte eine Dynamin-unabhangige Infektion
von HBMEC, Endothelzellen der BHS, nachgewiesen werden (Anil et al., 2020). Weitere
Beispiele fir Dynamin-unabhangige Endozytose in Wirtszellen sind die lipid raft-abhangige

Endozytose, Flotilin-abhangige Endozytose sowie Macropinocytose (Lin et al., 2010).

5.2.2 H. influenzae

Interessanterweise konnte in dieser Arbeit nach Inhibition der Dynamin-vermittelten
Endozytose keine Veranderung der Infektionsraten von H. influenzae festgestellt werden.
Hierbei wurden die HIBCPP-Zellen mit den H. influenzae Stdmmen in An- und Abwesenheit
der Kapsel und Fimbrien nach Vorbehandlung der Zellen mit dem Dynamin Inhibitor Dynasore

von der basolateralen Seite der Zellen aus infiziert. Obwohl zuletzt unterschiedliche
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Infektionsraten des H. influenzae Stamms und dessen Varianten festgestellt wurden, welche
aus einem Verlust der Kapsel, der Fimbrien oder beider Virulenzfaktoren resultierten (Hauser
et al., 2018) und auf eine Rolle dieser Virulenzfaktoren bei der Infektion der HIBCPP-Zellen
hindeuten, konnte keine Veranderung der Anzahl intrazellularer Bakterien bei Inhibition der
Dynamin-vermittelten Endozytose beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass auch H.
influenzae einen der Dynamin-unabhangigen Endozytosemechanismen nutzt, zu denen die
lipid-raft-abhangige  Endozytose, die Flotilin-abhangige Endozytose sowie die
Makropinozytose gezahlt werden (Sathe et al., 2018; Lin et al., 2010). Diese Mechanismen
wurden fur einige pathogene Erreger sowie eine Vielzahl an Viren beschrieben (Lin et al.,
2010). Wie in 5.2.1 beschrieben, wird die Dynamin-unabhangige Form der Endozytose auch
bei Infektion der HIBCPP-Zellen mit den bekapselten N. meningitidis Stammen der

Serogruppen B und C beobachtet.

5.2.3 S. suis

Zusatzlich zu den beiden Gram-negativen Erregern wurde auch der Einfluss der Dynamin-
vermittelten Endozytose auf die Infektionsmechanismen eines Gram-positives Bakteriums,
S. suis, untersucht. Dies ermdglicht Vergleiche mit dem zuvor analysierten Gram-positiven
Erreger L. monocytogenes und dessen Infektionsmechanismen in HIBCPP-Zellen. Des
Weiteren ist somit ein Vergleich der Infektion der Epithelzellen der BLS durch Gram-positive

und Gram-negative Erreger moglich.

Auch fur S. suis wurde eine hohere Infektionsrate in HIBCPP-Zellen in Abwesenheit der
bakteriellen Kapsel nachgewiesen (Schwerk et al., 2012), welche in dieser Studie bestatigt
wurde. Sowohl fir den Wildtyp als auch die Kapselmutante von S. suis konnte eine verringerte
Infektionsrate nach Inhibition der Dynamin-vermittelten Endozytose festgestellt werden. Dies
deutet auf eine Manipulation dieses Endozytose-Mechanismus bei der Infektion von HIBCPP-
Zellen durch den Erreger hin. Die zuvor beschriebene Abhangigkeit der Infektion der HIBCPP-
Zellen durch L. monocytogenes von der Dynamin-vermittelten Endozytose (Dinner et al., 2017)
wird somit bei einem weiteren Gram-positiven Erreger beobachtet. Im Unterschied zu den in
dieser Studie analysierten Gram-negativen Erregern, scheint die Expression der Kapsel
keinen Effekt auf die Abhangigkeit des Erregers von der Dynamin-vermittelten Endozytose
wahrend der Infektion der HIBCPP-Zellen zu haben.

Im Gegensatz zu den Mechanismen der Infektion durch Listerien (Radoshevich et al., 2018),
ist zu der Rolle der Endozytose bei Infektion mit S. suis vergleichsweise wenig bekannt. Als

zell-aktivierende Komponenten von S. suis wurden unter anderem die Lipoproteine als auch
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die Bestandteile der Zellwand wie LTA angefiihrt. Diese kdnnen Einfluss auf die Adhasion der
Erreger an den Zellen haben (Wichgers Schreur et al., 2010; Fittipaldi et al., 2008).

5.2.4 Zusammenhang der Dynamin vermittelten Endozytose und Wirtszell-

Signaltransduktion wahrend bakterieller Infektionen

In friheren Studien wurde schon der Einfluss des Inhibitors Dynasore auf die MAPK Erk1/2
und p38 beschrieben (Dinner et al., 2017). Zudem wurde in Krebszellen eine Rolle von Erk1/2
bei der CVE sowie der Einleitung der Bildung von clathrin-coated-pits beobachtet, welche sich
wahrend der CVE ausbilden (Xiao et al., 2018). Fir die Aktivierung von Erk1/2 wurden auch
B-Arrestine, die G-Protein gekoppelte Rezeptoren zur Endozytose vorbestimmen, als Faktor
beschrieben (DeFea et al, 2000; Daaka et al, 1998). Des Weiteren wurden ein
Zusammenhang zwischen B-Arrestinen und einer Steigerung der MEK1 vermittelten
Aktivierung von Erk1 sowie die Lokalisation dieser aktivierten Form an Endosomen ermittelt
(Luttrell et al., 2001; McDonald et al., 2000). In HBMEC konnte die Manipulation des [2-
Adrenorezeptor/B-Arrestine Signalwegs durch N. meningitidis als zentraler Mechanismus der
Infektion der BHS beobachtet werden (Coureuil et al.,, 2010). Eine Rolle der Dynamin-
regulierten Endozytose wahrend der Erk1-vermittelten Signaltransduktion wurde beobachtet,
da dominant-negative Mutanten von Dynamin sowohl die Bildung von endozytotischen
Vesikeln als auch die Aktivierung von Erk1 und dessen Aktivator MEK inhibierten (Kranenburg
et al., 1999; Daaka et al., 1998). Zudem war das phosphorylierte MEK an den endozytotischen
Vesikeln, nicht jedoch im Zytoplasma, lokalisiert (Kranenburg et al., 1999). In vitro konnte in
Endothelzellen eine Aktivierung der MAPK p38 durch den Inhibitor Dynasore beobachtet
werden, jedoch nicht der MAPK Erk1/2 (Choi et al., 2014). Gleiches wurde in HIBCPP-Zellen
beobachtet (Dinner et al., 2017). Auf Grund der Verbindung der Endozytose und der MAPK
Signalwege wurde im nachsten Schritt der Einfluss der MAPK Erk1/2 und p38 auf die Infektion

durch die verschiedenen Bakterienstamme untersucht.
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5.3 Die Rolle der MAPK-Signalkaskade in Folge einer Infektion der

HIBCPP-Zellen durch verschiedene bakterielle Erreger

Der MAPK Signalweg ist einer der wichtigsten regulatorischen Mechanismen in
eukaryotischen Zellen und halt eine zentrale Rolle in der Immunantwort inne (Krachler et al.,
2011). Wahrend einige pathogene Erreger die MAPK Signalwege aktivieren und diese zur
erhdhten Invasion der Wirtszellen nutzen (Dinner et al., 2017; Hashino et al., 2015; Schorey
et al, 2003), inhibieren andere Erreger die Phosphorylierung der MAPK, um die

Entziindungsreaktion der Zellen zu reduzieren (Reiterer et al., 2011; Orth et al., 1999).

Um die Rolle der beiden MAPK Signalwege wahrend der Infektion durch verschiedene Erreger
zu untersuchen, wurden die HIBCPP-Zellen mit spezifischen Inhibitoren, welche die
Aktivierung der MAPK Erk1/2 (U0126) und p38 (SB203580) unterbinden, vorbehandelt.
AnschlieRend wurden die Zellen in der UK mit den verschiedenen Bakterienstdmmen infiziert.
Beide Inhibitoren weisen eine hohe Selektivitat auf, die in mehreren Studien belegt wurde
(Favata et al., 1998; Cuenda et al., 1995), und wurden bereits in vivo Studien angewandt
(Marampon et al., 2009; Favata et al., 1998). Zusatzlich zur Inhibition der Erk1/2 MAPK
Signalkaskade wurde jedoch eine Blockierung der Kaliumkanale in primaren Neuronen und
Gehirnschnitten als weiterer Effekt des Inhibitors U0126 beobachtet (Wang et al., 2018). Eine
weitere Studie wies dem Inhibitor eine Wirkung als Antioxidans nach, der in PC12 Zellen eine
schutzende Wirkung gegen oxidativen Stress-induzierten Zelltod hatte (Ong et al., 2015). Aus
diesem Grund mussen bei der Anwendung von diesen Inhibitoren mogliche Nebeneffekte in
Betracht gezogen und die Ergebnisse der Studien unter diesen Voraussetzungen interpretiert

werden.

5.3.1 N. meningitidis

Da der Fokus dieser Studie auf die Infektionsmechanismen von N. meningitidis gelegt war,
wurde zunachst die Aktivierung der MAPK Erk1/2 und p38 durch die NmB und NmC Stamme
untersucht. Nach Infektion der HIBCPP-Zellen in der UK konnte, im Vergleich zu der
unbehandelten Kontrolle, eine schwache Aktivierung von Erk1/2 festgestellt werden. Dies steht
in Kontrast zu der Infektion der HIBCPP-Zellen mit L. monocytogenes, bei welcher eine
signifikante Aktivierung von Erk1/2 und p38 beobachtet wurde (Dinner et al., 2017). Die MAPK
p38 hingegen, wurde von allen untersuchten N. meningitidis Stammen aktiviert, wobei eine
starkere Phosphorylierung nach Infektion mit den NmB Stdmmen im Vergleich zu den NmC

Stammen beobachtet wurde. In HBMEC, einem in vitro Zellkultursystem der BHS, wurde
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bereits eine Aktivierung der MAPK p38 und JNK nach Infektion mit dem NmB Wildtyps (MC58)

sowie dessen Kapselmutante beschrieben, nicht jedoch von Erk1/2 (Sokolova et al., 2004).

Die Inhibition des Erk1/2 Signalwegs resultierte in einer signifikanten Reduktion der
intrazellularen Bakterien der NmB und NmC Wildtyp Stamme in HIBCPP-Zellen. Dies korreliert
mit den Ergebnissen von Dinner et al.,, die eine Abhangigkeit der Infektion der L.
monocytogenes in HIBCPP-Zellen von Erk1/2 beschreiben (Dinner et al., 2017). In HBMEC,
einem Modell der BHS, wurde hingegen eine Rolle der p38 und JNK MAPK Signalwege bei
Infektion mit N. meningitidis beobachtet, jedoch konnte innerhalb der ersten 8 h der Infektion
keine Aktivierung von Erk1/2 festgestellt werden. (Sokolova et al., 2004). Auffallig ist, dass im
Gegensatz zu der Invasion von L. monocytogenes in HIBCPP-Zellen, die N. meningitidis
Wildtyp Stdamme keine Dynamin-abhangige Endozytose aufweisen, jedoch gleichermalen
eine Abhangigkeit von der MAPK Erk1/2 bei der Infektion zeigen. Da eine komplexe
Verzahnung und Abhangigkeit der Endozytose und den Signalkaskaden der Zelle besteht,
lasst dies auf unterschiedliche Prozesse bei der Infektion beider Erreger schlief3en, die noch
im Detail entschlisselt werden missen. In diesem Zusammenhang wurde unter anderem flr
verschiedene Rezeptoren der Wirtszellmembran eine Interaktion mit dem Erk1/2 Signalweg
beschrieben (Cassier et al., 2017; Caunt et al., 2006).

Um den Einfluss der Polysaccharidkapsel zu untersuchen, wurden auch mit den
Kapselmutanten beider N. meningitidis Stdmme Infektionsversuche unter Anwendung der
MAPK Inhibitoren durchgefiihrt. Interessanterweise wiesen die Kapselmutanten der NmB und
NmC Stamme eine signifikant erhéhte Anzahl intrazellularer Bakterien in HIBCPP-Zellen nach
Inhibition des Erk1/2 Signalwegs auf. Dies steht in starken Kontrast zu den Wildtyp Stammen
und deutet darauf hin, dass die Kapsel der Erreger wichtige Virulenzfaktoren maskiert, welche
Einfluss auf den Infektionsmechanismus der Bakterien nehmen kénnen. Eine verringerte
Infektion von HIBCPP-Zellen durch NmB und NmC Wildtyp Stdmme auf Grund der bakteriellen
Kapsel wurde bereits gezeigt (Borkowski et al., 2014; Schwerk et al., 2012) und konnte auch
in dieser Arbeit bestatigt werden. Auch die in 5.2.1 beschriebenen Dynamin-
Inhibitionsexperimente weisen auf unterschiedliche Infektionsmechanismen des Wildtyps und

der Kapselmutante beider Serogruppen hin.

Ein Kapsel-abhangiger Einfluss auf die Infektion von Wirtszellen sowie der Genexpression
nach Infektion mit N. meningitidis wurde bereits beschrieben (Schubert-Unkmeir et al., 2007;
Unkmeir et al., 2002; Virji et al., 1995). Zudem konnte in einer Studie, in welcher Makrophagen
mit dem Gram-negativen Bakterium Burkholderia pseudomallei infiziert wurden, nach Inhibition
des Erk1/2 Signalwegs kein Effekt auf die Anzahl intrazellularer Bakterien festgestellt werden
(D'Elia et al., 2017).
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Die Inhibition von p38 resultierte in Fall beider Wildtyp Stamme der N. meningitidis
Serogruppen B und C in signifikant verringerten Infektionsraten von HIBCPP-Zellen. Dies
deutet auf eine Abhangigkeit der Infektion der Zellen durch diese Erreger von dem p38
Signalweg hin. Unterschiede in den Infektionsmechanismen der N. meningitidis Stamme
beider Serogruppen konnten nach Inhibition des p38 MAPK Signalwegs in HIBCPP-Zellen
festgestellt werden. Wahrend die Unterbindung der Aktivierung von p38 zu einer signifikanten
Verringerung der Anzahl intrazellularer Bakterien der NmC Kapselmutante in HIBCPP-Zellen
fuhrte, konnte keine signifikante Anderung der Infektionsrate fiir die NmB Kapselmutante

festgestellt werden.

Da nach Behandlung mit Dynasore eine Aktivierung von p38 in HIBCPP-Zellen beschrieben
wurde (Dinner et al., 2017), ist es mdglich, dass diese Aktivierung von p38 einen positiven
Effekt auf die Infektion durch die Erreger hatte: Durch die Aktivierung von p38 bei Inhibition
der Dynamin-vermittelten Endozytose konnten die beiden Nm Wildtyp Stdmme, deren
Infektion von HIBCPP-Zellen in dieser Studie eine Abhangigkeit von p38 aufwies, besser

invadiert sein.

Eine weitere Studie, welche die Endozytose mit den darauffolgenden Prozessen in den Zellen
verbindet, konnte einen inhibitorischen Effekt durch Unterbindung der Aktivierung von
Dynamin auf die Aktivierung einer RTK, die primar durch CVE internalisiert wird, und der
darauffolgenden downstream Aktivierung von Erk1/2 und Akt beschreiben. Die Inhibition der
Dynamin-abhangigen Endozytose konnte jedoch in der gleichen Studie nicht die Aktivierung
des EGF Rezeptor (EGFR) und die downstream Aktivierung von Erk1/2 und Akt unterbinden
(Heldin et al., 2019). Diese Studien unterstreichen die Verzahnung der Endozytose

verschiedener Rezeptoren mit den Signalkaskaden der Zellen.

5.3.2 H. influenzae

Die Rolle von Erk1/2 und p38 bei der Infektion von HIBCPP-Zellen wurde weiterhin fir den
Gram-negativen Erreger H. influenzae untersucht. H. influenzae wies eine signifikante
Abhangigkeit von den MAPK Signalwegen bei der Infektion in HIBCPP-Zellen auf. Wurden die
MAPK Erk1/2 oder p38 inhibiert, so war die Infektion durch den Erreger fast vollstandig
unterbunden. Auch bei Infektion mit den Varianten des Erregers ohne Kapsel und Fimbrien
konnte eine signifikante Reduktion der Infektion nach Inhibition der MAPK Signalwege
festgestellt werden. Dies unterscheidet H. influenzae von N. meningitidis, da, im Fall von
H. influenzae, der Virulenzfaktor Kapsel keinen Einfluss auf die Abhangigkeit der Infektion von
HIBCPP-Zellen von den beiden MAPK aufweist.
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Wahrend die Infektion von HIBCPP-Zellen durch H. influenzae generell von der Aktivierung
der MAPK abhangig war, hatte die Inhibition der Dynamin-abhangigen Endozytose keinen
Einfluss auf die Infektion durch alle Varianten (vgl. 5.2.2). Dieser Zusammenhang ist bisher
unbeschrieben und muss weiter untersucht werden. Jedoch konnte gezeigt werden, dass
Glukokortikoide synergistisch die NTHi-induzierte Toll-like Rezeptor (TLR) 2-Expression durch
spezifische Hochregulierung der MAPK-Phosphatase-1 verstarken kénnen. Dies flhrt zu einer
Dephosphorylierung und der damit einhergehenden Inaktivierung der MAPK p38, welche die
Expression des TLR2 negativ reguliert. Darliber hinaus resultierte die erhéhte Expression von
TLR2 in Epithelzellen auch in einer NTHi-induzierten Expression einiger Zytokine, wie tnfa,
il'1B und il8, was die physiologische Relevanz der TLR2-Hochregulation fir die bakterielle
Pathogenese unterstreicht (Imasato et al., 2002). Dies kdnnte auch darauf hindeuten, dass die
Dephosphorylierung der MAPK p38 einen positiven Einfluss auf die Infektion der N.
meningitidis Stdmme nehmen kdénnte, da in HIBCPP-Zellen TLR2/TLR6 anstelle von TLR4
oder TLR2/TLR1 an der Zellreaktion nach einer N. meningitidis-Infektion beteiligt sind
(Borkowski et al., 2014).

5.3.3 S. suis

Auch fir den Gram-positiven Erreger S. suis wurde der Einfluss der MAPK Erk1/2 und p38 auf
die Infektion von HIBCPP-Zellen durch die Bakterien in An- und Abwesenheit der Kapsel
untersucht. Die Ergebnisse dieser Infektionsexperimente deuten auf eine Abhangigkeit des
Erregers und dessen Kapselmutante von der Aktivierung beider MAPK in HIBCPP-Zellen hin.
Bei diesen Versuchen konnte kein Unterschied zwischen Wildtyp und Kapselmutante
festgestellt werden. Damit spiegeln die S. suis Stamme die MAPK-abhangige Infektion von
HIBCPP-Zellen durch den Gram-positiven Erreger L. monocytogenes wieder (Dinner et al.,
2017). Die Kapsel von S. suis wurde bereits bei der Phagozytose mit einer Inhibition
verschiedener Signalwege assoziiert. Die Infektion mit der Kapselmutante fuhrte hingegen zu
einem hohen Mal an Phosphorylierung von Akt and PKCa (Segura et al., 2004). In diesem
Zusammenhang ware es von Interesse in zukinftigen Studien den Einfluss des Erregers auf
die Aktivierung oder Inhibition verschiedener Signalwege in HIBCPP-Zellen weiter zu

untersuchen.
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5.4 Bakterielle Erreger induzieren die Expression von il6 und il8 in
HIBCPP-Zellen in Abhangigkeit von der MAPK-Signalkaskade

Kennzeichen einer schweren Infektion sind die Dysregulation der Immunantwort, welche durch
einen Anstieg der Expression von Zytokinen und Chemokinen und einer erhéhten Belastung
durch die Erreger charakterisiert wird (Klemm et al.,, 2017). So ist auch fir die bakterielle
Meningitis eine, durch die bakteriellen Erreger und das Einstrdmen von Neutrophilen
ausgeldste, Inflammation charakteristisch. Ein groRer Anteil der im Liquor freigesetzten
Zytokine wird von eingewanderten, aktivierten Leukozyten produziert, jedoch tragen auch das
Parenchym, mikrovaskulare Endothelzellen, Ependymzellen der Ventrikel sowie
Plexusepithelzellen dazu bei (Neal et al., 2013; Schwerk et al., 2011; Tauber et al., 1999). Im
Fall der bakteriellen Meningitis sind erhéhte Konzentrationen an TNF-a, IL18, IL6, IL8, CXCL1
und IL10 vorzufinden (Tauber et al.,, 1999). Auch die Induktion verschiedener Signalwege,
unter anderem der MAPK, bei der Infektion von Wirtszellen mit verschiedenen Erregern, wurde
mit der Modulation der Immunantwort in Verbindung gebracht (Sokolova et al., 2004; Ameixa
et al., 2002; Czerucka et al., 2001).

Fir die in dieser Arbeit untersuchten Erreger wird die BLS als Eintrittspforte in das ZNS
diskutiert (Herold et al., 2019), und somit auch ihre Rolle wahrend der Immunantwort in Folge
einer Infektion (Dinner et al., 2017; Borkowski et al., 2014; Schwerk et al., 2011). Aus diesem
Grund wurden die Auswirkungen der Infektion von HIBCPP-Zellen mit verschiedenen Gram-
positiven und Gram-negativen Erregern auf die Expression der Botenstoffe il6 und il8
untersucht. Hierbei wurde der Fokus auf den Einfluss der Inhibition der MAPK Erk1/2 und p38
wahrend der Infektion der HIBCPP-Zellen auf die Immunantwort gelegt, sowie den Einfluss

der Virulenzfaktoren Kapsel und Fimbrien.

Bei einer durch Meningokokken verursachten Meningitis wurden bereits hohe Konzentrationen
verschiedener Zytokine und Chemokine im CSF von Patienten nachgewiesen (Tauber et al.,
1999). Auch fir HIBCPP-Zellen konnte eine erhéhte Transkription von Genen, welche fur
proinflammatorische Proteine codieren, nach der Infektion mit Neisserien ermittelt werden
(Borkowski et al., 2014).

5.4.1 N. meningitidis

Um die Expression beider Botenstoffe wahrend der Infektion mit N. meningitidis zu
untersuchen, wurden die HIBCPP-Zellen in der UK fiir 6 h infiziert. Verglichen wurde die
Expression von il6 und il8 in unbehandelten, infizierten Zellen mit Zellen in welchen Erk1/2 und

p38 bei der Infektion inhibiert wurden. Der NmB Stamm sowie dessen Kapselmutante
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verursachten eine signifikante Induktion beider Botenstoffe in den Zellen. Die Inhibition der
MAPK flhrte jedoch zu einem verringertem fold change von il6 in infizierten HIBCPP-Zellen,
wahrend der fold change von il8 nur nach Inhibition von p38 verringert vorgefunden wurde.
Die Inhibition von Erk1/2 fihrte hingegen zu einer signifikanten Erhéhung des il8 fold changes
bei Infektion der HIBCPP-Zellen mit der NmB Kapselmutante. Auch die Infektion mit
Enterovirus in unreifen dendritischen Zellen wurde mit einer erhdhten Sekretion von IL6
korreliert, welche wiederum durch Behandlung der Zellen mit dem p38 MAPK Inhibitor
SB203580 reduziert werden konnte (Peng et al., 2014).

Fir den NmC Wildtyp und dessen Kapselmutante konnte keine signifikante Anderung der fold
changes von jl6 festgestellt werden. Bereits in Untersuchungen von Borkowski et al. wurde
eine vergleichsweise niedrige Expression von il6 in HIBCPP-Zellen beobachtet (Borkowski et
al., 2014). Auch die niedrigeren Infektionsraten der NmC Stamme im Vergleich zu
Infektionsraten der NmB Stamme in HIBCPP-Zellen, welche bereits beschrieben wurden
(Schwerk et al., 2012), kdnnten fur die geringe Induktion der il6 Expression verantwortlich sein.
Die fold changes von il8 wurde von den NmC Stammen in An- und Abwesenheit der Kapsel
signifikant induziert. Zudem flhrte nach Infektion mit NmC, wie auch bei der NmB
Kapselmutante, die Inhibition von Erk1/2 zu einer erhdhten Expression des Botenstoffs in
HIBCPP-Zellen.

In Endothelzellen konnte, nach Inhibition von p38 oder Erk1/2 eine Reduktion von IL6 und IL8
wahrend der Infektion mit L. monocytogenes ermittelt werden (Schmeck et al., 2005). Im
Gegensatz dazu konnte bei Infektion der HIBCPP-Zellen mit L. monozytogenes nach Inhibition
von Erk1/2 eine starkere Aktivierung der Expression von il6 beobachtet werden (Dinner et al.,
2017).

5.4.2 H. influenzae

Die Auswirkung der Infektion der HIBCPP-Zellen in An- und Abwesenheit der MAPK
Inhibitoren auf die Expression von il6 und il8 wurde auch mit verschiedenen H. influenzae
Stammen durchgefiihrt. Uberraschenderweise konnte weder in den unbehandelten, infizierten
Zellen noch nach Inhibition der MAPK eine signifikante Induktion der Genexpression
festgestellt werden. Die Virulenzfaktoren Kapsel und Fimbrien hatten in diesem
experimentellen Ansatz keinen signifikanten Einfluss. Zuvor konnte in dieser Arbeit beobachtet
werden, dass die Inhibition von Erk1/2 und p38 die Infektion der HIBCPP-Zellen durch
H. influenzae fast vollstandig unterband. Die geringe Anzahl invadierter Erreger kdnnte fur den
geringen Effekt auf die Genexpression durch die Infektion der Zellen wahrend der Inhibition
der MAPK verantwortlich sein. In Atemwegsepithelzellen konnten nach Inkubation mit

H. influenzae Endotoxin signifikant hdhere Konzentrationen an 116 und II18 ermittelt werden, die
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wiederum zur chronischen Entziindung der Atemwege beitragen konnten (Khair et al., 1995).
Die Inkubation erfolgte hier jedoch flir 24 h. Eine weitere Studie konnte eine Induktion von i/8
in peripheren mononuklearen Blutzellen nach Infektion mit H. influenzae nachweisen und
diese mit einer Interaktion des Erregers mit den TLR2 und 4 korrelieren (Mogensen et al.,
2006).

5.4.3 S. suis

Die Detektion von S. suis durch Immunzellen fihrt zu der Expression verschiedener Zytokine,
um den Erreger zu eliminieren. Um diesem Prozess zu entgehen, nutzt S. suis eine Reihe an
Virulenzfaktoren. Dabei dient die Kapsel dazu, der Phagozytose zu entgehen sowie, durch
Abschirmung bakterieller Komponenten, die durch Zellen erkannt werden kdnnen, der
Produktion von Zytokinen entgegenzuwirken (Bleuze et al, 2020). Eine Infektion
verschiedener Zelltypen durch S. suis wurde mit der Interaktion mit den TLR assoziiert. Diese
Interaktion fuhrt zu der Rekrutierung des Adaptermolekils MyD88, welches intrazellulare
Signalwege wie die MAPK aktivieren kann. Daraus resultiert die Zytokinproduktion der von
S. suis stimulierten Zellen (Bleuze et al., 2020; Zhang et al., 2018; Bi et al., 2015; de Greeff et
al., 2010; Dominguez-Punaro Mde et al., 2010). Als Zell-aktivierende Komponenten, die eine
Rolle wahrend der Produktion der Zytokine spielen, wurden zudem die Lipoproteine und der
Zellwandbestandteil LTA beschrieben (Wichgers Schreur et al., 2010; Fittipaldi et al., 2008).

Hohe Konzentration von Zytokinen, unter anderem auch IL6, wurden in porcinen, murinen und
humanen Zellen nach Infektion mit dem Erreger festgestellt (Segura et al., 2004; Segura et al.,
2002b; Segura et al., 2002a; Segura et al., 1999). Des Weiteren wurde fir die Kapselmutante
von S. suis eine héhere Expression von Zytokinen in Wirtszellen beschrieben (Vadeboncoeur
et al., 2003; Segura et al., 1999). In dieser Dissertation konnte nach 6 h Infektion mit dem
S. suis Wildtyp und dessen Kapselmutante eine signifikante Induktion der il6 Expression nach
Inhibition von Erk1/2 und p38 verzeichnet werden. Zudem stieg auch die Expression von il8
nach Infektion mit beiden S. suis Stammen signifikant an. Die Inhibition der MAPK Signalwege
in den HIBCPP-Zellen resultierte nach Infektion mit den S. suis Stdmmen in einer signifikanten
Erhdhung der Genexpression im Vergleich zu den Kontrollkonditionen. Auch bei Infektion
humaner peripherer mononuklearer Blut-Zellen mit dem Gram-positiven Organismus
Alloiococcus otitidis konnte eine Induktion der i/8 Genexpression beobachtet werden, die durch
die Inhibition von Erk1/2 und p38 allerdings signifikant vermindert wurde (Harimaya et al.,
2007). In der vorliegenden Arbeit hatte die Inhibition der MAPK jedoch nur vergleichsweise
niedrige fold changes der Botenstoffe il6 und il8 im Vergleich zu unbehandelten, infizierten

Zellen zur Folge.
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5.5 N. meningitidis induzieren die Expression verschiedener Gene
wahrend einer Infektion der HIBCPP-Zellen in Abhangigkeit von
Serogruppe, Kapselexpression und Aktivierung der MAPK
Erk1/2

Die Reaktion des CP auf bakterielle Erreger ist weitestgehend unerforscht. Die Freisetzung
einer Vielzahl an Zytokinen wahrend einer Infektion durch die schiitzenden Barrieren des ZNS
ist von besonderer Bedeutung, da der Liquor eine immunologisch privilegierte Lage innehalt.
Zudem ist die Erkennung und Eliminierung pathogener Erreger ein wichtiger Schritt zum
Schutz des Wirts und kann in der Freisetzung weiterer Signalmolektile enden (Koedel 2009;
Pron et al., 1997). Hierbei spielt die Inflammationsreaktion die Rolle eines unspezifischen
Mechanismus in der frihen Reaktion auf eine Infektion, um die Verbreitung des Erregers zu

verhindern und Immunzellen zu aktivieren (Klemm et al., 2017).

Die Anderung der Genexpression der HIBCPP-Zellen wurde in Borkowski et al. nach 4-
stundiger Infektion mit N. meningitidis Erregern der Serogruppe B sowie dem Tragerisolat a14
untersucht, wobei die Zellen basolateral infiziert wurden (Borkowski et al., 2014). Sowohl in
der Studie von Borkowski et al. als auch in dieser Studie wurden Kapselmutanten der
N. meningitidis Stamme eingesetzt, um den Einfluss der Kapsel auf die Interaktion mit den
HIBCPP-Zellen zu untersuchen. Die Expression der Kapsel schitzt pathogene Erreger, indem
sie deren Erkennung im Wirt verhindert und somit vor dem Angriff des Komplementsystems
und der Phagozytose schiitzt. Des Weiteren ermdglicht sie das Uberleben im Blut und in
phagozytischen und nicht-phagozytischen Zellen (Cress et al., 2014; Spinosa et al., 2007,
Nikulin et al., 2006). Eine Studie des Glycointeraktoms des N. meningitidis Stamms MC58 und
dessen Kapselmutante wies durch die Deletion der Kapsel sowohl den Verlust von
Kohlenhydrat Bindungen aber auch einen Zugewinn anderer Bindungen im Vergleich zu dem
Wildtyp auf. Dies ist von besonderer Bedeutung, da Kohlenhydratstrukturen des Bakteriums
und des Wirts wahrend der Pathogenese des Erregers von Bedeutung sind (Mubaiwa et al.,
2017). Hierbei ist der Zugewinn an Bindungen nach Verlust der Kapsel nicht Gberraschend, da
diese eine unterdrickende Funktion auf die Interaktionen von Wirt und Bakterium auf Grund
der dichten polyanionischen Polysaccharidschicht mit hohem Molekulargewicht aufweist (Virji
2009; Corbett et al., 2004).

Um das Expressionsprofil der HIBCPP-Zellen nach Infektion mit N. meningitidis weiter zu
untersuchen, wurde eine MACE-Analyse durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurden HIBCPP-
Zellen fur 6 h mit dem NmB Wildtyp Stamm sowie dessen Kapselmutante infiziert. Des

Weiteren wurde der Einfluss der MAPK Erk1/2 wahrend der Infektion mit den NmB Stammen
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untersucht. Dabei wurde analysiert, welche Gene durch Infektion mit den NmB Stammen
induziert werden, wenn die Erk1/2 Signaltransduktion inhibiert ist, da die Inhibition von Erk1/2
die Invasion von bekapselten und unbekapselten Nm unterschiedlich beeinflusst (vgl. 5.3.1).
Von besonderem Interesse sind auch die Unterschiede der Ergebnisse zwischen der
publizierten Mikroarray Analyse der mit N. meningitidis infizierten HIBCPP-Zellen (Borkowski

et al., 2014) und der hier angewandten MACE-Analyse.

Bei einer bakteriellen Meningitis kbnnen verschiedene, meist pro-inflammatorische, Zytokine
im CSF nachgewiesen werden. So sind unter anderem TNFa und IL1, auf Grund ihrer
zentralen Rolle in der angeborenen Immunantwort, im CFS detektierbar (Tauber et al., 1999).
Zudem wird IL6 haufig nach Infektionen mit Gram-negativen Bakterien im CSF nachgewiesen.
Zusammen mit TNFa und IL1 ist IL6 an der Akute-Phase-Reaktion beteiligt (Tauber et al.,
1999). Die mit NmB und NmC infizierten HIBCPP-Zellen wiesen eine sehr hohe Induktion von
il1B auf. Auch konnte in allen Konditionen eine signifikant erhdhte Expression von tnfa
nachgewiesen werden. Da die Listen der DEG nach den in 3.3.5 beschriebenen Kriterien
gefiltert wurden, konnte eine signifikante i/6-Regulierung nur durch Infektion mit MC58siaD-
nachgewiesen werden (Tabelle 16). Jedoch zeigten die ungefilterten Datensatze eine erhdhte
Menge an Genprodukt in allen Konditionen. Diese Ergebnisse unterscheiden sich von den
zuvor ermittelten Mikroarray Daten in der Studie von Borkowski et al., (Borkowski et al., 2014)
da in der vorliegenden Studie nach 6-stindiger Infektion der HIBCPP-Zellen eine wesentlich
hohere Induktion der Genexpression ermittelt wurde als in den zuvor beschriebenen Daten.
Dem konnte sowohl die langere Infektion der HIBCPP-Zellen mit den Neisserien zu Grunde
liegen, als auch technische Unterschiede zwischen der Mikroarray Analyse und der MACE-

Analyse.

Weitere Zytokine, die bei einer Meningitis in erhéhten Malten im CSF detektiert wurden, sind
CSF2 (GM-CSF), CCL2 (MCP-1), CCL4 (MIP-1B) (Hackett et al., 2001; Tauber et al., 1999;
Sprenger et al., 1996). csf2 wurde nach Infektion mit den NmB Stammen signifikant erhoht
vorgefunden, wurde aber, wenn der Erk1/2 Signalweg inhibiert war, nur durch die
Kapselmutante hochreguliert. cc/2 wurde in allen untersuchten Konditionen, signifikant erhoht
festgestellt. Eine Induktion von ccl4 durch die Bakterien konnte im Vergleich zu den
Kontrollbedingungen nicht festgestellt werden. In der Mikroarray-Analyse wurden diese Gene
nur in sehr geringen Mengen detektiert, was wiederum auf die Sensitivitat der MACE Analyse
hindeuten konnte. In Meningiomazellen konnten nach Infektion mit Neisserien hingegen relativ
hohe Konzentrationen an CCL2 und IL6 detektiert werden. Andere Zytokine, wie TNFa, IL1p,
CCL3 (MIP-1a), CCL4, CSF2, CSF3 (G-CSF) und CSF1 (M-CSF), wurden jedoch auch in
diesen Zellen nur in geringen Konzentrationen festgestellt (Fowler et al., 2006). Ebenfalls

wurden anti-inflammatorische Zytokine im CSF von Meningitispatienten nachgewiesen. Zu
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ihnen zahlen IL10, TGFB oder auch die IL1-Rezeptorantagonisten IL1Rs und IL1R2 (Tauber
et al., 1999). Diese wurden jedoch in der vorliegenden MACE Analyse nicht detektiert.

Die Expression von Chemokinen, chemotaktisch wirkenden Zytokinen, wird durch NF-kB
reguliert und somit im Verlauf einer Infektion induziert (Kawai et al., 2007; Zwijnenburg et al.,
2006). Die Sekretion der CXC Chemokine CXCL1-3 wurde im PC von Ratten ins Blut (apikal)
und in das CSF (basolateral) nachgewiesen (Szmydynger-Chodobska et al., 2009). Diese
Chemokine agieren als aulierzellulare chemische Lockstoffe fir Neutrophile (Kobayashi
2008), deren Synthese in Epithelzellen durch den Kontakt mit den pro-inflammatorischen
Zytokinen IL1B und TNFa induziert wird (Handa et al., 2004; Takaishi et al., 2000). Sowohl
diese beiden pro-inflammatorischen Zytokine als auch die Chemokine cxcl/7-3 wurden in der
vorliegenden MACE Analyse in allen Konditionen hochreguliert vorgefunden. Auch bei
Meningitispatienten konnten erhéhte Konzentrationen der Chemokine CXCL1-3, sowie IL8
(CXCLS8) festgestellt werden (Stephens et al., 1982). Wahrend IL8 in gesunden Individuen
kaum im CSF detektierbar ist, wurde eine signifikante Erhéhung des Chemokins in diversen
Studien im CSF von Patienten mit bakterieller Meningitis nachgewiesen (Zwijnenburg et al.,
2006). In einem humanen Vollblutmodell wurde zudem nach Inkubation mit OMV von NmB die
Sekretion der proinflammatorischen Zytokine TNFa, IL13, IL6 und IL8 detektiert. Auch in dieser
Studie konnte in allen untersuchten Konditionen eine Induktion der Expression von il8
festgestellt werden (Mirlashari et al., 2001). Des Weiteren wurde im PC, im Vergleich zu
anderen Regionen des Gehirns, eine verstarkte Expression des Chemokins ccl20
nachgewiesen (Reboldi et al., 2009). Hierbei fungiert es als Chemokin fur Lymphozyten. Nach
Infektion der HIBCPP-Zellen mit den N. meningitidis Stammen zahlt cc/20 zu den am hdchsten
induzierten Genen. Auch bei Erk1/2 Inhibition konnten die N. meningitidis Stamme cc/20 stark
induzieren. In HBMEC wurde, nach Infektion mit Salmonella tymphimurium (S. tymphimurium),
eine vermehrte Produktion von CCL20 beobachtet. Auch Patienten mit einer
Pneumokokkenmeningitis wiesen eine erhdhte Konzentration des Chemokins auf (van Sorge
et al., 2011; Kastenbauer et al., 2005).

Die Expression verschiedener Adhasionsmolekile kann die Invasion von Leukozyten und eine
einhergehende Inflammation férdern. Die meisten Studien beschaftigen sich mit dem
Einwandern von Immunzellen in das Gehirn wahrend einer Meningitis an der BHS. Jedoch
wurde auch fur PC-Epithelzellen die Expression von icam1 und vcam1 beschrieben (Wolburg
et al., 1999). Zudem konnten bei verschiedenen Entziindungen des ZNS sowie der Stimulation
durch pro-inflammatorische Zytokine oder einer intraventrikuldren LPS-Injektion eine erhdhte
Expression dieser Adhasionsmolekile beobachtet werden (Engelhardt et al., 2001). In der
vorliegenden Studie sowie in der vorhergehenden Microarray-Analyse der HIBCPP-Zellen

(Borkowski et al., 2014) konnte keine signifikante Expression von vcam1 nach Infektion mit N.
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meningitidis festgestellt werden. Dies steht im Kontrast zu porzinen PC-Epithelzellen in
welchen eine verstarkte Expression detektiert wurde (Schwerk et al.,, 2011; Wewer et al.,
2011). icam1 wurde hingegen in dieser Arbeit signifikant erhoht in infizierten HIBCPP-Zellen
exprimiert vorgefunden. Dies deckt sich mit diversen Studien, bei welchen eine erhdhte
Expression von icam1 nach Infektion auch in HBMECs und primaren porzinen PC-
Epithelzellen festgestellt wurde (Schwerk et al., 2011; Wewer et al., 2011; Lakkitjaroen et al.,
2011; Doran et al., 2003).

Ein weiteres Protein, welchem eine pro-inflammatorische Wirkung zugeordnet wird, und
welches zuvor in HIBCPP-Zellen nach Infektion mit der NmB Kapselmutante unter den am
starksten induzierten Genen vorgefunden wurde (Borkowski et al., 2014), ist der Urokinase-
Typ Plasminogen-Aktivator (PLAU). Dieses Protein, welches zu dem PLAU-Rezeptor (PLAUR)
System gehdrt, ist an der Meningitispathogenese beteiligt und wurde im CSF von Patienten
mit bakterieller Meningitis nachgewiesen (Winkler et al., 2002). Interessanterweise konnte in
der vorliegenden Arbeit eine signifikante Induktion des plau Gens im Vergleich zur Kontrolle
nur nach Inhibition des Erk1/2 Signalwegs nach Infektion mit MC58siaD- detektiert werden.
Dass eine Induktion von plau in den anderen Konditionen nicht festgestellt werden konnte,
konnte an den strengen Kriterien liegen, die zu der Erstellung der DEG-Listen angewandt

wurden, um signifikante Anderungen der Genexpression zu finden.

Ein weiteres Gen, welches in allen Konditionen eine erhéhte Expression nach Infektion der
HIBCPP-Zellen aufwies, ist tcim (TC1, C8orf4). Assoziiert wird TCIM oftmals mit einem letalen
Verlauf von Krebserkrankungen, da es in der Regulation des Wnt/B-catenin Signalwegs
involviert ist (Kim et al., 2009). Des Weiteren wird die Expression von tcim durch die pro-
inflammatorischen Zytokine TNFa and IL13 hochreguliert (Kim et al., 2006). Es wurde zudem
eine Hochregulierung der Adhasionsmolekile icam1 und vcam1 durch TCIM beschrieben (Kim
et al, 2009). In Endothelzellen wurde TCIM eine regulatorische Rolle wahrend der
Inflammation zugeschrieben, da es durch den Transkriptionsfaktor NF-kB reguliert wird, jedoch
auch selbst die Expression von NF-kB positiv regulieren kann (Kim et al., 2009). Ebenfalls in
allen Konditionen nach Infektion mit N. meningitidis hochreguliert war das Gen fur rd1. Fir
RND1 wurde eine Rolle wahrend der Adhasion von N. meningitidis an Zellen sowie der
Modulierung des Aktin-Zytoskeletts nachgewiesen. Dartber hinaus wurde RND1 eine Rolle
wahrend viraler Infektionen gezeigt werden, unter anderem mit dem Nipah-Virus, welches
auch das ZNS befallen kann (Glennon et al.,, 2015; Nobes et al., 1998). Die Induktion der
Expression von tcim und rnd1 nach Infektion von HIBCPP-Zellen mit NmB wurde auch in

frGheren Experimenten festgestellt (Borkowski et al., 2014).
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Adrenomedullin (ADM) tragt zum Erhalt der Gefalintegritat und Stabilisierung der BHS bei,
maoglicherweise durch eine regulatorische Wirkung auf die Expression von Claudin 5 (Cheyuo
et al., 2012). In HBMEC und HIBCPP-Zellen konnte nach einer Infektion mit N. meningitidis,
Inkubation mit LPS oder TNFa, INFy und IL1 eine gesteigerte Expression von adm festgestellt
werden, sowie auch in Plexuskarzinomzellen (Borkowski et al., 2014; van Sorge et al., 2011;
Takahashi et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit ist nur nach Inhibition des Erk1/2
Signalwegs wahrend der Infektion mit beiden NmB Stammen eine signifikante Induktion der
Expression von adm zu verzeichnen. ADM ist von besonderem Interesse, da es eine
antimikrobielle Wirkung gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien aufweist (Souza-
Moreira et al., 2011; Temmesfeld-Wollbruck et al., 2007) und dessen Freisetzung vermutlich
die pathogenen Erreger bekdmpft. Zudem wurde in vivo beobachtet, dass ADM den
Komplementfaktor H binden kann, einen Negativregulator der Komplementkaskade. Durch die
daraus resultierende Inhibition der Komplementaktivierung wird das Gehirn vor Schadigung
geschitzt (Cheyuo et al., 2012). Eine Freisetzung von ADM wurde nach Induktion durch pro-
inflammatorische Zytokine oder LPS beschrieben (Temmesfeld-Wollbruck et al., 2007;
Takahashi et al.,, 1997). Das freigesetzte ADM kann G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
aktivieren, welche Uber cAMP/PKA-Signalwege wirken. Dies resultiert in einer Reduktion der
Bildung pro-inflammatorische Zytokine, sowie einer gesteigerten Expression anti-
inflammatorischer Zytokine und einer verminderten Aktivierung von Immunzellen (Souza-
Moreira et al., 2011). Insgesamt deutet dies auf eine anti-inflammatorische Wirkung von ADM
hin.

Wahrend der MACE Analyse wurden verschiedenen Gene identifiziert, die nach Infektion mit
NmB spezifisch nur bei Abwesenheit beziehungsweise Anwesenheit von U0126 signifikant
reguliert waren. Bei Erk1/2 Inhibition wurden nach Infektion mit dem Wildtyp Stamm neun
Gene spezifisch reguliert. Von diesen wurden sieben Gene auch nach Infektion mit der
Kapselmutante spezifisch bei Erk1/2 Inhibition gefunden. Interessanterweise wurden durch die
Mutante noch 14 weitere Gene spezifisch reguliert, unter anderem plau, nos2 und tnfrsf11b.
Weitere Studien werden bendtigt, um zu analysieren, ob diese Gene eine Rolle bei der

erhohten Infektion von HIBCPP-Zellen durch die unbekapselte Mutante spielen.

Die Analyse der GO der DEG Listen wies auf eine antimikrobielle Reaktion der Zellen
einschlief3lich einer Immunantwort als Antwort auf die Infektion mit N. meningitidis hin. Dies
bestatigt Daten, die bereits in friheren Analysen nach Infektion von CP-Epithelzellen mit
bakteriellen Erregern erhalten wurden (Borkowski et al., 2014; Schwerk et al., 2011). Weiterhin
konnte eine negative Regulation der Apoptose sowie eine Zellantwort auf TNF in allen
untersuchten Konditionen festgestellt werden. Fir invasive ST-11 Isolate von N. meningitidis

wurde in Epithelzellen eine Induktion der Apoptose, ein von der TNF-a Signalkaskade durch
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den Rezeptor TNFR1 abhangiger Prozess, nachgewiesen (Deghmane et al., 2009). Fur nicht-
invasive Tragerisolate wurde im Gegensatz eine Apoptose-vermindernde Wirkung festgestellt,
welche durch die Freisetzung des Rezeptors in geléster Form (sTNFR1) und den daraus
resultierenden Komplex mit dem Ligand TNF-a vermittelt wird (Deghmane et al., 2009). Der
Apoptose-induzierende Effekt der invasiven Isolate wurde durch eine TLR4 abhangige
Aktivierung des NF-kB Signalwegs beschrieben (Deghmane et al., 2011). Allerdings konnte in
HIBCPP-Zellen nur eine geringe Expression des TLR4 Gens nachgewiesen werden
(Borkowski et al., 2014).

Die Wirkung des Erk1/2 Inhibitors wahrend der Infektionsexperimente wurde nach Infektion
von U0126 behandelten HIBCPP-Zellen durch die Nichtidentifizierung von GO Termini, die auf
die Manipulation der MAPK Signalwege hindeuten, bestatigt. Ebenfalls wurden nach Inhibition
von Erk1/2 die GO-Termini ,signal transduction by protein phosphorylation® und ,JAK-STAT
cascade” nicht mehr gefunden. Die Rolle von JAK-STAT Signallibertragung wahrend der

Infektion von HIBCPP-Zellen mit NmB muss allerdings noch weiter untersucht werden.

Interessanterweise waren nach Erk1/2 Inhibition und Infektion mit den NmB Stammen GO-
Termini, die auf eine Involvierung des NF-kB Signalwegs, eine Funktion von IL6 und eine Rolle
des Tumornekrosefaktors hindeuten, im Vergleich zu den nicht-behandelten Zellen
unterreprasentiert. Es bleibt zu ermitteln, welche Rolle diese zellularen Funktionen bei der
Regulierung der Infektion von HIBCPP-Zellen durch MAPK Signalwege spielen. Diese
Unterreprasentation von GO-Termini war nach Infektion mit dem Wildtyp ausgepragter, was
den unterschiedlichen Einfluss von U0126 auf die Infektion von HIBCPP-Zellen durch den
Wildtyp und die unbekapselte Mutante erklaren konnte. Unter anderem wurden die GO-
Termini ,regulation of NIK/NFkB signalling“ und ,interleukin-6 production“ bei Erk1/2 Inhibition
nur nach Infektion mit der Kapselmutante, nicht jedoch mit dem Wildtyp Stamm, ermittelt. Eine
Aktivierung von NF-kB in HIBCPP-Zellen und eine durch NF-kB induzierte Expression von
Entziindungsreaktionsgenen, unter anderem auch il6, nach Infektion mit N. meningitidis,
wurde bereits gezeigt (Borkowski et al., 2014). Weiterhin wurden die GO-Termini ,regulation
of tumor necrosis factor production“ und ,regulation of tumor necrosis factor superfamily
cytokine production® bei Erk1/2 Inhibition nur nach Infektion mit der Kapselmutante identifiziert.

Die Funktion dieser Prozesse bei der Infektion durch NmB erfordert weitere Untersuchungen.
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5.6 Einfluss der Infektion mit N. meningitidis auf das
Phosphoproteom der HIBCPP-Zellen

Die Proteinphosphorylierung, die als reversibler ,molecular switch* fungiert, bietet einen
Mechanismus zur Steuerung der Proteinfunktion wahrend fast aller zellularen Prozesse und
ist fur die schnelle Reaktion von Zellen auf interne und externe Stimuli von wesentlicher
Bedeutung. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit das Phosphoproteom der HIBCPP-
Zellen in uninfiziertem Zustand und nach vierstiindiger Infektion mit dem NmB Wildtyp Stamm

und dessen Kapselmutante untersucht.

Durch Enrichment Analysen der Phosphoproteomik Daten wurden potentielle, wahrend der
Infektion der HIBCPP-Zellen durch N. meningitidis regulierte, Signalwege identifiziert. Bei
Infektion mit dem NmB Wildtyp Stamm sowie dessen Kapselmutante wurden den hierbei
identifizierten Phosphorylierungen in der Enrichment Analyse der Signalwege einer Regulation
der mRNA Stabilitdt durch Proteine, die Adenin und Uridin-rich-elements (ARE) binden,
zugeordnet. Diesen ARE wird eine wichtige Funktion in der Kontrolle der mRNA Stabilitat
zugewiesen. Anderungen von mRNA Transkription und Stabilitat sind fir die Immunantwort
der Zellen sowie der Stressreaktion von grof3er Bedeutung. Eine Deregulation dieser
Mechanismen und die daraus resultierende Veranderung des Transkriptoms der Wirtszelle

kann von Erregern zu deren Vorteil genutzt werden (Gingerich et al., 2004).

Ein weiterer Signalweg, der durch die Enrichment Analyse identifiziert wurde, ist die
Aktivierung der AP-1 Transkriptionsfaktoren. Die Aktivitat von AP-1 wird durch eine Vielzahl
zellularer Stimuli reguliert, zu denen Wachstumsfaktoren, bakterielle und virale Infektionen,
Zytokine, UV-Strahlung und =zellularer Stress zahlen. Die externen Stimuli, wie
Wachstumsfaktoren oder Zytokine und ein komplexes Netzwerk von MAPK, fihren hierbei zu
der Aktivierung von AP-1. Die aktivierten AP-1 Transkriptionsfaktoren kénnen wiederum
Einfluss auf eine Vielzahl von zellularen Prozessen, einschlieBlich Entziindung, Proliferation,
Differenzierung und Apoptose, nehmen (Gazon et al, 2017). Die Infektion von
Magenepithelzellen durch das Gram-negative Bakterium Helicobacter pylori resultierte in einer
Aktivierung der MAPK JNK, Erk1/2 und p38, welche die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
AP-1 und NF-kB induzierten, die zu einer erhéhten Expression des Chemokins IL8 fiihrten
(Seo et al., 2004). Somit kann die Manipulation der MAPK Signalwege durch Erreger einen
Einfluss auf die Aktivierung von AP-1 und auf die durch den Transkriptionsfaktor regulierten

Prozesse in den Wirtszellen haben.

136



Diskussion

Der Terminus ,Diseases of signal transduction by growth factor receptors and second
messengers” beschreibt wiederum eine allgemeine Dysregulation der Signalwege, die durch
Wachstumsfaktor-Rezeptoren induziert werden. Eine solche Dysregulation kann diverse
Krankheiten wie Krebs zur Folge haben. Beispielsweise ist die Interaktion mit dem EGFR,
einem zentralen Wachstumsfaktor-Rezeptor, zur Infektion von Wirtszellen, fir einer Reihe an
Gram-positiven und Gram-negativen Erregern beschrieben, zu denen auch N. meningitidis
und H. influenzae zahlen (Fu et al., 2018). Die Enrichment Analyse deutet somit auf eine Rolle

von Wachstumsfaktor-Rezeptoren wahrend der Infektion der HIBCPP-Zellen hin.

Ein weiterer Terminus, der auf eine Regulation der Signalwege nach Infektion der HIBCPP-
Zellen mit beiden NmB Stammen hinweist, beschreibt die Signaltransduktion durch den Fc
Epsilon Rezeptor. In Mastzellen wurde ein negativer Einfluss auf die Expression dieses
Rezeptors nach Zugabe von LTA durch Interaktion mit dem TLR2 beschrieben (Yoshioka et
al., 2007). Der Fc Epsilon Rezeptor kann Uber Aktivierung von NF-kB die Produktion
proinflammatorischer Zytokine induzieren und spielt somit eine signifikante Rolle in dem
inflammatorischen Geschehen wahrend einer Infektion des Wirts (Klemm et al., 2006).
Interessanter Weise ist der Rezeptor nach den Daten der hier durchgeflihrten MACE Analyse
jedoch in HIBCPP-Zellen nicht exprimiert. Dies unterstreicht, dass die Daten der Enrichment

Analysen nur Hinweise auf mogliche zellulare Ablaufe geben kénnen.

Weiterhin wurde potentiell die TLR3 Signalkaskade wahrend der Infektion der HIBCPP-Zellen
durch beide NmB Stamme beeinflusst. TLR3 ist ein Rezeptor fur doppelstrangige RNA, der
die Transkription des Interferons (IFN)-B aktiviert. TLR3, TLR7 und TLR9 erkennen zudem
bakterielle oder virale Nukleinsduren in Endosomen nach deren Phagozytose (Kawashima et
al., 2013). Studien mit humanen Fibroblasten und Epithelzellen zeigen, dass TLR3 sowohl
intrazellular als auch auf der Zelloberflache exprimiert wird (Matsumoto et al., 2002). In
murinen Ovidukt-Epithelzellen wurde eine zentrale Funktion des TLR3 und der TLR3-
induzierten IFN-B Expression bei der Immunantwort wahrend einer Chlamydien-Infektion
beschrieben (Derbigny et al., 2012).

Auch die Phosphatase- und Tensin-Homolog (PTEN) Regulation wurde in der Enrichment
Analyse nach Infektion der HIBCPP-Zellen, jedoch nur mit der Kapselmutante, identifiziert.
PTEN ist eine Lipidphosphatase, die den Phosphatidylinositid-3-Kinase (PI3K) Signalweg
negativ reguliert sowie ein bekannter Tumorsuppressor, der haufig bei einer Vielzahl von
Krebsarten beim Menschen, einschlieRlich Melanomen, inaktiviert wird (Dong et al., 2014). In
Makrophagen wurde die Rolle der mikro RNA miR-718 in LPS-aktivierten Zellen mit der
Intensitat der Immunantwort durch Regulation von PTEN beschrieben (Kalantari et al., 2017).

Hierbei wurde eine Funktion der mikro RNA vorgeschlagen, die auf den TLR4 Signalweg und
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die Freisetzung inflammatorischer Zytokine wahrend einer bakteriellen Infektion durch einen
negativen Feedback-Mechanismus Einfluss nimmt, der die Herunterregulierung des TLR4, der
IL1 Rezeptor-assoziierten Kinase 1 (IRAK1) und von NF-kB beinhaltet (Kalantari et al., 2017).

Die Enrichment Analyse der zellularen Komponenten weist wiederum auf einen Einfluss der
Bakterien auf die Integritat der Zell-Zell Kontakte hin. Eine Disruption der Zellkontakte durch
N. meningitidis wurde schon fir die Infektion der BLS beschrieben und deutet darauf hin, dass
die Erreger wahrend der Infektion eine parazellulare Uberwindung der Barriere zwischen den
Zellen nutzen (Schubert-Unkmeir et al.,, 2010). In HIBCPP-Zellen kdnnte eine solche
Manipulation der Zell-Zell Kontakte zu einer reduzierten Barrierefunktion fliihren und damit zu

einer erleichterten Infektion des ZNS.

Die Enrichment Analyse der molekularen Funktion wies durch Wildtyp und Kapselmutante
regulierte Termini, sowie weitere, nur durch die Kapselmutante regulierte, Termini auf. Bei
beiden Stdmmen ergab die Analyse einen potentiellen Einfluss auf die Bindung von Cadherin.
Die Uberwindung von Schutzbarrieren des Wirts durch die Zerstérung der Bestandteile der
adherens junctions der Epithelzellen dieser Barrieren, zu denen auch Cadherin gehdrt, wurde
bereits beschrieben (Devaux et al., 2019). Auch weitere Termini der Enrichment Analyse wie
.cell adhesion mediator activity und ,cadherin binding“ deuten auf einen Einfluss der Infektion
auf die Zell-Zell-Bindungen hin, welche die Erreger an der parazellularen Uberwindung der
Barriere hindern. Andere Termini deuten wiederum auf eine Manipulation verschiedener
Transkriptionsfaktoren hin. Es wurde bereits in diversen Studien beschrieben, dass eine
Sekretion verschiedener Effektoren es Bakterien ermdoglicht, nicht nur in die Wirtszelle
einzudringen, sondern auch deren Genexpression zu manipulieren, um die Immunantwort des
Wirts zu umgehen (Denzer et al., 2020). Weiterhin wurde gezeigt, dass Erreger die
Genexpression auch auf der Ebene der mRNA-Stabilitat, entweder durch Stérung der mRNA-
Stabilisierung oder des mRNA-Abbaus, sowie der Translation oder der Proteinstabilitat
beeinflussen, einschliellich der Mechanismen der Proteinaktivierung und des Proteinabbaus
(Denzer et al., 2020).

Auch die Enrichment Analyse der biologischen Funktion nach Infektion der HIBCPP-Zellen mit
beiden NmB Stammen weist auf eine Manipulation der Genexpression hin. Des Weiteren
deutet die Analyse der Regulationen durch die Kapselmutante zusatzlich auf eine Manipulation
des Zytoskeletts sowie einer Rekrutierung von Proteinen zur Plasmamembran wahrend der
Infektion hin. Beides wurde bereits flr die Infektion der Neisserien in Zellen der BBB
beschrieben (Maissa et al., 2017; Doran et al., 2016; Slanina et al., 2012; Slanina et al., 2010).
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Die Analyse der Anreicherung der Kinasen hebt hervor, dass die MAPK Signalwege eine
zentrale Rolle wahrend der Infektion der HIBCPP-Zellen spielen. In der vorliegenden Arbeit
und in vorhergehenden Studien wurde eine zentrale Rolle der MAPK bei der Infektion durch
N. meningitidis sowie anderen Erregern beschrieben (Dinner et al., 2017; Sokolova et al.,
2004). Interessanterweise wurden weder Erk1/2 noch p38 als angereicherte Kinasen in der
Enrichment Analyse des Phosphoproteoms aufgefiihrt. Dies deutet auf eine wichtige Rolle
weiterer Komponenten dieser Signalkaskaden bei der Infektion mit N. meningitidis hin. Jedoch
ist die downstream von p38 aktivierte Kinase MAPKAPK2 angereichert detektiert worden.
Nach Inhibition von Erk1/2 und/oder p38 kann somit eine zusatzliche Untersuchung
angereichert gefundener Kinasen, wie Erk7 und JNK2, weitere Aufschlliisse zu den
Infektionmechanismen von N. meningitidis an HIBCPP-Zellen geben sowie den Einfluss der

MAPK Signalwege wahrend der Infektion genauer entschliisseln.

Insgesamt konnten nach Infektion der HIBCPP-Zellen mit der NmB Kapselmutante, im
Vergleich zum Wildtyp, den einzelnen Termini der Enrichment Analysen mehr regulierte
Phosphorylierungen und insgesamt mehr Regulationen der Termini der verschiedenen
Kategorien zugeordnet werden. Auch die Anzahl signifikant regulierter Phosphorylierungen ist
nach Infektion mit der NmB Kapselmutante héher als nach Infektion der Zellen mit dem Wildtyp
Stamm. Dies unterstreicht die in dieser Arbeit beobachteten Unterschiede der Infektion der
HIBCPP-Zellen mit N. meningitidis in An- und Abwesenheit der Kapsel und bietet die
Méoglichkeit den Einfluss weiterer Signalwege auf die Infektion der Erreger weiter zu

untersuchen.
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6 Fazit und Ausblick

Die Meningitis ist noch immer eine lebensbedrohliche Erkrankung, die durch verschiedene
pathogene Erreger hervorgerufen werden kann. Zu diesen gehéren diverse Gram-positive und
Gram-negative Bakterienstdmme. Fir eine Vielzahl von bakteriellen Erregern wurde neben
der BHS auch der PC als Eintrittspforte in das ZNS beschrieben (Herold et al., 2019). Zu
diesen gehdren die Gram-negativen N. meningitidis Stamme der Serogruppen B und C
(Borkowski et al., 2014; Schwerk et al., 2012) sowie Hib (Hauser et al., 2018) und der
zoonotische, Gram-positive Erreger S. suis (Schwerk et al., 2012). In dieser Arbeit wurde ein
Vergleich verschiedener zellularer Mechanismen durchgefiihrt und untersucht, wie diese durch
die Gram-positiven und Gram-negativen Erreger zur Infektion der HIBCPP-Zellen ausgenutzt
werden. Dabei konnten unterschiedliche Effekte der verschiedenen Erreger auf die Infektion
der Zellen durch Blockierung der Dynamin-abhangigen Endozytose und der Erk1/2 und p38
MAPK' Signalwege ermittelt werden, sowie durch An- und Abwesenheit der bakteriellen
Kapsel. Wahrend die Infektion der HIBCPP-Zellen durch den Gram-positiven Erreger S. suis
mafgeblich in Abhangigkeit der Dynamin-vermittelten Endozytose sowie der Erk1/2 und p38
Signalwege stattfindet, konnten fur beide Gram-negativen Erreger abweichende
Infektionsmechanismen beobachtet werden. Fir das Gram-negative Bakterium H. influenzae
konnte eine Dynamin-unabhangige Endozytose in HIBCPP-Zellen beobachtet werden, jedoch
wurde auch, wie bei S. suis zu beobachten war, eine starke Abhangigkeit von den beiden
MAPK Signalwegen wahrend der Infektion festgestellt. Die beiden N. meningitidis Stamme der
Serogruppen B und C weisen wiederum unterschiedliche Infektionsmechanismen in
Abhangigkeit der Kapselexpression, sowohl in Bezug auf die Dynamin-vermittelte Endozytose,
wie auch der MAPK Signalwege, auf. Aus diesem Grund wurde die Infektion der HIBCPP-
Zellen durch Analysen des Transkriptoms und Phosphoproteoms nach Infektion mit dem NmB
Wildtyp Stamm und der Kapselmutante weiter untersucht. Die Transkriptomanalyse verifizierte
die zuvor beschriebene Entziindungsantwort der HIBCPP-Zellen wahrend der Infektion mit
beiden NmB Stammen. Die Phosphoproteomanalyse deutet wiederum auf diverse, durch die
N. meningitidis Stdmme genutzte Signalwege und zelluldaren Mechanismen hin, die weiter
untersucht werden mussen. Die Daten, die in beiden Analysen ermittelt wurden, unterstreichen
zum einen die Rolle der Kapselexpression wahrend der Infektion und bieten zum anderen
einen Ansatzpunkt flr weitere funktionale Analysen der Neisserieninfektion an der BLS. Aus
diesem Grund sollte zukinftig ein Fokus darauf gelegt werden, diese Signalwege,
insbesondere die Rolle der MAPK, wahrend der Infektion weiter zu erforschen, um dadurch
die Mechanismen, mit welchen die Neisserien die BLS Uberwinden konnen, im Detail besser

zu verstehen.
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Tabelle 16: Zusammenfassung der DEG der MACE Analyse Untersucht wurden die Expressionsprofile der
HIBCPP-Zellen nach Infektion mit den NmB und NmC Stammen. DEG wurden durch Vergleich der jeweiligen
Kontrollzellen (Kon) und den behandelten, infizierten Zellen erstellt wie angegeben. Die Dargestellten Listen der
DEG wurden nach einem FDR p-Wert < 0,05 gefiltert, sowie einem fold change +/- 4 (logz fold change +/- 2).

Kon vs. MC58
Gensymbol Genname Fold change FDR

p-Wert
IL1B interleukin 1 beta 64,65 0,001022
CCL20 C-C motif chemokine ligand 20 23,85 0,000000
IL17C interleukin 17C 22,48 0,000000
CXCL2 C-X-C motif chemokine ligand 2 20,76 0,000000
TNF tumor necrosis factor 18,47 0,000000
CXCL1 C-X-C motif chemokine ligand 1 15,80 0,000000
CXCL3 C-X-C motif chemokine ligand 3 14,48 0,000000
CXCL8 C-X-C motif chemokine ligand 8 14,03 0,000000
NFKBIZ NFKB inhibitor zeta 13,60 0,000000
CSF2 colony stimulating factor 2 13,01 0,000008
CCL2 C-C motif chemokine ligand 2 12,47 0,000001
IL1A interleukin 1 alpha 11,74 0,015505
ZC3H12A zinc finger CCCH-type containing 12A 11,63 0,000000
TCIM transcriptional and immune response regulator 9,73 0,000000
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 9,68 0,000000
RND1 Rho family GTPase 1 9,04 0,000000
CXCL6 C-X-C motif chemokine ligand 6 7,92 0,000000
CYP24A1 cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1 7,64 0,000000
NFKBIA NFKB inhibitor alpha 7,46 0,000000
TNFAIP2 TNF alpha induced protein 2 7,24 0,000000
IL23A interleukin 23 subunit alpha 6,10 0,000004
LIF LIF interleukin 6 family cytokine 5,97 0,000000
PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 5,89 0,000000
ANGPTL4 angiopoietin like 4 5,69 0,000000
ZFP36 ZFP36 ring finger protein 5,19 0,000000
Cé6orf222 4,98 0,021321
CX3cCL1 C-X3-C motif chemokine ligand 1 4,96 0,025366
TNFAIP3 TNF alpha induced protein 3 4,94 0,000000
IER3 immediate early response 3 4,60 0,000000
SLC6A14 solute carrier family 6 member 14 4,59 0,000000
LTB lymphotoxin beta 4,50 0,000000
CEBPD CCAAT enhancer binding protein delta 4,40 0,000000
SOD2 superoxide dismutase 2 4,30 0,000000
MAFF MAF bZIP transcription factor F 4,21 0,000000
Kon vs. MC58siaD"
Gensymbol Genename Fold change FDR

p-Wert
IL1B interleukin 1 beta 77,58 0,000399
CCL20 C-C motif chemokine ligand 20 28,72 0,000000
IL17C interleukin 17C 20,25 0,000000
CXCL2 C-X-C motif chemokine ligand 2 19,03 0,000000
TNF tumor necrosis factor 17,79 0,000000
IL6 interleukin 6 16,49 0,016260
CXCL1 C-X-C motif chemokine ligand 1 16,35 0,000000
CSF2 colony stimulating factor 2 15,08 0,000001
CXCL38 C-X-C motif chemokine ligand 8 14,45 0,000000
CXCL3 C-X-C motif chemokine ligand 3 14,37 0,000000
CCL2 C-C motif chemokine ligand 2 13,89 0,000000
IL1A interleukin 1 alpha 11,61 0,015914
NFKBIZ NFKB inhibitor zeta 11,15 0,000000
TCIM transcriptional and immune response regulator 10,53 0,000000
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ZC3H12A zinc finger CCCH-type containing 12A 10,14 0,000000
CXCL6 C-X-C motif chemokine ligand 6 9,75 0,000000
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 9,46 0,000000
RND1 Rho family GTPase 1 9,08 0,000000
CYP24A1 cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1 8,70 0,000000
IL23A interleukin 23 subunit alpha 8,24 0,000000
TNFAIP2 TNF alpha induced protein 2 7,81 0,000000
NFKBIA NFKB inhibitor alpha 7,34 0,000000
SPIB Spi-B transcription factor 6,49 0,022577
RASD1 ras related dexamethasone induced 1 6,34 0,039433
IGFBP1 insulin like growth factor binding protein 1 6,27 0,036090
LTB lymphotoxin beta 5,92 0,000000
PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 5,68 0,000000
ADORA2A adenosine A2a receptor 5,44 0,000219
ANGPTL4 angiopoietin like 4 5,34 0,000000
SOD2 superoxide dismutase 2 5,21 0,000000
LIF LIF interleukin 6 family cytokine 5,01 0,000000
SLC6A14 solute carrier family 6 member 14 4,97 0,000000
CSF1 colony stimulating factor 1 4,77 0,003530
PI3 peptidase inhibitor 3 4,73 0,014113
SERPINA3 serpin family A member 3 4,71 0,000000
IER3 immediate early response 3 4,60 0,000000
CX3cL1 C-X3-C motif chemokine ligand 1 4,59 0,044719
ZFP36 ZFP36 ring finger protein 4,48 0,000003
CEBPD CCAAT enhancer binding protein delta 4,47 0,000000
TNFAIP3 TNF alpha induced protein 3 4,45 0,000000
TNFRSF6B TNF receptor superfamily member 6b 4,44 0,000000
HILPDA hypoxia inducible lipid droplet associated 4,27 0,000000
MAFF MAF bZIP transcription factor F 4,13 0,000000
Kon vs. Kon + U0126
Gensymbol Genename Fold change FDR

p-Wert
DUSP6 dual specificity phosphatase 6 9,73 0,000000
CLDN2 claudin 2 9,47 0,000275
ANKRD37 ankyrin repeat domain 37 7,72 0,000000
EGR1 early growth response 1 6,78 0,044671
ETV5 ETS variant transcription factor 5 6,52 0,000004
ANGPTL4 angiopoietin like 4 4,17 0,000005
CYP1B1 cytochrome P450 family 1 subfamily B member 1 -4,20 0,000000
LOC105374986 -5,01 0,000105
TNFSF12 TNF superfamily member 12 -5,03 0,006733
VASN vasorin -5,41 0,000403
NUPR1 nuclear protein 1, transcriptional regulator -5,76 0,000908
SECTM1 secreted and transmembrane 1 -6,30 0,000001
AHRR aryl-hydrocarbon receptor repressor -7,48 0,000000
BMF Bcl2 modifying factor -13,19 0,000000
Kon + U0126 vs. MC58 + U0126
Gensymbol Genename Fold change FDR

p-Wert
IL17C interleukin 17C 79,66 0,000425
CCL20 C-C motif chemokine ligand 20 20,68 0,000000
CXCL2 C-X-C motif chemokine ligand 2 20,30 0,000000
TNF tumor necrosis factor 18,21 0,000000
CXCL1 C-X-C motif chemokine ligand 1 16,79 0,000000
CXCL8 C-X-C motif chemokine ligand 8 16,17 0,000000
CXCL3 C-X-C motif chemokine ligand 3 15,66 0,000000
ZC3H12A zinc finger CCCH-type containing 12A 12,04 0,000000
CCL2 C-C motif chemokine ligand 2 11,80 0,000000
ANKRD37 ankyrin repeat domain 37 10,05 0,000000
NFKBIZ NFKB inhibitor zeta 8,18 0,000000
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ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 7,98 0,000000
CXCL6 C-X-C motif chemokine ligand 6 7,67 0,000000
ANGPTL4 angiopoietin like 4 7,59 0,000000
NFKBIA NFKB inhibitor alpha 7,33 0,000000
RND1 Rho family GTPase 1 7,02 0,000000
ADORA2A adenosine A2a receptor 6,91 0,014927
TCIM transcriptional and immune response regulator 6,77 0,000000
ADM adrenomedullin 6,36 0,000000
PFKFB4 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 4 6,34 0,000000
CX3cL1 C-X3-C motif chemokine ligand 1 6,12 0,003608
Cé6orf222 577 0,006118
MIR210HG MIR210 host gene 5,63 0,000105
TNFAIP2 TNF alpha induced protein 2 5,59 0,000000
1L411 interleukin 4 induced 1 5,48 0,000001
CXCL10 C-X-C motif chemokine ligand 10 5,40 0,011115
TNFAIP3 TNF alpha induced protein 3 5,03 0,000000
FBXL8 F-box and leucine rich repeat protein 8 4,75 0,041838
BHLHE40 basic helix-loop-helix family member e40 4,36 0,000000
SOD2 superoxide dismutase 2 4,09 0,000000
CEBPD CCAAT enhancer binding protein delta 4,01 0,000000
Kon + U0126 vs. MC58siaD" + U0126

Gensymbol Genename Fold change FDR

p-Wert

IL17C interleukin 17C 190,68 0,000002
IL1B interleukin 1 beta 56,80 0,002956
CCL20 C-C motif chemokine ligand 20 37,32 0,000000
IL1A interleukin 1 alpha 28,19 0,003607
CXCL8 C-X-C motif chemokine ligand 8 26,67 0,000000
CXCL2 C-X-C motif chemokine ligand 2 26,60 0,000000
TNF tumor necrosis factor 26,58 0,000000
CXCL1 C-X-C motif chemokine ligand 1 25,62 0,000000
CCL2 C-C motif chemokine ligand 2 22,91 0,000000
CXCL3 C-X-C motif chemokine ligand 3 21,85 0,000000
CSF2 colony stimulating factor 2 15,09 0,000273
ZC3H12A zinc finger CCCH-type containing 12A 14,27 0,000000
CXCL6 C-X-C motif chemokine ligand 6 13,31 0,000000
ANKRD37 ankyrin repeat domain 37 12,78 0,000000
ADORA2A adenosine A2a receptor 11,67 0,000061
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 11,60 0,000000
RND1 Rho family GTPase 1 11,45 0,000000
ANGPTL4 angiopoietin like 4 10,50 0,000000
TCIM transcriptional and immune response regulator 10,40 0,000000
1L411 interleukin 4 induced 1 9,49 0,000000
NFKBIA NFKB inhibitor alpha 9,29 0,000000
CXCL10 C-X-C motif chemokine ligand 10 8,81 0,000033
NFKBIZ NFKB inhibitor zeta 8,80 0,000000
CX3cL1 C-X3-C motif chemokine ligand 1 8,78 0,000034
NOS2 nitric oxide synthase 2 8,64 0,023055
IL6 interleukin 6 8,56 0,016570
TNFAIP2 TNF alpha induced protein 2 8,00 0,000000
SAA2 serum amyloid A2 7,67 0,015618
Cé6orf222 7,67 0,000176
GFPT2 glutamine-fructose-6-phosphate transaminase 2 7,60 0,009101
PFKFB4 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 4 7,43 0,000000
ADM adrenomedullin 7,28 0,000000
IL23A interleukin 23 subunit alpha 7,28 0,000004
TNFRSF6B TNF receptor superfamily member 6b 7,26 0,000000
SOD2 superoxide dismutase 2 717 0,000000
MIR210HG MIR210 host gene 6,90 0,000003
CHAC1 ChaC glutathione specific gamma-glutamylcyclotransferase 1 6,48 0,000065
SERPINA3 serpin family A member 3 6,36 0,000000
SLC6A14 solute carrier family 6 member 14 6,04 0,000000
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ANKK1

LTB
TNFAIP3
G0S2
ZC3H12C
LOC101929444
HILPDA
CEBPD
TNFRSF11B
EGLN3
CYP24A1
PI3

PFKFB3
RCAN1
PTGS2
BHLHE40
PLAU

ankyrin repeat and kinase domain containing 1
lymphotoxin beta

TNF alpha induced protein 3

GO0/G1 switch 2

zinc finger CCCH-type containing 12C

hypoxia inducible lipid droplet associated

CCAAT enhancer binding protein delta

TNF receptor superfamily member 11b

egl-9 family hypoxia inducible factor 3

cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1
peptidase inhibitor 3
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3
regulator of calcineurin 1
prostaglandin-endoperoxide synthase 2

basic helix-loop-helix family member e40
plasminogen activator, urokinase

5,99
5,95
5,48
5,46
5,44
5,29
4,99
4,97
4,90
4,70
4,63
4,62
4,59
4,54
4,50
4,38
4,02

0,001924
0,000000
0,000000
0,000000
0,039084
0,000252
0,000000
0,000000
0,000006
0,000000
0,000000
0,021402
0,000000
0,000000
0,000002
0,000000
0,000000
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Tabelle 17:Zusammenfassung der Regulierten Proteine nach Phosphoproteomik Analyse der mit NmB infizierten HIBCPP-Zellen. Die Listen wurden nach einem p-Wert <
0,05 gefiltert und dienten als Basis der Enrichment Analysen.

MC58 vs. Kon: Protein ID Gensymbol Genname Fold Log, Fold | p-Wert Adj. p-Wert
change change
P26651 1xPhospho [S60(99.6)] ZFP36 ZFP36 ring finger protein 3,53 1,82 3,4 x10°° 0,001902
Q14764 1xPhospho [S445(100)] MVP major vault protein 3,17 1,66 4,06 x10°® 6,83E-05
P26651 1xPhospho [S186(100)] ZFP36 ZFP36 ring finger protein 2,98 1,57 2,85 x10° 0,005202
Q16539 2xPhospho [T180(100); Y182(100)] MAPK14 mitogen-activated protein kinase 14 2,74 1,45 0,000148 0,020777
Q8NDO04 1xPhospho [S742(99.7)] SMG8 SMG8 nonsense mediated mRNA decay factor 2,64 1,40 0,00048 0,042477
Q92844 1xPhospho [S208(100)] TANK TRAF family member associated NFKB activator 2,54 1,34 5,8 x10° 0,002198
075420 1xPhospho [S638(100)] 2,50 1,32 6,63 x10° 0,002198
Q81Y17 1xPhospho [S420(100)] PNPLAG6 2,49 1,32 1,34 x10° 0,003228
Q6ZRS2 1xPhospho [S2725(99.7)] SRCAP Snf2 related CREBBP activator protein 2,36 1,24 2,84 x10°® 0,005202
Q6PJT7 1xPhospho [S343(100)] ZC3H14 zinc finger CCCH-type containing 14 2,35 1,23 0,002558 0,122778
Q9H307 1xPhospho [S66(100)] PNN pinin, desmosome associated protein 2,32 1,21 7,85 x10°8 0,002198
P78347 1xPhospho [S412(100)] GTF2lI general transcription factor Ili 2,18 1,12 0,000641 0,053862
P04792 1xPhospho [S$82(99.8)] HSPB1 heat shock protein family B (small) member 1 2,11 1,08 0,000239 0,028624
Q15154 1xPhospho [S93(100)] PCM1 pericentriolar material 1 2,06 1,04 0,013799 0,335973
P05412 1xPhospho [S$63(99.7)] JUN Jun proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit 1,89 0,92 0,000825 0,062966
Q6PKGO0 1xPhospho [S847(100)] LARP1 La ribonucleoprotein 1, translational regulator 1,86 0,89 0,022107 0,426885
Q72434 1xPhospho [S222(100)] MAVS mitochondrial antiviral signaling protein 1,83 0,87 0,000419 0,041433
Q86UE4 1xPhospho [S298(100)] MTDH metadherin 1,83 0,87 0,035269 0,550004
Q99704 1xPhospho [S269(100)] DOK1 docking protein 1 1,80 0,85 0,02829 0,495077
Q6UXY8 1xPhospho [S79(100)] TMC5 transmembrane channel like 5 1,79 0,84 2 x107 0,000168
Q15365 1xPhospho [S246(100)] PCBP1 poly(rC) binding protein 1 1,79 0,84 0,003578 0,15028
Q16649 1xPhospho [S353(99.6)] NFIL3 nuclear factor, interleukin 3 regulated 1,77 0,82 0,007951 0,26551
Q01082-3 2xPhospho [S10(99.6); S/T/Y] SPTBN1 spectrin beta, non-erythrocytic 1 1,71 0,77 0,003275 0,144784
Q9Y2H5 1xPhospho [S867(100)] PLEKHAG pleckstrin homology domain containing A6 1,71 0,77 0,032519 0,525304
Q09666 1xPhospho [S210(100)] AHNAK AHNAK nucleoprotein 1,70 0,77 0,000941 0,066225
Q14573 1xPhospho [S916(100)] ITPR3 inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3 1,69 0,76 0,013104 0,330306
Q9UPN4 1xPhospho [S47(100)] CEP131 centrosomal protein 131 1,68 0,75 0,008419 0,26551
Q13263 1xPhospho [S473(100)] TRIM28 tripartite motif containing 28 1,68 0,75 0,000171 0,022158
Q8IVF2 1xPhospho [S$5175(99.6)] AHNAK2 AHNAK nucleoprotein 2 1,68 0,75 0,000946 0,066225
Q9Y2L9 1xPhospho [S536(100)] LRCH1 leucine rich repeats and calponin homology domain 1,67 0,74 0,048533 0,652279
containing 1

095453 1xPhospho [S557(100)] PARN poly(A)-specific ribonuclease 1,66 0,73 0,036867 0,553726
Q5VZL5 1xPhospho [S1181(100)] ZMYM4 zinc finger MYM-type containing 4 1,63 0,71 0,009867 0,296002
Q61Q26 1xPhospho [S193(100)] DENND5A DENN domain containing 5A 1,63 0,70 0,018002 0,400162
P05412 1xPhospho [S73(100)] JUN Jun proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit 1,59 0,67 0,001486 0,086084
Q01970 1xPhospho [S537(100)] PLCB3 phospholipase C beta 3 1,56 0,65 0,002365 0,116834
P84243 1xPhospho [T46(100)] H3-3A, H3-3B | H3.3 histone A; H3.3 histone B 1,56 0,64 0,035357 0,550004
P04920 1xPhospho [S144(99.6)] SLC4A2 solute carrier family 4 member 2 1,55 0,63 0,001963 0,103078
Q3ZCW2 1xPhospho [S22(99.6)] LGALSL galectin like 1,54 0,63 0,019214 0,411448
Q9Y618 1xPhospho [S67(100)] NCOR2 nuclear receptor corepressor 2 1,52 0,60 0,000316 0,033145
Q14573 1xPhospho [S1832(100)] ITPR3 inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3 1,51 0,60 0,000447 0,041749
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Anhang

Q99460 1xPhospho [T273(100)]

000231 1xPhospho [S14(100)]

P02545 1xPhospho [S652(100)]

P51149 1xPhospho [S72(100)]

Q9HB19 1xPhospho [S184(100)]

P57682 1xPhospho [S250(100)]

P20749 1xPhospho [S41(100)]

060784 1xPhospho [S355(100)]

Q9HCKS8 2xPhospho [T1982(99.2); S1991(100)]
Q6ZUT9 1xPhospho [S178(100)]

Q13501 2xPhospho [S355(100); S361(99.1)]
P26651 1xPhospho [S90(99.2)]

Q13131 1xPhospho [S496(100)]

Q5VV41 1xPhospho [S107(100)]

000515 1xPhospho [S38(100)]

P28482 1xPhospho [T185(100)]

Q05209 1xPhospho [S673(100)]

Q6P0Q8 1xPhospho [S1032(100)]
Q01082-3 1xPhospho [S14(99.6)]

Q72417 1xPhospho [S652(100)]

Q8WUZ0 3xPhospho [S114(100); T118(100);
$126(98.9)]

Q96T23 1xPhospho [T1305(100)]

075376 1xPhospho [S2120(100)]

Q8ND76 1xPhospho [S25(100)]

Q5VV41 2xPhospho [S239(100); S240(100)]
P10398 1xPhospho [S162(99.7)]

Q13627 1xPhospho [Y321(100)]

Q9POM6 1xPhospho [S129(100)]

Q9UHB7 1xPhospho [S1055(100)]

Q6ZV73 1xPhospho [S554(99.7)]

Q8N3F8 1xPhospho [S578(100)]

P46013 2xPhospho [S538(100); T543(100)]
Q6PKGO 2xPhospho [S766(100); S774(100)]
Q9Y618 1xPhospho [S939(100)]

043815 1xPhospho [S376(100)]

A6ND36 1xPhospho [S610(100)]

075427 1xPhospho [S513(99.4)]

Q9UK61 1xPhospho [S979(99.5)]
Q6ZRV2 1xPhospho [S523(100)]
Q13469 1xPhospho [S$326(99.5)]
060292 1xPhospho [S1364(100)]
P41279 1xPhospho [S141(100)]
Q9P206 1xPhospho [S979(99.7)]
Q86W92-2 1xPhospho [S534(99.7)]

PSMD1
PSMD11
LMNA
RAB7A
PLEKHA2
KLF3
BCL3
TOM1
CHD8
DENNDSB
SQSTM1
ZFP36
PRKAA1
ARHGEF16
LAD1
MAPK1
PTPN12
MAST2
SPTBN1
NUFIP2
BCL7C

RSF1
NCOR1
CCNY
ARHGEF16
ARAF
DYRK1A
MACROH2A2
AFF4

FGD6
MICALL1
MKI67
LARP1
NCOR2
STRN
FAM83G
LRCH4

TASOR
FAM83H
NFATC2
SIPA1L3
MAP3K8
KIAA1522
PPFIBP1

proteasome 26S subunit, non-ATPase 1
proteasome 26S subunit, non-ATPase 11

lamin A/C

RAB7A, member RAS oncogene family

pleckstrin homology domain containing A2
Kruppel like factor 3

BCL3 transcription coactivator

target of myb1 membrane trafficking protein
chromodomain helicase DNA binding protein 8
DENN domain containing 5B

sequestosome 1

ZFP36 ring finger protein

protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 1
Rho guanine nucleotide exchange factor 16
ladinin 1

mitogen-activated protein kinase 1

protein tyrosine phosphatase non-receptor type 12
microtubule associated serine/threonine kinase 2
spectrin beta, non-erythrocytic 1

nuclear FMR1 interacting protein 2

BAF chromatin remodeling complex subunit BCL7C

remodeling and spacing factor 1

nuclear receptor corepressor 1

cyclinY

Rho guanine nucleotide exchange factor 16
A-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase
dual specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase 1A
macroH2A.2 histone

AF4/FMR2 family member 4

FYVE, RhoGEF and PH domain containing 6
MICAL like 1

marker of proliferation Ki-67

La ribonucleoprotein 1, translational regulator
nuclear receptor corepressor 2

striatin

family with sequence similarity 83 member G
leucine rich repeats and calponin homology domain
containing 4

transcription activation suppressor

family with sequence similarity 83 member H
nuclear factor of activated T cells 2

signal induced proliferation associated 1 like 3
mitogen-activated protein kinase 8

KIAA1522

PPFIA binding protein 1

1,49
1,49
1,48
1,44
1,43
1,42
1,42
1,41
1,40
1,37
1,34
1,33
1,32
1,31
1,31
1,30
1,29
1,29
1,28
1,27
1,25

1,25
1,24
1,20
1,19
1,19
0,82
0,82
0,81
0,79
0,78
0,78
0,77
0,77
0,77
0,76
0,75

0,75
0,74
0,74
0,74
0,72
0,72
0,71

0,57
0,57
0,56
0,52
0,51
0,51
0,50
0,49
0,49
0,45
0,42
0,41
0,40
0,39
0,39
0,38
0,37
0,36
0,36
0,35
0,32

0,32
0,31
0,26
0,25
0,25
-0,28
-0,29
-0,31
-0,35
-0,35
-0,37
-0,38
-0,38
-0,38
-0,40
-0,41

-0,42
-0,43
-0,43
-0,44
-0,47
-0,48
-0,50

0,005904
0,013487
0,030099
0,025274
0,045328
0,013173
0,029793
0,004333
0,021566
0,002984
0,029744
0,030891
0,027356
0,018683
0,03447

0,029578
0,037465
0,035338
0,036151
0,007686
0,046898

0,012753
0,011116
0,009703
0,018103
0,004075
0,007611
0,032053
0,04233
0,001046
0,011841
0,035823
0,0465
0,03118
0,003534
0,001137
0,020693

0,040371
9,42 x108
0,045459
0,001081
0,001712
0,010919
0,049775

0,220421
0,333217
0,505662
0,46153

0,631121
0,330306
0,505587
0,169277
0,422185
0,139255
0,505587
0,513557
0,48688

0,407631
0,550004
0,505587
0,557004
0,550004
0,552128
0,26551

0,635398

0,330306
0,316531
0,296002
0,400162
0,163007
0,26551

0,522806
0,613061
0,069867
0,325883
0,552127
0,635125
0,513557
0,15028

0,070739
0,417651

0,594946
0,014389
0,631121
0,069867
0,095889
0,316289
0,659054
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Anhang

Q86YV5 1xPhospho [S907(100)]
Q8N5Y2 1xPhospho [S400(99.7)]
QI9UPUS5 1xPhospho [T1289(100)]
Q5VT52-5 1xPhospho [S567(100)]
Q5VT52 1xPhospho [S593(100)]
Q99959 1xPhospho [S251(100)]
Q9Y520 1xPhospho [S2260(100)]
Q9Y5K6 1xPhospho [S458(100)]
Q14244 1xPhospho [T673(99.7)]
Q9H910 1xPhospho [S30(100)]
Q14244 1xPhospho [S183(99.8)]
Q8IVTS5 1xPhospho [S334(100)]
Q92844 1xPhospho [S129(100)]
Q9BW04 1xPhospho [S519(100)]
Q9BTE3 1xPhospho [T160(99.5)]
Q70EL4 1xPhospho [S969(99.7)]
Q55Ql0 1xPhospho [S315(100)]
QIUHF7 1xPhospho [S90(100)]
Q96EY5 1xPhospho [S170(100)]
Q9Y3Q8 1xPhospho [T211(100)]
060825 1xPhospho [S493(99.3)]
Q00613 1xPhospho [S314(100)]
Q9P227 1xPhospho [S423(100)]
Q86UE4 1xPhospho [S568(100)]

Q8WXH0 1xPhospho [S4159(98.8)]

Q9Y3E2 1xPhospho [S81(100)]
Q9UPTS5 1xPhospho [S250(100)]
Q8WUF5 1xPhospho [S292(99.7)]
P06748 1xPhospho [S137(100)]
Q86TB9-4 1xPhospho [T194(100)]
Q66K14 1xPhospho [S435(100)]
Q9Y520 1xPhospho [T2682(100)]
Q9Y6G9 1xPhospho [S421(100)]
P46013 1xPhospho [T1557(100)]
QINQTS 1xPhospho [S1644(100)]
Q5VTL8 1xPhospho [S529(100)]
Q5VZK9 1xPhospho [T1228(100)]
A6ND36 1xPhospho [S760(100)]
QINRZ9 1xPhospho [S503(100)]

Q5TOW9 2xPhospho [S803(99.2); $809(100)]

Q5TH69 1xPhospho [$2061(100)]
Q13586 1xPhospho [S575(100)]

PRAG1
MSL3
USP24
RPRD2
RPRD2
PKP2
PRRC2C
CD2AP
MAP7
JPT2
MAP7
KSR1
TANK
C1orf116
MCMBP
USP43
ATAT1
TRPS1
MVB12A
TSC22D4
PFKFB2
HSF1
ARHGAP23
MTDH
SYNE2
BOLA1
EXOC7
PPP1R13L
NPM1
PATL1
TBC1D9B
PRRC2C
DYNC1LI
MKI67
KIF13B
PRPF38B
CARMIL1
FAM83G
HELLS
FAM83B
ARFGEF3
STIM1

PEAK1 related, kinase-activating pseudokinase 1
MSL complex subunit 3

ubiquitin specific peptidase 24

regulation of nuclear pre-mRNA domain containing 2
regulation of nuclear pre-mRNA domain containing 2
plakophilin 2

proline rich coiled-coil 2C

CD2 associated protein

microtubule associated protein 7

Jupiter microtubule associated homolog 2
microtubule associated protein 7

kinase suppressor of ras 1

TRAF family member associated NFKB activator
chromosome 1 open reading frame 116
minichromosome maintenance complex binding protein
ubiquitin specific peptidase 43

alpha tubulin acetyltransferase 1

transcriptional repressor GATA binding 1
multivesicular body subunit 12A

TSC22 domain family member 4
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 2
heat shock transcription factor 1

Rho GTPase activating protein 23

metadherin

spectrin repeat containing nuclear envelope protein 2
bolA family member 1

exocyst complex component 7

protein phosphatase 1 regulatory subunit 13 like
nucleophosmin 1

PAT1 homolog 1, processing body mRNA decay factor
TBC1 domain family member 9B

proline rich coiled-coil 2C

dynein cytoplasmic 1 light intermediate chain 1
marker of proliferation Ki-67

kinesin family member 13B

pre-mRNA processing factor 38B

capping protein regulator and myosin 1 linker 1
family with sequence similarity 83 member G
helicase, lymphoid specific

family with sequence similarity 83 member B
ARFGEF family member 3

stromal interaction molecule 1

0,71
0,70
0,70
0,70
0,70
0,70
0,69
0,69
0,68
0,67
0,67
0,67
0,66
0,66
0,66
0,65
0,65
0,65
0,64
0,63
0,63
0,63
0,62
0,62
0,62
0,62
0,60
0,60
0,60
0,59
0,59
0,59
0,59
0,58
0,58
0,55
0,55
0,51
0,49
0,47
0,44
0,41

-0,50
-0,51
-0,51
-0,52
-0,52
-0,52
-0,53
-0,54
-0,57
-0,57
-0,58
-0,58
-0,59
-0,60
-0,61
-0,61
-0,63
-0,63
-0,64
-0,66
-0,66
-0,67
-0,68
-0,69
-0,69
-0,69
-0,73
-0,73
-0,74
-0,75
-0,76
-0,76
-0,77
-0,78
-0,79
-0,85
-0,86
-0,97
-1,02
-1,09
-1,19
-1,29

0,016356
0,036915
0,013142
0,008287
0,008287
0,023986
0,02038
0,006116
0,027532
0,017681
0,000268
0,025132
0,023207
0,012843
0,015562
0,0047
0,042009
0,045132
0,011452
0,012027
0,008083
0,043195
0,020883
0,043933
0,020661
0,003235
0,019348
0,045831
0,016915
0,021612
0,010386
0,008534
0,003778
0,015829
0,000706
0,002159
0,019621
0,001772
0,022824
0,026881
0,001296
3,1x10°

0,38164

0,553726
0,330306
0,26551

0,26551

0,447741
0,417651
0,223369
0,48688

0,400162
0,030001
0,46153

0,43807

0,330306
0,373489
0,17946

0,613061
0,631121
0,320668
0,325883
0,26551

0,620234
0,417651
0,625485
0,417651
0,144784
0,411448
0,631121
0,389279
0,422185
0,306121
0,26551

0,154801
0,37455

0,056447
0,109908
0,41205

0,096029
0,435724
0,485598
0,077765
0,005202
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Anhang

MC58siaD" vs. Kon: Protein ID Gensymbol Genname Fold Log; Fold | p-Wert Adj. p-Wert
change change

P26651 1xPhospho [S60(99.6)] ZFP36 ZFP36 ring finger protein 7,66 2,94 1,71 x10°® 9,59E-06
P26651 1xPhospho [S186(100)] ZFP36 ZFP36 ring finger protein 6,34 2,67 8,96 x10°® 3,76E-05
Q14764 1xPhospho [S445(100)] MVP major vault protein 4,91 2,30 1,07 x10°° 8,97E-07
P05412 1xPhospho [S63(99.7)] JUN Jun proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit 4,02 2,01 4,56 x107 9,57E-05
Q8NDO04 1xPhospho [S742(99.7)] SMG8 SMG8 nonsense mediated mRNA decay factor 3,77 1,92 1,57 x10°® 0,001072
Q01082-3 2xPhospho [S10(99.6); S/T/Y] SPTBN1 spectrin beta, non-erythrocytic 1 3,42 1,78 1,45 x10® 0,000203
Q9H307 1xPhospho [S66(100)] PNN pinin, desmosome associated protein 3,36 1,75 1,39 x107 4,68E-05
Q92844 1xPhospho [S208(100)] TANK TRAF family member associated NFKB activator 3,34 1,74 3,16 x107 8,86E-05
075420 1xPhospho [S638(100)] 3,26 1,71 4,1 x107 9,567E-05
Q81Y17 1xPhospho [S420(100)] PNPLAG patatin like phospholipase domain containing 6 3,21 1,68 7,68 x107 0,000129
Q15154 1xPhospho [S93(100)] PCM1 pericentriolar material 1 3,07 1,62 0,000488 0,015754
Q9C0C2 1xPhospho [S1029(100)] TNKS1BP1 tankyrase 1 binding protein 1 3,04 1,60 0,00096 0,028289
Q6UXY8 1xPhospho [S79(100)] TMC5 transmembrane channel like 5 2,94 1,56 1,91x10710 3,21E-07
Q16539 2xPhospho [T180(100); Y182(100)] MAPK14 mitogen-activated protein kinase 14 2,89 1,53 9,07 x10° 0,004918
Q3ZCW2 1xPhospho [S22(99.6)] LGALSL galectin like 2,80 1,49 1,85 x10°® 0,001194
Q6ZRS2 1xPhospho [S2725(99.7)] SRCAP Snf2 related CREBBP activator protein 2,78 1,47 5,04x10 0,000498
Q6PJT7 1xPhospho [S343(100)] ZC3H14 zinc finger CCCH-type containing 14 2,75 1,46 0,000377 0,01349
P35658 1xPhospho [S1023(99.6)] NUP214 nucleoporin 214 2,73 1,45 0,010591 0,131601
P04792 1xPhospho [S82(99.8)] HSPB1 heat shock protein family B (small) member 1 2,72 1,45 9,83 x10°° 0,000826
Q13501 2xPhospho [S355(100); $361(99.1)] SQSTM1 sequestosome 1 2,68 1,42 6,42 x107 0,00012
P51149 1xPhospho [S72(100)] RAB7A RAB7A, member RAS oncogene family 2,57 1,36 1,47 x10°® 0,001072
Q86UE4 1xPhospho [S298(100)] MTDH metadherin 2,49 1,32 0,003398 0,062732
095425-3 1xPhospho [S221(100)] SVIL supervillin 2,43 1,28 0,004217 0,072299
P78347 1xPhospho [S412(100)] GTF2l general transcription factor Ili 2,39 1,25 0,000242 0,010981
Q7Z434 1xPhospho [S222(100)] MAVS mitochondrial antiviral signaling protein 2,36 1,24 1,11 x10°® 0,000886
Q15365 1xPhospho [S246(100)] PCBP1 poly(rC) binding protein 1 2,34 1,23 0,000116 0,006094
P05412 1xPhospho [S73(100)] JUN Jun proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit 2,29 1,20 7,84x10°% 0,000693
Q9Y446 1xPhospho [S314(99.8)] PKP3 plakophilin 3 2,29 1,19 0,000281 0,011276
Q99460 1xPhospho [T273(100)] PSMD1 proteasome 26S subunit, non-ATPase 1 2,28 1,19 1,23 x10°® 0,000942
095453 1xPhospho [S557(100)] PARN poly(A)-specific ribonuclease 2,28 1,19 0,001068 0,029916
Q13017 1xPhospho [S590(100)] ARHGAP5 Rho GTPase activating protein 5 2,26 1,18 0,009706 0,123532
P02545 1xPhospho [S652(100)] LMNA lamin A/C 2,24 1,16 8,73 x10® 0,004889
Q09666 1xPhospho [S5552(100)] AHNAK AHNAK nucleoprotein 2,22 1,15 0,000477 0,015754
060784 1xPhospho [S355(100)] TOM1 target of myb1 membrane trafficking protein 2,19 1,13 1,83 x10°® 0,00023
Q9UP83 1xPhospho [S49(100)] COG5 component of oligomeric golgi complex 5 2,18 1,12 0,00421 0,072299
Q9UPN4 1xPhospho [S47(100)] CEP131 centrosomal protein 131 2,16 1,11 0,000346 0,012731
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Anhang

Q6PKGO 1xPhospho [S847(100)]
Q9Y2L9 1xPhospho [S536(100)]

Q70E73 1xPhospho [S996(100)]

Q13263 1xPhospho [S473(100)]
Q99959 1xPhospho [S225(100)]

Q07960 1xPhospho [S51(99.8)]

Q9HB19 1xPhospho [S184(100)]

Q14573 1xPhospho [S1832(100)]

Q9HOD6 2xPhospho [S471(99.5); S473(100)]
P82980 1xPhospho [S56(100)]

Q9UHB6 1xPhospho [S686(100)]

Q61Q26 1xPhospho [S193(100)]

Q96RR4 1xPhospho [S511(100)]

Q8IVF2 1xPhospho [S4419(99.6)]

Q99704 1xPhospho [S269(100)]

Q72627 1xPhospho [S3662(100)]

095425-3 1xPhospho [S1198(100)]
Q8NFAO0 1xPhospho [T1326(100)]
Q12792 1xPhospho [S143(99.7)]
Q72417 1xPhospho [S652(100)]
Q09666 1xPhospho [S210(100)]
Q14573 1xPhospho [S916(100)]
P20749 1xPhospho [S41(100)]
Q5UIP0 1xPhospho [S2393(100)]
Q9BQF6 1xPhospho [S11(99.8)]
P05783 1xPhospho [S86(99.5)]
P08727 1xPhospho [S46(100)]
Q8IW35 1xPhospho [S500(100)]
P26651 1xPhospho [S90(99.2)]
QI9UKL3 1xPhospho [S1537(100)]
Q9Y2H5 1xPhospho [S867(100)]
P04920 1xPhospho [S144(99.6)]
014639 2xPhospho [S431(100); S435(100)]
ABMTLO 1xMet-loss [N-Term]
Q16649 1xPhospho [S353(99.6)]
Q6ZUT9 1xPhospho [S178(100)]

LARP1
LRCH1

RAPH1

TRIM28
PKP2
ARHGAP1
PLEKHA2
ITPR3
XRN2
RBP5
LIMA1
DENNDSA
CAMKK2
AHNAK2
DOK1
HUWE1

SVIL
USP32
TWF1
NUFIP2
AHNAK
ITPR3
BCL3
RIF1
SENP7
KRT18
KRT19
CEP97
ZFP36
CASP8AP2
PLEKHAG
SLC4A2
ABLIM1
IQCF5
NFIL3
DENND5B

La ribonucleoprotein 1, translational regulator

leucine rich repeats and calponin homology domain
containing 1

Ras association (RalGDS/AF-6) and pleckstrin homology
domains 1

tripartite motif containing 28

plakophilin 2

Rho GTPase activating protein 1

pleckstrin homology domain containing A2
inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3
5'-3' exoribonuclease 2

retinol binding protein 5

LIM domain and actin binding 1

DENN domain containing 5A
calcium/calmodulin dependent protein kinase 2
AHNAK nucleoprotein 2

docking protein 1

HECT, UBA and WWE domain containing E3 ubiquitin
protein ligase 1

supervillin

ubiquitin specific peptidase 32

twinfilin actin binding protein 1

nuclear FMR1 interacting protein 2
AHNAK nucleoprotein

inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3
BCL3 transcription coactivator

replication timing regulatory factor 1
SUMO specific peptidase 7

keratin 18

keratin 19

centrosomal protein 97

ZFP36 ring finger protein

caspase 8 associated protein 2

pleckstrin homology domain containing A6
solute carrier family 4 member 2

actin binding LIM protein 1

1Q motif containing F5

nuclear factor, interleukin 3 regulated
DENN domain containing 5B

2,12
2,09

2,08

2,03
2,02
1,98
1,95
1,94
1,92
1,91
1,88
1,88
1,87
1,87
1,86
1,86

1,85
1,84
1,84
1,84
1,83
1,83
1,82
1,78
1,78
1,77
1,76
1,75
1,75
1,74
1,74
1,74
1,73
1,72
1,70
1,70

1,08
1,07

1,05

1,02
1,01
0,98
0,96
0,96
0,94
0,93
0,91
0,91
0,91
0,90
0,90
0,90

0,89
0,88
0,88
0,88
0,87
0,87
0,87
0,83
0,83
0,82
0,82
0,81
0,81
0,80
0,80
0,80
0,79
0,78
0,77
0,77

0,004108
0,003191

0,01408

7,44x10°6
0,002507
0,004085
0,00048
4,84x10°%
0,016816
0,00046
0,01369
0,001899
0,030039
0,009786
0,021014
5x10°%

0,008316
0,006513
0,001471
1,92E-06
0,000241
0,004276
0,000746
0,019193
0,033185
0,00083

0,008485
0,03155

0,000248
0,029603
0,018595
0,000277
0,005604
0,025083
0,009625
2,56 x10®

0,071885
0,06023

0,15352

0,000693
0,052653
0,071885
0,015754
0,000498
0,167399
0,015754
0,151311
0,044298
0,247384
0,123607
0,193977
0,002898

0,114497
0,096605
0,036354
0,00023
0,010981
0,072558
0,022776
0,182168
0,258105
0,02491
0,114951
0,2524
0,010981
0,247384
0,17892
0,011276
0,086375
0,218339
0,123433
0,001534
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Anhang

Q96H79 1xPhospho [S257(99.6)]

Q8N5Y2 2xPhospho [S400(99.7); T405(100)]
P55265 1xPhospho [T601(100)]

Q07889 1xPhospho [S1134(99.6)]

000231 1xPhospho [S14(100)]

Q01082-3 1xPhospho [S14(99.6)]

Q9H8Y8 1xPhospho [S451(100)]

Q9BY89 1xPhospho [S981(100)]

Q5JSZ5 1xPhospho [S226(99.6)]

Q5T0Z8 1xPhospho [S1087(99.7)]

Q9C0C2 1xPhospho [S1385(100)]

Q9Y490 1xPhospho [S1201(100)]

Q8IVF2 1xPhospho [S$5175(99.6)]

Q96PC5 1xPhospho [S747(99.8)]

P50851 1xPhospho [S2496(100)]

P08621 1xPhospho [S320(100)]

Q14573 1xPhospho [S2670(100)]

Q6PJF5 2xPhospho [S325(100); S328(100)]
Q13131 1xPhospho [S496(100)]

Q9C0B5 1xPhospho [S621(100)]

A1X283 1xPhospho [$291(100)]

Q14207 1xPhospho [S554(100)]

Q96BD0 1xPhospho [S40(100)]

Q01804 1xPhospho [S893(100)]

Q6P996 1xPhospho [S786(100)]

095817 1xPhospho [S173(100)]

Q5VZK9 1xPhospho [S1288(100)]

000515 1xPhospho [S38(100)]

Q86YS3 1xPhospho [S527(99.8)]

P28482 1xPhospho [T185(100)]

Q13158 1xPhospho [S194(100)]

Q9HCKB8 2xPhospho [T1982(99.2); S1991(100)]
Q53SF7 1xPhospho [S1069(99.7)]

Q01970 1xPhospho [S537(100)]

Q8IZD4 1xPhospho [S275(100)]

Q15262 2xPhospho [S856(100); T860(100)]
Q86V81 1xPhospho [$239(100)]

000401 1xPhospho [S430(99.6)]

ZC3HAV1L
MSL3
ADAR
SOS1
PSMD11
SPTBN1
GORASP2
KIAA1671
PRRC2B
C6orf132
TNKS1BP1
TLN1
AHNAK2
MIA2
LRBA
SNRNP70
ITPR3
RHBDF2
PRKAA1
ZDHHC5
SH3PXD2B
NPAT
SLCO4A1
OTUD4
PDXDC1
BAG3
CARMIL1
LAD1
RAB11FIP4
MAPK1
FADD
CHD8
COBLL1
PLCB3
DCP1B
PTPRK
ALYREF
WASL

zinc finger CCCH-type containing, antiviral 1 like
MSL complex subunit 3

adenosine deaminase RNA specific

SOS Ras/Rac guanine nucleotide exchange factor 1
proteasome 26S subunit, non-ATPase 11

spectrin beta, non-erythrocytic 1

golgi reassembly stacking protein 2

KIAA1671

proline rich coiled-coil 2B

chromosome 6 open reading frame 132

tankyrase 1 binding protein 1

talin 1

AHNAK nucleoprotein 2

MIA SH3 domain ER export factor 2

LPS responsive beige-like anchor protein

small nuclear ribonucleoprotein U1 subunit 70
inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3

cellular retinoic acid binding protein 1

protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 1
zinc finger DHHC-type palmitoyltransferase 5

SH3 and PX domains 2B

nuclear protein, coactivator of histone transcription
solute carrier organic anion transporter family member 4A1
OTU deubiquitinase 4

pyridoxal dependent decarboxylase domain containing 1
BAG cochaperone 3

capping protein regulator and myosin 1 linker 1
ladinin 1

RAB11 family interacting protein 4
mitogen-activated protein kinase 1

Fas associated via death domain

chromodomain helicase DNA binding protein 8
cordon-bleu WH2 repeat protein like 1
phospholipase C beta 3

decapping mRNA 1B

protein tyrosine phosphatase receptor type K
Aly/REF export factor

WASP like actin nucleation promoting factor

1,70
1,69
1,68
1,67
1,66
1,66
1,66
1,64
1,64
1,64
1,63
1,62
1,61
1,59
1,56
1,56
1,54
1,54
1,53
1,53
1,53
1,53
1,53
1,52
1,52
1,51
1,50
1,49
1,49
1,48
1,48
1,46
1,45
1,45
1,45
1,43
1,43
1,41

0,76
0,75
0,75
0,74
0,73
0,73
0,73
0,72
0,71
0,71
0,70
0,69
0,69
0,67
0,64
0,64
0,62
0,62
0,62
0,62
0,61
0,61
0,61
0,61
0,61
0,60
0,58
0,58
0,58
0,57
0,56
0,55
0,54
0,54
0,54
0,52
0,52
0,50

0,020431
0,016453
0,026139
0,02219
0,001765
0,000183
0,049172
0,005448
0,00031
0,002106
0,024639
0,029974
0,001423
0,033625
0,002032
0,017007
0,049353
0,036304
0,00133
0,01208
0,002422
0,00224
0,007737
0,029407
0,038815
0,041589
0,032369
0,002601
0,01578
0,002132
0,004837
0,010693
0,0014
0,008928
0,030471
0,03437
0,011164
0,015815

0,190691
0,166512
0,224052
0,20151

0,042369
0,009308
0,324578
0,084751
0,011829
0,047739
0,216723
0,247384
0,035681
0,259127
0,046763
0,168071
0,324578
0,268709
0,034365
0,140936
0,052176
0,04888

0,110111
0,247019
0,279871
0,291122
0,255308
0,053191
0,162997
0,047739
0,077394
0,131601
0,035643
0,118099
0,24971

0,260094
0,134931
0,162997
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Anhang

Q8N1G0 1xPhospho [T377(100)]

060664 1xPhospho [S241(100)]

P51858 1xPhospho [S165(100)]

014686 1xPhospho [S2274(100)]

Q68CZ2 1xPhospho [S1154(100)]

Q6PJF5 1xPhospho [S385(100)]

P57682 2xPhospho [S92(100); S101(98.7)]
Q13153 1xPhospho [T219(100)]

P24928 1xPhospho [S1847(99.2)]

Q9Y2K7 2xPhospho [T713(100); S718(98.6)]
075822 1xPhospho [T109(100)]

P18583 1xPhospho [S283(99.7)]

Q6P0Q8 1xPhospho [S1032(100)]
Q9H3R2 1xPhospho [S506(100)]

P31943 1xPhospho [S104(100)]

Q5TH69 1xPhospho [S1061(100)]

Q13501 1xPhospho [S272(100)]

060292 2xPhospho [T175(99.7); S]
P57682 1xPhospho [S250(100)]

Q86YP4 3xPhospho [$100(100); S107(100);
$114(100)]
Q9Y6Q9 1xPhospho [S214(100)]

P46108 1xPhospho [S125(100)]
Q8WWI1-3 1xPhospho [S533(99.7)]
Q58WW2 1xPhospho [$336(100)]

P53396 1xPhospho [S455(100)]

Q9Y618 1xPhospho [S67(100)]

Q7Z3B3 1xPhospho [S249(100)]

Q8WUI4 1xPhospho [S486(99.6)]

Q13459 2xPhospho [S1267(100); T1271(100)]
Q5VV41 1xPhospho [S107(100)]

Q5VV41 2xPhospho [S239(100); S240(100)]
Q9BWO04 1xPhospho [S131(100)]

Q8TAQ2 1xPhospho [S347(100)]

Q92934 1xPhospho [S75(99.4)]
Q9H6Z4 1xPhospho [S126(99.5)]
P10398 1xPhospho [S162(99.7)]
Q8ND76 1xPhospho [S25(100)]

ZNF687
PLIN3
HDGF
KMT2D
TNS3
RHBDF2
KLF3
PAK1
POLR2A
KDM2A
EIF3J
SON
MAST2
MUC13
HNRNPH1
ARFGEF3
SQSTM1
SIPA1L3
KLF3
GATAD2A

NCOA3
CRK

LMO7
DCAF6
ACLY
NCOR2
KANSL1
HDAC7
MYO9B
ARHGEF16
ARHGEF16
C1orf116
SMARCC2

BAD
RANBP3
ARAF
CCNY

zinc finger protein 687

perilipin 3

heparin binding growth factor

lysine methyltransferase 2D

tensin 3

rhomboid 5 homolog 2

Kruppel like factor 3

p21 (RAC1) activated kinase 1

RNA polymerase Il subunit A

lysine demethylase 2A

eukaryotic translation initiation factor 3 subunit J
SON DNA and RNA binding protein

microtubule associated serine/threonine kinase 2
mucin 13, cell surface associated
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H1
ARFGEF family member 3

sequestosome 1

signal induced proliferation associated 1 like 3
Kruppel like factor 3

GATA zinc finger domain containing 2A

nuclear receptor coactivator 3

CRK proto-oncogene, adaptor protein

LIM domain 7

DDB1 and CUL4 associated factor 6

ATP citrate lyase

nuclear receptor corepressor 2

KAT8 regulatory NSL complex subunit 1
histone deacetylase 7

myosin IXB

Rho guanine nucleotide exchange factor 16
Rho guanine nucleotide exchange factor 16
chromosome 1 open reading frame 116

SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent
regulator of chromatin subfamily c member 2
BCL2 associated agonist of cell death

RAN binding protein 3
A-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase
cyclinY

1,40
1,39
1,39
1,38
1,38
1,37
1,37
1,37
1,37
1,36
1,36
1,36
1,35
1,35
1,34
1,33
1,33
1,33
1,32
1,31

1,31
1,31
1,31
1,30
1,30
1,29
1,27
1,26
1,26
1,25
1,24
1,23
1,22

1,22
1,21
1,20
1,19

0,49
0,48
0,47
0,47
0,47
0,46
0,45
0,45
0,45
0,45
0,44
0,44
0,43
0,43
0,42
0,42
0,42
0,41
0,40
0,39

0,39
0,39
0,39
0,38
0,37
0,37
0,34
0,34
0,33
0,32
0,31
0,30
0,28

0,28
0,28
0,26
0,26

0,009403
0,025064
0,015614
0,027988
0,001047
0,040594
0,038725
0,000349
0,006319
0,006185
0,000289
0,040844
0,01684

0,002457
0,016152
0,018365
0,037118
0,045432
0,048167
0,048195

0,009343
0,032212
0,01084

0,036206
0,002569
0,014168
0,047285
0,048856
0,017724
0,038745
0,004577
0,014542
0,043621

0,014307
0,002996
0,002669
0,011658

0,121514
0,218339
0,16293

0,236277
0,029802
0,288971
0,279871
0,012731
0,094779
0,094215
0,011276
0,289529
0,167399
0,052249
0,164455
0,178338
0,272308
0,309008
0,321297
0,321297

0,121514
0,255262
0,131966
0,268709
0,053191
0,15352

0,319031
0,324421
0,174135
0,279871
0,075293
0,153656
0,300101

0,15352

0,057854
0,053376
0,137922
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Anhang

QIUKES5 1xPhospho [S640(100)]
095394 1xPhospho [S64(100)]
060292 1xPhospho [S1364(100)]
P52926 1xPhospho [S44(100)]
Q86UE4 1xPhospho [S308(99.7)]
Q96JP2 1xPhospho [S1025(100)]
Q13469 1xPhospho [S856(100)]
Q14839 1xPhospho [S1535(100)]
Q14244 1xPhospho [S183(99.8)]
Q99569 1xPhospho [S221(100)]
Q9UHB?7 1xPhospho [S1055(100)]
Q632Y3 1xPhospho [S375(100)]
P15924 1xPhospho [S2815(100)]
P62316 1xPhospho [T12(100)]
075427 1xPhospho [S513(99.4)]

Q6PKGO 2xPhospho [S766(100); S774(100)]
Q8N3F8 1xPhospho [S578(100)]

Q13111 1xPhospho [S873(100)]

Q9UPU5 1xPhospho [T1289(100)]

A6ND36 1xPhospho [S610(100)]

Q9H1E3 2xPhospho [T179(100); S181(100)]

Q70EL4 1xPhospho [S969(99.7)]
Q9UHB6 1xPhospho [$369(99.7)]
P42166 1xPhospho [S424(100)]
060825 1xPhospho [S493(99.3)]
Q9Y6Q6 1xPhospho [S463(100)]
043815 1xPhospho [S376(100)]
Q9H4GO 1xPhospho [S650(99.8)]
P22455 1xPhospho [S419(100)]
Q6ZV73 1xPhospho [S554(99.7)]
Q53GA4 1xPhospho [S144(98.5)]
Q92574 1xPhospho [S505(100)]
P16144 1xPhospho [S1494(100)]
Q5VZK9 1xPhospho [S122(100)]
Q6UUV7 1xPhospho [$329(100)]
Q86YV5 1xPhospho [S907(100)]
060716-3 1xPhospho [T933(99.6)]

TNIK
PGM3
SIPA1L3
HMGA2
MTDH
MYO15B
NFATC2
CHD4
MAP7
PKP4
AFF4
KANK2
DSP
SNRPD2
LRCH4

LARP1
MICALLA
CHAF1A
USpP24
FAM83G
NUCKS1

USP43
LIMA1
TMPO
PFKFB2
TNFRSF11A
STRN
EPB41L1
FGFR4
FGD6
PHLDA2
TSC1
ITGB4
CARMIL1
CRTC3
PRAG1
CTNND1

TRAF2 and NCK interacting kinase
phosphoglucomutase 3

signal induced proliferation associated 1 like 3

high mobility group AT-hook 2

metadherin

myosin XVB

nuclear factor of activated T cells 2

chromodomain helicase DNA binding protein 4
microtubule associated protein 7

plakophilin 4

AF4/FMR2 family member 4

KN motif and ankyrin repeat domains 2
desmoplakin

small nuclear ribonucleoprotein D2 polypeptide
leucine rich repeats and calponin homology domain
containing 4

La ribonucleoprotein 1, translational regulator
MICAL like 1

chromatin assembly factor 1 subunit A

ubiquitin specific peptidase 24

family with sequence similarity 83 member G
nuclear casein kinase and cyclin dependent kinase substrate
1

ubiquitin specific peptidase 43

LIM domain and actin binding 1

thymopoietin
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 2
TNF receptor superfamily member 11a

striatin

erythrocyte membrane protein band 4.1 like 1
fibroblast growth factor receptor 4

FYVE, RhoGEF and PH domain containing 6
pleckstrin homology like domain family A member 2
TSC complex subunit 1

integrin subunit beta 4

capping protein regulator and myosin 1 linker 1
CREB regulated transcription coactivator 3

PEAKT1 related, kinase-activating pseudokinase 1
catenin delta 1

1,16
0,84
0,84
0,78
0,78
0,77
0,77
0,77
0,76
0,76
0,76
0,75
0,75
0,75
0,74

0,74
0,73
0,73
0,72
0,72
0,71

0,70
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,68
0,68
0,68
0,67
0,67
0,67
0,67

0,22

-0,25
0,26
0,35
0,36
0,37
0,38
0,38
-0,39
-0,40
-0,41
-0,41
-0,41
0,42
0,43

0,44
0,45
0,46
0,47
0,48
0,49

-0,51
-0,53
-0,53
-0,53
-0,53
-0,54
-0,54
-0,54
-0,55
-0,55
-0,55
-0,56
-0,58
-0,58
-0,59
-0,59

0,004707
0,040295
0,041368
0,030733
0,040529
0,046231
0,031215
0,044983
0,006225
0,014438
0,010732
0,048063
0,035444
0,004375
0,013537

0,031385
0,00216

0,007123
0,019685
0,000218
0,025985

0,013651
0,03265

0,008231
0,035816
0,023795
0,000188
0,032922
0,043494
1,6E-05

0,024505
0,021767
0,013605
0,013408
0,029861
0,004616
0,033506

0,076038
0,288971
0,290787
0,250636
0,288971
0,313175
0,252123
0,3072

0,094215
0,153521
0,131601
0,321297
0,267019
0,072769
0,151311

0,252277
0,047739
0,103164
0,185794
0,010446
0,223867

0,151311
0,256317
0,11428

0,268616
0,212637
0,009308
0,25725

0,300101
0,001072
0,216674
0,199824
0,151311
0,151311
0,247384
0,075293
0,259127
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Anhang

Q9P212 1xPhospho [S1709(100)]
Q9H910 1xPhospho [S97(100)]
Q13469 1xPhospho [S326(99.5)]
Q92783 1xPhospho [S156(100)]
Q8IWBS9 1xPhospho [S196(99.8)]
Q6ZN28 1xPhospho [S17(99.7)]
P27448 1xPhospho [S469(100)]
Q9BTX1 1xPhospho [T414(100)]
P51608 1xPhospho [$S229(100)]
Q9H910 1xPhospho [S30(100)]
P35269 1xPhospho [T389(100)]
Q15366 1xPhospho [S173(100)]
Q12834 1xPhospho [T70(99.7)]
Q96EY5 1xPhospho [S170(100)]
P19013 1xPhospho [S51(100)]
Q15652 1xPhospho [S617(100)]
Q6ZRV2 1xPhospho [S523(100)]
Q9P227 1xPhospho [S423(100)]
Q5VTL8 1xPhospho [S529(100)]
Q8IVF2 1xPhospho [S102(100)]
Q9H425 1xPhospho [S174(99.3)]
Q8N6H7 1xPhospho [S432(100)]
Q5JTV8 1xPhospho [S305(100)]
Q8WWI1-3 1xPhospho [T714(100)]
Q8N5Y2 1xPhospho [S400(99.7)]
Q9BTE3 1xPhospho [T160(99.5)]
P46013 2xPhospho [S538(100); T543(100)]
Q96B97 1xPhospho [S587(100)]
Q9Y5K6 1xPhospho [S458(100)]
QINQTS 1xPhospho [S1644(100)]
Q14244 1xPhospho [T673(99.7)]
P78536 1xPhospho [S791(100)]
000151 1xPhospho [S90(100)]
P41279 1xPhospho [S141(100)]
Q9Y3E2 1xPhospho [S81(100)]
P46013 2xPhospho [T2203(100); T2212(100)]
Q9Y6G9 1xPhospho [S421(100)]
Q9Y580 1xPhospho [S137(100)]

PLCE1
JPT2
NFATC2
STAM
TEX2
MACC1
MARK3
NDC1
MECP2
JPT2
GTF2F1
PCBP2
CDC20
MVB12A

JMJD1C
FAM83H
ARHGAP23
PRPF38B
AHNAK2
C10orf198
ARFGAP2
TOR1AIP1
LMO7
MSL3
MCMBP
MKI67
SH3KBP1
CD2AP
KIF13B
MAP7
ADAM17
PDLIM1
MAP3K8
BOLA1
MKI67
DYNC1LI
RBM7

phospholipase C epsilon 1

Jupiter microtubule associated homolog 2
nuclear factor of activated T cells 2

signal transducing adaptor molecule
testis expressed 2

MET transcriptional regulator MACC1
microtubule affinity regulating kinase 3
NDC1 transmembrane nucleoporin
methyl-CpG binding protein 2

Jupiter microtubule associated homolog 2
general transcription factor I[IF subunit 1
poly(rC) binding protein 2

cell division cycle 20

multivesicular body subunit 12A

jumoniji domain containing 1C

family with sequence similarity 83 member H
Rho GTPase activating protein 23

pre-mRNA processing factor 38B

AHNAK nucleoprotein 2

chromosome 1 open reading frame 198

ADP ribosylation factor GTPase activating protein 2
torsin 1A interacting protein 1

LIM domain 7

MSL complex subunit 3

minichromosome maintenance complex binding protein
marker of proliferation Ki-67

SH3 domain containing kinase binding protein 1
CD2 associated protein

kinesin family member 13B

microtubule associated protein 7

ADAM metallopeptidase domain 17

PDZ and LIM domain 1

mitogen-activated protein kinase 8

bolA family member 1

marker of proliferation Ki-67

dynein cytoplasmic 1 light intermediate chain 1
RNA binding motif protein 7

0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,63
0,63
0,63
0,63
0,62
0,62
0,62
0,61
0,61
0,61
0,61
0,60
0,60
0,60
0,59
0,59
0,59
0,59
0,59
0,58
0,58
0,58

-0,59
-0,60
-0,60
-0,60
-0,61
-0,61
-0,62
-0,62
-0,62
-0,63
-0,63
-0,63
-0,63
-0,63
-0,63
-0,64
-0,66
-0,67
-0,67
-0,68
-0,69
-0,69
-0,70
-0,71
-0,71
-0,72
-0,72
-0,74
-0,74
-0,74
-0,75
-0,75
-0,75
-0,76
-0,77
-0,78
-0,78
-0,78

0,016578
0,034254
0,00505
0,002847
0,041355
0,025451
0,014982
0,034063
0,024349
0,006555
0,049459
0,034108
0,043765
0,013635
0,001878
0,043386
1,16 x10°®
0,027277
0,013528
0,001512
0,019077
0,019945
0,011433
0,022336
0,008383
0,00683
0,000287
0,017876
0,000736
0,001215
0,010115
0,000462
0,012477
2,2x10%
0,001311
0,036839
0,003326
0,037764

0,166776
0,260094
0,080045
0,056264
0,290787
0,220403
0,157309
0,260094
0,216436
0,096605
0,324578
0,260094
0,300101
0,151311
0,044298
0,300101
0,000178
0,231443
0,151311
0,03682

0,182101
0,187189
0,136218
0,201742
0,114497
0,09978

0,011276
0,174605
0,022776
0,03241

0,126816
0,015754
0,144559
0,001368
0,034365
0,271442
0,062076
0,275843
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Anhang

Q08945 1xPhospho [S659(100)]
Q9Y520 1xPhospho [S2260(100)]
Q5SQI0 1xPhospho [S315(100)]
095295 1xPhospho [S133(100)]
QB8WUF5 1xPhospho [$292(99.7)]
Q9Y2K7 2xPhospho [T550(100); S]
000151 1xPhospho [S130(100)]
Q86UE4 1xPhospho [S568(100)]
P46013 1xPhospho [T1557(100)]
Q9H4GO0 1xPhospho [S639(100)]
Q13330 1xPhospho [T564(100)]
Q9BWO04 1xPhospho [S519(100)]
Q9HOK1 1xPhospho [S534(100)]
Q92530 1xPhospho [$252(99.4)]
P33991 1xPhospho [S120(100)]
P25789 1xPhospho [S13(100)]
Q5VZK9 1xPhospho [T1228(100)]
Q15311 1xPhospho [S463(100)]
P16070 1xPhospho [S706(100)]
Q14847 1xPhospho [T104(100)]
Q86TB9-4 1xPhospho [T194(100)]
Q9Y520 1xPhospho [T2682(100)]
Q9ULWO 1xPhospho [S486(100)]
P46013 1xPhospho [T1315(100)]
P06748 1xPhospho [S137(100)]
Q08999 1xPhospho [S1080(100)]
P46013 1xPhospho [T1476(100)]
P07900 1xPhospho [S231(100)]
075683 1xPhospho [T229(100)]
Q9Y6G9 1xPhospho [S398(100)]
QINRZ9 1xPhospho [S503(100)]
Q5TH69 1xPhospho [S2061(100)]

Q5TOW9 2xPhospho [S803(99.2); $809(100)]

Q13586 1xPhospho [S575(100)]

SSRP1
PRRC2C
ATAT1
SNAPIN
PPP1R13L
KDM2A
PDLIM1
MTDH
MKI67
EPB41L1
MTA1
C1orf116
SIK2
PSMF1
MCM4
PSMA4
CARMIL1
RALBP1
CD44
LASP1
PATL1
PRRC2C
TPX2
MKI67
NPM1
RBL2
MKI67
HSP90AA1
SURF6
DYNC1LI
HELLS
ARFGEF3
FAM83B
STIM1

structure specific recognition protein 1

proline rich coiled-coil 2C

alpha tubulin acetyltransferase 1

SNAP associated protein

protein phosphatase 1 regulatory subunit 13 like
lysine demethylase 2A

PDZ and LIM domain 1

metadherin

marker of proliferation Ki-67

erythrocyte membrane protein band 4.1 like 1
metastasis associated 1

chromosome 1 open reading frame 116

salt inducible kinase 2

proteasome inhibitor subunit 1

minichromosome maintenance complex component 4
proteasome 20S subunit alpha 4

capping protein regulator and myosin 1 linker 1
ralA binding protein 1

CD44 molecule (Indian blood group)

La ribonucleoprotein 1, translational regulator
PAT1 homolog 1, processing body mRNA decay factor
proline rich coiled-coil 2C

TPX2 microtubule nucleation factor

marker of proliferation Ki-67

nucleophosmin 1

RB transcriptional corepressor like 2

marker of proliferation Ki-67

heat shock protein 90 alpha family class A member 1
surfeit 6

dynein cytoplasmic 1 light intermediate chain 1
helicase, lymphoid specific

ARFGEF family member 3

family with sequence similarity 83 member B
stromal interaction molecule 1

0,58
0,58
0,56
0,56
0,56
0,55
0,55
0,54
0,54
0,54
0,54
0,54
0,53
0,52
0,51
0,50
0,50
0,50
0,49
0,49
0,49
0,48
0,46
0,46
0,45
0,45
0,43
0,42
0,40
0,39
0,36
0,36
0,35
0,33

-0,79
-0,79
-0,83
-0,83
-0,85
-0,86
-0,87
-0,88
-0,89
-0,89
-0,90
-0,90
-0,92
-0,95
-0,97
-0,99
-1,01
-1,01
-1,03
-1,03
-1,04
-1,07
-1,12
-1,12
-1,15
-1,16
-1,20
-1,25
-1,32
-1,36
-1,48
-1,48
-1,50
-1,59

0,003157
0,001159
0,011882
0,0078
0,036308
0,004353
0,011258
0,020561
0,007712
0,022816
0,008747
0,000558
0,018637
0,015971
0,021888
0,008867
0,014347
0,043721
0,031149
0,01409
0,002904
0,001124
0,005185
0,032184
0,001026
0,008103
0,003466
0,027228
0,002628
0,009255
0,003604
0,000266
0,003541
4,31x10°8

0,06023
0,031402
0,139595
0,110111
0,268709
0,072769
0,1351
0,190842
0,110111
0,204977
0,117558
0,01769
0,17892
0,163605
0,199845
0,118099
0,15352
0,300101
0,252123
0,15352
0,056726
0,030964
0,081407
0,255262
0,029717
0,113442
0,063285
0,231443
0,053191
0,121474
0,064409
0,011276
0,063971
0,000483
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Anhang

MC58siaD" vs. MC58: Protein ID Gensymbol Genname Fold Log. Fold | p-Wert Adj. p-Wert
change change
P26651 1xPhospho [S60(99.6)] ZFP36 ZFP36 ring finger protein 217 1,12 0,000378 0,089472
P26651 1xPhospho [S186(100)] ZFP36 ZFP36 ring finger protein 2,13 1,09 0,000589 0,10818
P05412 1xPhospho [S63(99.7)] JUN Jun proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit 2,13 1,09 0,000252 0,089472
Q01082-3 2xPhospho [S10(99.6); S/T/Y] SPTBN1 spectrin beta, non-erythrocytic 1 2,00 1,00 0,000392 0,089472
Q13501 2xPhospho [S355(100); S361(99.1)] SQSTM1 sequestosome 1 1,99 1,00 2,12x10°% 0,017788
Q3ZCW2 1xPhospho [S22(99.6)] LGALSL galectin like 1,81 0,86 0,002485 0,310196
Q9C0C2 1xPhospho [S1029(100)] TNKS1BP1 tankyrase 1 binding protein 1 1,81 0,86 0,035099 1
P51149 1xPhospho [S72(100)] RAB7A RAB7A, member RAS oncogene family 1,79 0,84 0,001421 0,216979
095425-3 1xPhospho [S1198(100)] SVIL supervillin 1,73 0,79 0,010869 0,874655
Q9H8Y8 1xPhospho [S451(100)] GORASP2 golgi reassembly stacking protein 2 1,67 0,74 0,024777 1
Q6UXY8 1xPhospho [S79(100)] TMC5 transmembrane channel like 5 1,64 0,71 1,28 x10°® 0,002148
Q96H79 1xPhospho [$257(99.6)] ZC3HAV1L zinc finger CCCH-type containing, antiviral 1 like 1,62 0,70 0,030753 1
Q09666 1xPhospho [S5552(100)] AHNAK AHNAK nucleoprotein 1,56 0,64 0,018252 0,989154
060784 1xPhospho [S355(100)] TOM1 target of myb1 membrane trafficking protein 1,56 0,64 0,000426 0,089472
P05783 1xPhospho [S86(99.5)] KRT18 keratin 18 1,55 0,63 0,006127 0,605514
Q14764 1xPhospho [S445(100)] MVP major vault protein 1,55 0,63 0,000644 0,10818
Q00537 1xPhospho [S122(100)] CDK17 cyclin dependent kinase 17 1,55 0,63 0,015149 0,989154
Q99959 1xPhospho [S225(100)] PKP2 plakophilin 2 1,55 0,63 0,040763 1
Q99460 1xPhospho [T273(100)] PSMD1 proteasome 26S subunit, non-ATPase 1 1,53 0,62 0,004583 0,481266
P02545 1xPhospho [S652(100)] LMNA lamin A/C 1,51 0,60 0,011454 0,874655
095817 1xPhospho [S173(100)] BAG3 BAG cochaperone 3 1,51 0,59 0,049692 1
Q9Y446 1xPhospho [S314(99.8)] PKP3 plakophilin 3 1,51 0,59 0,027231 1
Q726Z7 1xPhospho [S3662(100)] HUWE1 HECT, UBA and WWE domain containing E3 ubiquitin protein | 1,47 0,56 0,002371 0,310196
ligase 1

075822 1xPhospho [T109(100)] EIF3J e?Jkaryotic translation initiation factor 3 subunit J 1,47 0,55 4,35x10°% 0,024362
Q9P1Q0 1xMet-loss+Acetyl [N-Term] VPS54 VPS54 subunit of GARP complex 1,46 0,55 0,019484 1

RNF20 ring finger protein 20 1,46 0,54 0,00272 0,310196
Q9H307 1xPhospho [S66(100)] PNN pinin, desmosome associated protein 1,45 0,53 0,007307 0,682013
Q72417 1xPhospho [S652(100)] NUFIP2 nuclear FMR1 interacting protein 2 1,44 0,53 0,000272 0,089472
P05412 1xPhospho [S73(100)] JUN Jun proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit 1,44 0,52 0,009957 0,874655
Q9CO0B5 1xPhospho [S621(100)] ZDHHC5 zinc finger DHHC-type palmitoyltransferase 5 1,41 0,50 0,046469 1
P82980 1xPhospho [S56(100)] RBP5 retinol binding protein 5 1,41 0,50 0,031444 1
Q8WWI1-3 1xPhospho [S$533(99.7)] LMO7 LIM domain 7 1,40 0,49 0,00277 0,310196
Q86V81 1xPhospho [S239(100)] ALYREF Aly/REF export factor 1,38 0,46 0,023394 1
A1X283 1xPhospho [S291(100)] SH3PXD2B SH3 and PX domains 2B 1,37 0,46 0,016312 0,989154
Q14207 1xPhospho [S554(100)] NPAT nuclear protein, coactivator of histone transcription 1,36 0,44 0,015881 0,989154
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Anhang

P15923 1xPhospho [S379(100)]
Q5VT52-5 1xPhospho [S567(100)]

Q5VT52 1xPhospho [S593(100)]

P24928 1xPhospho [S1847(99.2)]

P26651 1xPhospho [S90(99.2)]

Q5JSZ5 1xPhospho [S226(99.6)]

Q5TH69 1xPhospho [S1061(100)]

Q13158 1xPhospho [S194(100)]

P20020 1xPhospho [S1155(100)]
Q01082-3 1xPhospho [$14(99.6)]

Q14573 1xPhospho [S1832(100)]

Q72406 2xPhospho [S1969(100); $1983(100)]
Q6ZUT9 1xPhospho [S178(100)]

Q68CZ2 1xPhospho [S1154(100)]

P31949 1xPhospho [S6(100)]

Q13153 1xPhospho [T219(100)]

Q92934 1xPhospho [S75(99.4)]

Q62V73 1xPhospho [S554(99.7)]

Q6ZRV2 1xPhospho [S523(100)]

075376 1xPhospho [S2120(100)]

P41279 1xPhospho [S141(100)]

Q13111 1xPhospho [S873(100)]

P46013 2xPhospho [S538(100); T543(100)]
Q8IVF2 1xPhospho [S102(100)]

P78536 1xPhospho [S791(100)]

Q08945 1xPhospho [S659(100)]

P22455 1xPhospho [S419(100)]

Q8IWB9 1xPhospho [S196(99.8)]

P46013 2xPhospho [T2203(100); T2212(100)]
QINV70 1xPhospho [S501(100)]

P07900 1xPhospho [S231(100)]

TCF3
RPRD2
RPRD2
POLR2A
ZFP36
PRRC2B
ARFGEF3
FADD
ATP2B1
SPTBN1
ITPR3
MYH14
DENNDSB
TNS3
S100A11
PAK1
BAD
FGDG6
FAM83H
NCOR1
MAP3K8
CHAF1A
MKI67
AHNAK2
ADAM17
SSRP1
FGFR4
TEX2
MKI67
EXOC1
HSP90AA1

transcription factor 3

regulation of nuclear pre-mRNA domain containing 2
regulation of nuclear pre-mRNA domain containing 2
RNA polymerase Il subunit A

ZFP36 ring finger protein

proline rich coiled-coil 2B

ARFGEF family member 3

Fas associated via death domain

ATPase plasma membrane Ca2+ transporting 1
spectrin beta, non-erythrocytic 1

inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3
myosin heavy chain 14

DENN domain containing 5B

tensin 3

S100 calcium binding protein A11

p21 (RAC1) activated kinase 1

BCL2 associated agonist of cell death

FYVE, RhoGEF and PH domain containing 6
family with sequence similarity 83 member H
nuclear receptor corepressor 1
mitogen-activated protein kinase 8

chromatin assembly factor 1 subunit A

marker of proliferation Ki-67

AHNAK nucleoprotein 2

ADAM metallopeptidase domain 17

structure specific recognition protein 1
fibroblast growth factor receptor 4

testis expressed 2

marker of proliferation Ki-67

exocyst complex component 1

heat shock protein 90 alpha family class A member 1

1,35
1,33
1,33
1,32
1,32
1,32
1,31
1,30
1,30
1,29
1,28
1,25
1,25
1,22
1,22
1,20
1,18
0,87
0,85
0,82
0,82
0,78
0,78
0,76
0,72
0,67
0,66
0,63
0,61
0,53
0,46

0,43
0,41
0,41
0,40
0,40
0,40
0,39
0,38
0,38
0,37
0,36
0,33
0,32
0,29
0,28
0,26
0,24
-0,20
-0,23
-0,28
-0,29
-0,35
-0,35
-0,39
-0,48
-0,57
-0,59
-0,68
-0,72
-0,91
-1,14

0,030889
0,031405
0,031405
0,012711
0,038585
0,02461

0,027868
0,048346
0,047779
0,023218
0,018147
0,034615
0,024587
0,027183
0,026695
0,021712
0,04087

0,039053
0,011997
0,017817
0,035776
0,039677
0,03929

0,048234
0,010997
0,023896
0,026828
0,016579
0,041376
0,028073
0,026379

,889802

1
1
1
0
1
1
1
1
1
1
0,989154
1
1
1
1
1
1
1

0,876311
0,989154
1
1
1
1
0,874655
1
1
0,989154
1
1
1
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