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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Neisseria gonorrhoeae ist der Erreger der Gonorrhde beim Menschen. Er
besiedelt eine Vielzahl von unterschiedlichen Habitaten wie die Schleimhdute von
Ureter, Cervix oder die Konjunktiva des Auges. Ein erster Kontakt mit den Wirtszellen
wird meist Uber Pili hergestellt. Nach dieser ersten leichten Adharenz erfolgt eine
festere Adhéarenz Uber die "opacity” (Opa)-Proteine der Gonokokken. Von den elf
verschiedenen Opa-Proteinen ist das Opasg-Protein in der Lage, die Adhérenz an nicht
polarisierte Epithelzellen zu vermitteln.

In einem ersten Projekt wurde untersucht, ob die Adharenz des Opaso-Proteins
an Heparansulfat-Proteoglykane (HSPGs) ausreicht, um eine Invasion der
Gonokokken in nicht polarisierte Epithelzellen zu bewirken. Dazu wurden Latexbeads
mit einem Antikdrper gegen Heparansulfat-Glukosaminoglykane (HS-GAG) gekoppelt.
Uber Immunfluoreszenzfarbungen konnte nachgewiesen werden, daf3 die Beads von
den verwendeten Zellen aufgenommen werden. Die Phagozytose erfolgt mit der
gleichen Kinetik wie die von Gonokokken in Epithelzellen. Des weiteren konnte gezeigt
werden, dal3 die Phagozytose der Beads nur erfolgt, wenn es zu einer
Kreuzvernetzung der HSPGs kommt. Ebenso ist ein intaktes Zytoskelett notwendig,
wie es fur die Phagozytose der Gonokokken Voraussetzung ist. Die phagozytische
Aufnahme der Beads wird durch Inhibitoren der Protein Kinase C (PKC) gehemmt wie
es von Gonokokken bekannt ist. Auch der Effekt der gesteigerten Invasion durch die
Zugabe von Vitronektin bzw. Serum kann fir die Latexbeads gezeigt werden. Diese
Daten weisen darauf hin, dafl3 das etablierte System ein gutes Modell fir die Aufnahme
von Gonokokken darstellt. Es zeigt aul3erdem, dal3 allein eine Kreuzvernetzung der
HSPGs zu einer Phagozytose fihren kann.

In einem zweiten Projekt wurde untersucht, welche HSPGs fir die
Phagozytose der Gonokokken von Bedeutung sind. Durch die Klonierung von
Syndekan-1 und Syndekan-4 und die Uberexpression in HeLa Zellen konnte gezeigt
werden, dal3 die HSPG-abhéngige Phagozytose der Gonokokken tber diese beiden
Syndekane ablaufen kann. Deletionen der intrazellularen Domane von Syndekan-1
und Syndekan-4 bewirken enie anndhernd vollstandigen Rickgang der Phagozytose
der Gonokokken, was darauf hinweist, dafl} die intrazellulare Doméne fur die
Signaltransduktion von Bedeutung ist.

Um diesen Bereich naher zu charakterisieren, wurden weitere Mutationen in
die intrazellulare Domane von Syndekan-4 eingeflgt und diese Syndekane in HelLa
Zellen Uberexprimiert. Auch diese Zellinien sind nicht mehr in der Lage, Gonokokken
zu phagozytieren. Aufgrund ihrer Position beeinflussen die Deletionen entweder
Interaktionen von Syndekan-4 mit zytoskelettalen Bestandteilen oder Interaktionen mit
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der Protein Kinase C (PKC) bzw. Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,), wodurch
die Signaltransduktion, die zur Phagozytose der Gonokokken fiihrt, unterbrochen wird.
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2 Einleitung

Zu den gram-negativen Diplokokken der Gattung Neisseria gehoren die
humanpathogenen Arten N. gonorrhoeae (Gonokokken) und N. meningitidis
(Meningokokken) sowie die kommensalen Arten N. cinerea, N. mucosa, N. lactamica
und N. sicca. Die Gonokokken sind die Erreger einer der haufigsten
Geschlechtskrankheiten beim Menschen, der Gonorrhoe. Die Ubertragung erfolgt
hauptsachlich durch Geschlechtsverkehr oder bei der Geburt von der infizierten Mutter
auf das Kind. Die Gonokokken besiedeln dabei die Epithelzellen des
Gebarmutterhalses (Cervix), des Harnleiters (Urethra) sowie das Bindehautgewebe
des Auges (Konjunktiva). Charakteristische Symptome der Gonorrhde sind ein
zahflussiger, eitriger Ausflu3, der sich aus teilweise lysierten, polymorphonuklearen
Neutrophilen (PMNs) und Gonokokken zusammensetzt (Salyers and Whitt, 1994). Bei
1 bis 3% der Patienten treten serumresistente Gonokokken in die Blutbahn tber und
verursachen dort eine systemische Infektion, die zu Arthritis, Endokarditis und
Meningitis fihren kann (Salyers and Whitt, 1994).

2.1 Primare Zelladhasion tUber den Pilus

Der erste Kontakt zwischen den Gonokokken und den verschiedenen
Epithelien der Wirtszelle, z.B. dem Eileiter (McGee et al., 1981), dem Uretergewebe
(Mosleh et al., 1997) oder der humanen Cornea (Tjia et al., 1988), wird durch Typ-4 Pili
vermittelt. Der Rezeptor der Pili auf den Epithelzellen ist das humanspezifische CD46
Molekul (membrane co-factor protein), das auf fast allen Geweben vorkommt
(Kallstrom et al., 1997). Allerdings ist noch nicht bekannt, ob CD46 an den Pilus selbst
oder an das PilC Adhéasin bindet, ein Protein das mit dem Pilus assoziiert ist.

Das PIlC Adhéasin ist an der Spitze des Pilus lokalisiert (Rudel et al., 1995) und
wird auch bei der Pilus-Biosynthese bendtigt (Jonsson et al., 1991). AuRerdem konnte
fur gereinigtes PIlC Protein gezeigt werden, dall es an humane Epithel- und
Endothelzellen bindet, wodurch die Pilus-vermittelte, aber nicht die Opa-vermittelte
Adhéarenz von Gonokokken verhindert wird.

Die Pili sind aus den strukturgebenden Pilin-Untereinheiten (PIlE) aufgebaut
(Meyer et al., 1984). Durch antigene Variation des Pilins kdnnen bis zu zehn Millionen
verschiedene Pilinmolekile durch ein einziges Bakterium gebildet werden. Spontane
Variationen des Pilins erfolgen innerhalb weniger Bakteriengenerationen und
ermoglichen es dem Erreger, der humoralen Immunantwort des Wirtes zu entgehen.
Die Pili-Variation erfolgt durch die recA-abhéangige, homologe Rekombination von
exprimierten Genen (pilE1 und pilE2) mit einer Anzahl von stillen Genkopien (pilS)
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(Haas and Meyer, 1986; Swanson et al., 1986; Gibbs et al., 1989). Die stillen
Genkopien sind Uber das gesamte Genom verteilt und werden aufgrund fehlender
Promotoren und 5'-Leadersequenzen nicht exprimiert (Haas and Meyer, 1986). Die
antigene Variation des Pilins erfolgt durch die Rekombination von Teilsequenzen,
sogenannten Minikassetten, in den Expressionsort pilE.

2.2  Funktion und Aufbau der Lipooligosaccharide

Ein weiterer bakterieller Faktor in der frihen Phase der Infektion von
Epithelzellen ist ein kurzes Lipopolysaccharid, dem die O-spezifische Seitenkette fehlt
und deshalb als Lipooligosaccharid (LOS) bezeichnet wird (Apicella et al., 1987; Weel
et al., 1989). Es ist aus einem hydrophoben Lipid-Rlckgrat (Lipid A) sowie variablen,
hydrophilen Oligosacchariden aufgebaut, von denen einige den humanen
Zellmembran-Glykosphingolipiden &hneln (Mandrell et al.,, 1992). Auch das LOS
unterliegt einer Phasenvariation, die durch Anderungen im Gehalt und der
Zusammensetzung der Oligosaccharide erfolgt. Zusatzlich kann das LOS durch
Sialysierung des terminalen Galaktoserestes verandert werden (Smith, 1991). Dabei
wird der natirliche Sialyldonor Cytidin 5'-Monophospho-N-Acetylneuraminsaure
(CAMP-NANA), der im humanen Serum vorkommt, durch die bakterielle,
membranassoziierte Sialyltransferase auf das LOS Ubertragen (Mandrell et al., 1990).
In der frihen Infektionsphase sind die Bakterien nur schwach sialysiert und kdnnen die
Mukosa invadieren. Allerdings werden sie durch das Komplement-System bzw. durch
Antikdrper erkannt (Moran et al., 1994), da antigene Strukturen wie Porine aufgrund
der fehlenden Sialysierung starker exponiert sind. Durch eine starkere Sialysierung
bieten die Bakterien keine Angriffsflache fir Komplement bzw. Antikérper, zudem sind
sie nicht mehr in der Lage, Epithelzellen zu invadieren (van Putten, 1993), weil die
Opa-Proteine wahrscheinlich durch die Sialysierung sterisch maskiert sind (Virji et al.,
1995b).

2.3 Die Rolle des Porins PorB

Porine sind mit die Hauptbestandteile der auf3eren Neisserienmembran. Bis
vor kurzem war nur das Porin PorB mit seinen zwei Allelen P.1A und P.1B bekannt
(Sandstrom et al., 1982). Vor kurzem jedoch wurde auch ein PorA Protein entdeckt
(Feavers and Maiden, 1998). PorB ist konstitutiv exprimiert und durchlauft, im
Gegensatz zu den Opa- und Pili-Proteinen, keine Antigen- oder Phasenvariation.
Allgemein dienen Porine als Transportkanale fir lonen und N&hrstoffe (Benz, 1988).
Sie kdnnen aber auch in Eukaryontenmembranen integrieren (Blake and Gotschlich,
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1987; Weel and van Putten, 1991b). Die Funktion der Pore wird durch GTP und ATP
reguliert, wenn das Porin in die Zellmembran integriert ist. Die Bindung der Nukleotide
an der Innenseite der Zellmembran reguliert die Porengrof3e, die lonenselektivitat und
die Spannungsabhangigkeit (Rudel et al., 1996). In Epithelzellen und phagozytischen
Zellen kann durch die Translokation des Porins in die Zellmembran Apoptose induziert
werden. Es erfolgt ein rascher Ca”*-Einstrom in die Zelle sowie die Induktion der
Kalzium-abhangigen Cysteinprotease Calpain und anderer Caspase-Proteine (Miiller
et al., 1999). Die Stimulierung des Ca”*-Einstroms bewirkt moglicherweise eine direkte
Aktivierung der Protein Kinase C (PKC), wodurch die Invasion in die Epithelzellen
verstarkt wird. Die spezifische Mutation in einer Schleife des PorBs fihrt zu einem
drastischen Rickgang der Opa/Heparansulfat-Proteoglykan (HSPG)-abhangigen
Invasion in Epithelzellen (Bauer et al., 1999).

2.4  Opa-vermittelte Zelladh&sion

2.4.1 Charakterisierung der Opa-Proteine

Der direkte Kontakt der Gonokokken mit der Zelloberflache erfolgt tGber die
Opa-Proteine. Die Opa-Proteine sind neben den Porinen die Hauptbestandteile der
aulBeren Membran der Gonokokken. Sie sind aus acht Transmembrandoménen
aufgebaut, wobei drei der vier extrazellularen Domanen sehr variabel sind (Bhat et al.,
1991). Die elf verschiedenen, variablen opa Gene (Bhat et al., 1991) sind Uber das
gesamte Genom von N. gonorrhoeae verteilt und werden konstitutiv transkribiert. lhre
Expression wird durch einen Mechanismus kontrolliert, der "slipped strand mispairing”
genannt wird (Stern et al., 1986). Jedes Opa-Protein besitzt in der 5'-Region sechs bis
27 Pentamere mit der Nukleotidsequenz CTCTT. Wahrend der Replikation kann es
durch den oben erwéhnten Mechanismus zur Addition oder Deletion eines Pentamers
kommen. Infolgedessen wird das Leseraster fir die Translation verandert, welches in
zwei von drei Fallen zur Bildung eines unvollstandigen und damit nicht funktionellen
Opa-Proteins fihrt (Stern et al., 1986; Murphy et al., 1989). Dadurch kénnen alle Opa-
Proteine unabhangig voneinander an- und abgeschaltet werden. Die verschiedenen
Opa-Proteine bewirken die Adharenz und Invasion der Gonokokken an
unterschiedliche Zelltypen.
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Tabelle 1: Zellulare Rezeptoren der verschiedenen Opa-Proteine von N. gonorrhoeae im
Stamm MS11.
opa-Allel  Opa-Protein zellularer Rezeptor Referenz
C30/C50° 30 (50)° HSPG (van Putten and Paul, 1995;
Chen et al., 1995)
B51 51 CD66e (Bos et al., 1997; Gray-Owen
et al., 1997b)
G52 52 CDe66a/c/d/e (Bos et al., 1997; Gray-Owen
et al., 1997b)
A53 53 CD66a (Bos et al., 1997; Gray-Owen
et al., 1997b)
154 54 CD66al/e (Bos et al., 1997; Gray-Owen
et al., 1997b)
ES55 55 CD66e (Bos et al., 1997; Gray-Owen
et al., 1997b)
F56 56 CD66e (Bos et al., 1997; Gray-Owen
et al., 1997b)
K57 57 CD66a/c/d/e (Bos et al., 1997; Gray-Owen
et al., 1997b)
J58 58 CDe66a/c/d/e (Bos et al., 1997; Gray-Owen
et al., 1997b)
D59 59 CD66al/e (Bos et al., 1997; Gray-Owen
et al., 1997b)
H60 60 CDe66a/c/d/e (Bos et al., 1997; Gray-Owen
et al., 1997b)

® Die verwendet Nomenklatur ist bei (Malorny et al., 1998) beschrieben und wurde von M. Achtman, Max-
Planck-Institut fir Molekulare Genetik, Berlin, Deutschland zur Verfligung gestellt. Eine Liste der
Nomenklatur fir alle bis jetzt beschriebenen opa-Allele ist unter http://novell-ti.rz-berlin.mpg.de zu finden.
b 0paC30/0Opa30 und opaC50/0Opas0 sind die chromosomalen und rekombinanten Formen der gleichen
Allele.

2.4.2 Interaktionen der Opa-Proteine mit CD66-Molektlen

Die meisten Opa-Proteine binden an Rezeptoren der "carcinoembryonic
antigens” (CEA) oder CD66-Proteine, die zur Immunglobulinsuperfamilie gehoren
( . Die Mitglieder besitzen alle eine konservierte, N-terminale, IgV-ahnliche
Domane. Danach folgen Domanen vom IgC2-Typ, in denen sich die CD66-Molekiile
unterscheiden, ebenso wie in ihrer Verankerung in der Zellmembran. Man
unterscheidet sieben CD66-Molekiile: CD66a (biliary glycoprotein, BGP), CD66b (CEA
gene family member 6, CGM6), CD66¢c (non-specific cross-reacting antigene, NCA),
CD66d (CEA gene family member 1, CGM1) und CD66e (CEA protein). CD66a und
CD66d besitzen transmembranare und intrazellulare Domanen, wéhrend CDG66D,
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CD66c¢c und CD66e uber Glykosyl-Phosphatidylinositol (GPI) in der Membran verankert
sind.

Die Rezeptoren CD66a, CD66¢c, CD66d und CD66e binden ein oder mehrere
Opa-Proteine (m (Chen and Gotschlich, 1996; Gray-Owen et al., 1997b; Virji et
al., 1996) und bewirken auch die Aufnahme der Gonokokken in Zellen, wéahrend an
CD66b kein Opa-Protein bindet (Virji et al., 1996; Gray-Owen et al., 1997a; Bos et al.,
1997). Einige Opa-Proteine interagieren sowohl mit CD66-Rezeptoren als auch mit
Heparansulfat-Proteoglykanen (HSPGs) (de Vries et al., 1998), aber die Aufnahme der
Gonokokken erfolgt aber nur Uber die CD66-Rezeptoren (Kupsch et al., 1993; Weel et
al., 1991a; Bos et al., 1997; Gray-Owen et al., 1997b).

Obwohl die CD66-Molekile stark glykosiliert sind, erfolgt die Bindung der Opa-
Proteine nicht Uber die Karbohydratseitenketten (Bos et al., 1998). Aufgrund von
Bindungsstudien mit CD66b/CD66c-Chimaren konnte die Bindungsstelle der Opa-
Proteine auf die ersten 59 Aminoséuren der N-terminalen Domane eingegrenzt werden
(Popp et al., 1999). Innerhalb dieser Region haben die CD66-Molekile eine Homologie
zwischen 71 und 89% (Thompson et al., 1991).

2.4.3 Opa/CD66-abhangige Interaktion mit Epithel- und Endothelzellen

Primadre Endothelzellen (Huvec) exprimieren normalerweise sehr wenig
CD66a. Nach der Stimulation der Zellen mit dem Tumor Nekrose Faktor Alpha (TNFa)
kommt es aber zu einer Hochregulation der Expression (Gray-Owen et al., 1997b).
Eine verstarkte Expression von CD66c, CD66d oder CD66e konnte nicht
nachgewiesen werden (P. Munzner, S. Gray-Owen, C. Dehio und T.F. Meyer, nicht
veroffentlicht). Die verstéarkte Expression von CD66a auf Huvecs bewirkt sowohl eine
erhohte Bindung der Gonokokken, die CD66a-spezifische Opa-Proteine exprimieren,
als auch ihre Aufnahme in Huvecs.

AulRerdem konnte vor kurzem gezeigt werden, dal3 Gonokokken, die CD66-
spezifische Opa-Proteine exprimieren, polarisierte T84 Epithelzellen von der apikalen
zur basolateralen Seite durchqueren konnen. Die transepitheliale Barrierenfunktion
wird dabei nicht zerstort (Wang et al.,, 1998). Die Bakterien sind wéhrend der
Transmigration durch das Zytoplasma von einer sehr engen phagozytischen Vakuole
umgeben. Die Phagozytose erfolgt tiber einen oder mehrere der CD66a-, CD66¢- oder
CD66e-Rezeptoren, die nur auf der apikalen Seite des Monolayers exprimiert werden.
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2.4.4 Interaktion von CD66-spezifischen Opa-Proteinen mit phagozytischen
Zellen

Klinische Proben von Patienten mit Gonorrhde enthalten normalerweise
PMNSs, die von Gonokokken invadiert sind. CD66-Molekile werden auf PMNs nur in
geringen Mengen exprimiert. Durch die Degranulation der Zellen kommt es jedoch zur
Freisetzung grofR3erer Mengen an CD66-Molekilen aus primaren und sekundaren
Granulas (Ducker and Skubitz, 1992; Kuroki et al., 1995).

Der Kontakt der CD66-Rezeptoren mit den Bakterien fuhrt zu einer Aktivierung
der phagozytischen Zellen, wodurch es zu einem “oxidative burst” kommt (Belland et
al., 1992). Dieser “oxidative burst” ist allerdings im Vergleich mit dem, der von
kommensalen Spezies hervorgerufen wird, gering (Hauck et al., 1997). Wahrscheinlich
missen die CD66-Molekile fur die Auslésung des “oxidative burst” durch die
verschiedenen Opa-Proteine auf der Bakterienoberflache kreuzvernetzt werden (Virji
and Heckels, 1986).

245 CD66-abhangige, intrazellulare Signaltransduktion

Durch die Adharenz von Gonokokken an CD66-Molekille auf Neutrophilen
werden die Kinasen Hck und FGR, die zur Src-Familie gehoren, aktiviert. Diese
Aktivierung ist fur die bakterielle Phagozytose notwendig (Hauck et al., 1998). Die
Tyrosin Phosphatase-1 (SHP-1), die ebenfalls mit CD66a interagiert, wird durch die
Kreuzvernetzung der Rezeptoren aktiviert (C.R. Hauck, E. Gulbins und T.F. Meyer,
nicht veroffentlicht). Nachfolgend werden die GTPase Racl, die p21 aktivierte Protein
Kinase (PAK) und die Jun N-terminale Kinase (JNK) stimuliert. Aktiviertes Racl bewirkt
die Reorganisation der Aktinfilamente, welches eine wichtige Voraussetzung fur die
Phagozytose der Neisserien ist. Durch Src-Kinase Inhibitoren oder Prainkubation der
Zellen mit antisense Oligonukleotiden, welche die Expression von Racl
herunterregulieren, wird die Aufnahme der Bakterien reduziert (Hauck et al., 1998).

2.4.6 Interaktionen der Opasp-Proteine mit Heparansulfat-Proteoglykanen

Verschiedene Opa-Proteine binden an die oberflachenassoziierten HSPGs der
Wirtszellen (Kupsch et al.,, 1993; van Putten and Paul, 1995; Chen et al., 1995).
Allerdings ist das Opaso-Protein das einzige, das auch die Invasion in Epithelzellen
vermittelt (Weel et al., 1991a; Makino et al., 1991).

Die Aufnahme der Opasp-exprimierenden Gonokokken erfolgt tiber mindestens
drei verschiedene Wege. Die Invasion in Chang Zellen oder Me-180 Zellen erfolgt
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durch die Aktivierung der Phosphatidylcholin-abhangigen Phospholipase C (PC-PLC)
und der sauren Sphingomyelinase (ASM). Dadurch kommt es zur Bildung des "second
messengers” Diacylglycerol (DAG) sowie von Ceramiden (Grassmé et al., 1997). Die
Inhibition der PC-PLC durch den Inhibitor D609 bewirkt einen starken Rickgang der
Invasion, wahrend die Adhérenz der Gonokokken an die Zellen nicht beeinfluf3t wird.

In HeLa Zellen und CHO Zellen gibt es einen alternativen, HSPG-abhangigen
Aufnahmeweg, der durch Serum induziert wird. Dabei bindet das extrazellulare
Matrixmolekul Vitronektin sowohl an die Opasg-exprimierenden Gonokokken (Duensing
and van Putten, 1997; Gomez-Duarte et al., 1997) als auch Uber seine Heparansulfat-
Bindungsstelle an die HSPGs. Die Aufnahme der Gonokokken in die Zellen erfolgt
Uber die spezifischen Rezeptoren von Vitronektin, die a,f3 und o,3s Integrine. Die
Invasion kann sowohl durch die entsprechenden blockierenden Antikorper der beiden
Integrine als auch durch Inhibitoren der Protein Kinase C (PKC) gehemmt werden
(Dehio et al, 1998). Neben Vitronektin wird auch Fibronektin von Opase-
exprimierenden Gonokokken gebunden. Fir Hep-2 Zellen wurde gezeigt, daf3
Fibronektin die asB; Integrine mit den HSPG/Opa-Komplexen vernetzt und so zur
Aufnahme der Gonokokken fiihrt (van Putten et al.,, 1998). Dieser zweite
Aufnahmeweg ist unabhéngig von einer Aktivierung der ASM (Grassme et al., 1997).

AulRerdem binden Opasp-exprimierende Gonokokken sehr stark an
Endothelzellen. Die Aufnahme in die Zellen erfolgt aber nur in Anwesenheit von
Vitronektin oder Fibronektin (M. Dehio, K.T. Preissner, T.F. Meyer und C. Dehio, nicht
veroffentlicht). Aufgrund der Bindung dieser Faktoren an die Gonokokken kommt es zu
einer Integrin-abhangigen Invasion in die Zellen. Auf diesem Weg gelangen die
Gonokokken mdglicherweise in den Blutstrom oder von dort in die darunterliegenden,
nicht-mucosalen Gewebe. Potentielle Zielzellen kénnten Fibroblasten sein (Grassmé
et al., 1997).

2.5 Heparansulfat-Proteoglykane

HSPGs sind eine Gruppe von Proteinen, die mindestens eine kovalent
gebundene Heparansulfat (HS)- Seitenkette besitzen. Die Grundstruktur der
unverzweigten HS-Seitenketten ist eine abwechselnde Folge von Glukuronsdure und
N-Acetylglucosamin, die 31,4- und al,4-glykosidisch verbunden sind. Das Polymer
wird an verschiedenen Stellen durch Sulfatierung und Epimerisierung modifiziert.
Aufgrund der Variabilititt dieser Modifikationen entstehen ungeféhr dreilig
verschiedene Disaccharide und damit wahrscheinlich die Bildung der komplexesten
Polysaccharide in Saugetierzellen (Esko, 1991; Kjellén and Lindahl, 1991). Die
Modifikationen bewirken eine grol3ere Flexibilitdt in der Konformation und eine stark
negative Ladung, wodurch die elektrostatischen Bindungsinteraktionen der
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Proteoglykane unterstitzt werden. Manche dieser Interaktionen sind sehr spezifisch
und werden durch definierte Zuckersequenzen innerhalb der HS-Seitenketten
vermittelt (Turnbull et al., 1992; Schmidt et al., 1992). Die HS-Seitenketten sind Uber
die Bindungsregion Glukuronsaure-Galaktose-Galaktose-Xylose O-glykosidisch an
Serinreste der Sequenz Glu/Asp-X-Ser-Gly gebunden (Kjellén and Lindahl, 1991;
Bernfield et al., 1992).

Die Primarstruktur von verschiedenen Heparansulfat-Proteoglykanen wurde
durch Klonierung von cDNAs ermittelt. Dadurch konnten auch zwei Formen von
Membranassoziationen festgestellt werden. Zum einen die Verankerung uber eine
Transmembrandoméne (Syndekan-Familie), zum anderen die Bindung tber GPI an
die Plasmamembran (Glypikan-Familie). Von den Glypikanen sind bis jetzt zwei
Proteine bekannt: Glypikan wird von verschiedenen Zelltypen gebildet und ist
normalerweise mit einem oder mehreren Syndekanen zusammen exprimiert (David et
al., 1990). Cerebroglykan wird dagegen nur im embryonalen Gehirn exprimiert (Stipp
et al., 1994).

Daneben gibt es noch vier andere Transmembranproteine, die durch
Heparansulfate modifiziert werden: Betaglykan enthalt eine HS-Seitenkette und ist auf
den Zellen meist als Hybrid (eine HS-Seitenkette und eine Chondroitinsulfat-
Seitenkette) vorhanden (Segarini and Seyedin, 1988). Von dem ’fibroblast growth
factor receptor” (FGFR) tragt nur ein Teil der Rezeptoren eine HS-Seitenkette, die in
der Ig-Schleife nahe der Membran lokalisiert ist. Bei den CD44-Molekilen besitzt nur
die "splicing” Variante CD44E (Epikan), die in Keratinozyten synthetisiert wird, HS-
Seitenketten (Kugelman et al., 1992). Aul3erdem gibt es noch Perlekan, das in der
perizellularen Matrix vorhanden und in Basalmembranen verankert ist. Perlekan besitzt
zwei bis drei HS-Seitenketten an einem Ende des Proteins (Noonan and Hassell,
1993).

2.6 Die Syndekan-Familie

Die Familie der Syndekane besteht aus Syndekan-1 (Saunders et al., 1989;
Mali et al., 1990), Syndekan-2 oder Fibroglykan (Marynen et al., 1989), Syndekan-3
oder N-Syndekan (Carey et al.,, 1992) und Syndekan-4, auch Ryudokan oder
Amphiglykan genannt (Kojima et al., 1992; David et al., 1992).

Alle  Syndekane besitzen eine extrazellulare  Doméne, deren
Sequenzahnlichkeit 10 bis 20% betragt. Die Transmembrandomé&ne und die kurze
zytoplasmatische Doméne dieser vier Proteine haben dagegen 60 bis 70%
Sequenzahnlichkeit.
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Syndekan-1 . ... RVKKKDEGSYSLEEPKQANGGAYQK PTKQEEFYA
Syndekan-2 .. .. RVRKKDEGSYDLGERKPSS AAY(KAPTK  [EFYA
Syndekan-3 .. .. RMKKKDEGSY[TLEEPKQAS VTY(XK PDKCQEEFYA
Syndekan-4 .. .. RMKKKDEGSYDLG KKP | YQKAPTN |[EFYA

C1 \ C2
Abbildung 1: Aminosauresequenzen der intrazellularen Domanen der vier Syndekane. Die

intrazellularen Doméanen werden in zwei konservierte Regionen (C1, C2) und eine variable Region (V)
unterteilt. Homologe Aminosauren sind in fetten Buchstaben dargestellt.

Die Transmembrandomane ist unter anderem dafir verantwortlich, daf3 es zur
Bildung von Zelloberflachen-Komplexen kommt. Alle Syndekane haben die Fahigkeit,
SDS-resistente  Dimere und Oligomere zu bilden. Diese Selbstassoziation ist
unabhéngig von den HS-Seitenketten. Bei Syndekan-3 ist diese Oligomerisation
abhéngig von konservierten Glycinen innerhalb der Transmembrandomane und von
vier Aminosauren nahe der extrazellularen Doméne (ERKE) (Asundi and Carey, 1995).

Die intrazellulare Doméane der Syndekane kann in zwei konservierte Regionen
(C1, C2) und eine einzelne variable Region (V) eingeteilt werden, wobei die beiden
konservierten Regionen durch die variable Region getrennt werden (m) Die
erste  konservierte Region besteht aus zehn Aminosduren nahe der
Transmembrandomaéne, die zu fast 100% konserviert sind. Die zweite intrazellulare
Domane besteht aus den vier carboxyterminalen Aminoséduren. Diese vier
Aminosauren stellen die Bindungsstelle fiir Proteine dar, die Klasse Il PDZ-Domanen
enthalten (Cohen et al., 1998; Grootjans et al., 1997; Hsueh et al., 1998). PDZ-
Domanen vermitteln Protein-Protein Interaktionen und binden spezifisch an
carboxyterminale Enden von verschiedenen Transmembranrezeptoren. Fur CASK, ein
Protein mit PDZ-Doméne, das zur Klasse der membranassoziierten Guanylat Kinasen
(MAGUK) gehort, wurde nachgewiesen, dald es an Syndekan-2 und wahrscheinlich
auch an die anderen Syndekane bindet (Cohen et al.,, 1998). CASK besitzt eine
Bindungsstelle fur das Protein 4.1 (Cohen et al., 1998; Marfatia et al., 1995), das die
Assoziation von Zelloberflachenrezeptoren mit dem Spektrin/Aktin - Zytoskelett
vermittelt (m (Takeuchi et al., 1994; Vaheri et al., 1997). Eine weitere
Interaktion mit dem Zytoskelett wurde flr Syndekan-3 nachgewiesen (Kinnunen et al.,
1998). Dabei kommt es zu Wechselwirkungen der C1-Region mit einem Komplex aus
Cortactin, c-Src, Fyn, Tubulin und einem unbekannten 30 kDa Protein.

In der zytoplasmatischen Domane der Syndekane sind mehrere Serin-,
Threonin- und Tyrosinreste vorhanden, die moglicherweise phosphoryliert werden. Fur
Syndekan-2 wurde nachgewiesen, daR Ser”’ und Ser® in vitro von der PKC
phosphoryliert werden (Oh et al., 1997a; Prasthofer et al., 1995). AuRerdem wurde
eine endogene Serinphosphorylierung des Ser'® in Syndekan-4 in NIH 3T3
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Fibroblasten nachgewiesen (Horowitz and Simons, 1998b). Diese Phosphorylierung
wird wahrscheinlich durch eine Protein Phosphatase vom Typ 1 oder 2a reguliert.

Spektrin/Aktin
Zytoskelett
Syndekan

Syntenin

Cortactin

Abbildung 2: Mégliches Modell der zytoplasmatischen Interaktionen der konservierten Regionen
(C1 und C2) von Syndekanen. Die C2-Region bindet an die PDZ-Doméane von Syntenin oder CASK,
wodurch es zur Dimerisierung des Syndekans kommt. Die Bindungsdoméne 4.1B des CASK-Proteins
vermittelt die direkte Bindung an das Spektrin/Aktin Zytoskelett. Die Bindung des Proteins 4.1 wird
wahrscheinlich durch Interaktion mit der C1 Domaéne stabilisiert. Nach (Rapraeger and Ott, 1998).

Innerhalb der C1- und C2-Region der zytoplasmatischen Domane liegen zwei
konservierte Tyrosinreste deren Phosphorylierung eventuell der Regulation der PDZ-
Domane und der Zytoskelett-Bindung dient. In Maus L Fibroblasten konnte gezeigt
werden, dal3 die Syndekan Phosphorylierung durch eine konstitutiv aktive Kinase und
eine gebundene Tyrosin Phosphatase kontrolliert wird (Ott and Rapraeger, 1998). Die
Phosphorylierung wird rasch durch Genistein, Herbimycin A und Staurosporine
blockiert, was auf eine Beteiligung von Src Kinasen hinweist. Es ist noch nicht bekannt,
welche Tyrosine endogen phosphoryliert werden.

Fur die V-Region von Syndekan-4 wurde gezeigt, dal3 die Aminosauren
LGKKPIYKK die aktivierte PKCa binden. Diese Bindung erfolgt innerhalb der
katalytischen Doméane der Kinase (Oh et al.,, 1997c). Durch die Bindung an das
LGKKPIYKK Peptid wird die Kinase Aktivitat erhoht. Aul3erdem ist diese Region fir die
spontane Bildung von Dimeren und Oligomeren mitverantwortlich und nur durch diese
Multimerisierung kommt es zur Bindung sowie zur verstarkten Aktivierung der PKC (Oh
et al., 1997b). Diese Multimerisierung wird durch die direkte Assoziation von
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP,) mit der V-Region gefdrdert (Oh et al.,
1998; Lee et al.,, 1998). Dadurch lalt sich ein Modell aufstellen, in dem PIP, das
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"clustering” von Syndekan-4 bewirkt, wodurch eine multivalente Bindungsstelle fiir PKC
entsteht. Ist das Ser'® phosphoryliert, so kann die PKCa nicht mehr an die
intrazellulare Domane binden und die Multimerisierung der Syndekane ist
beeintrachtigt (Horowitz and Simons, 1998a). Die Lokalisation von Syndekan-4 in
"focal adhesions” (Woods and Couchman, 1994) erfolgt durch die PKC Bindung (Baciu
and Goetinck, 1995), durch Interaktionen der extrazellularen Domé&ne (Baciu and
Goetinck, 1995; McFall and Rapraeger, 1997; Asundi and Carey, 1995) oder durch
Interaktionen der Transmembrandomane und der daraus erfolgenden Syndekan-4
Oligomerisation (Woods et al., 1993).

Syndekan-1 ist das vorherrschende Proteoglykan in Epithelzellen. In
Fibroblasten Zellen hingegen ist es nur von geringer Bedeutung, aul3erdem wird es
noch zu bestimmten Zeitpunkten wéhrend der Embryonalentwicklung exprimiert (Kim
et al., 1994). Neben Heparansulfaten besitzt Syndekan-1 auch Chondroitinsulfate.
Syndekan-2 kommt vor allem auf Fibroblasten und Endothelzellen vor, wahrend es in
den meisten Epithelzellen fehlt. Dagegen ist Syndekan-4 ein ubiquitar vorkommendes
Proteoglykan (David et al., 1992).

Nach dem Verdau der HS-Seitenketten mit Heparitinase und dem Verdau der
Chondroitinsulfat-Seitenketten mit Chondroitinase ABC konnen die vier Syndekane
durch SDS-PAGE aufgetrennt werden. Die Proteine zeigen dabei ein ungewoéhnliches
Laufverhalten. Aufgrund der offenen Leseraster ergibt sich ein kalkuliertes
Molekulargewicht von 40.8 kDa fur Syndekan-3, 30.5 kDa fur Syndekan-1, 20.2 kDa
fur Syndekan-2 und 19.7 kDa fur Syndekan-4. Die Proteine wandern jedoch mit
Grof3en von ca. 125, 80, 48 und 35 kDa.

HS-Seitenketten binden eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren, extrazellularen
Matrixfaktoren und anderen Proteinen, was darauf hinweist, dal3 HS-Seitenketten an
der Zelladhdsion oder der Regulation der Zellteilungsaktivitat beteiligt sind (Carey,
1997). Zudem ist bekannt, daR verschiedene pathogene Erreger mit den HS-
Seitenketten interagieren. Dazu gehért die Bindung des humanen Zytomegalovirus
(Compton et al., 1993) und des Herpes simplex Virus (Shieh et al., 1992), die Bindung
der Bakterien Borrelia burgdorferi (Isaacs, 1994), Chlamydia trachomatis (Zhang and
Stephens, 1992), Staphylococcus aureus (Liang et al., 1992) und der Protozoen
Leishmania (Love et al., 1993) und Typanosoma cruzi (Ortega-Barria and Pereira,
1991). Auch von N. meningitidis und N. gonorrhoeae ist bekannt, dal3 die negativ
geladenen HS-Seitenketten die Bindungsstellen fur das Opaso-Protein darstellen (de
Vries et al., 1998; van Putten and Paul, 1995; Chen et al., 1995).
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2.7 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Rolle der Heparansulfat-
Proteoglykane wahrend der Adharenz und Invasion von N. gonorrhoeae in
Epithelzellen.

In vorausgegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dal} es bei einem
Verdau der HS-Seitenketten mit Heparitinase bzw. durch Zugabe von Heparin als
Kompetitor die Adhérenz und die Invasion der Gonokokken an Chang Epithelzellen
verringert wird (van Putten and Paul, 1995). Des weiteren erfolgt keine Adharenz von
Gonokokken an eine mutierte CHO-Zellinie, die nur noch schwach sulfatierte
Proteoglykane bilden kann (van Putten and Paul, 1995).

Es sollte daher untersucht werden, ob die HSPGs nur die Adharenz der
Gonokokken an Epithelzellen vermitteln, oder ob sie auch in der Lage sind, die
Phagozytose der Gonokokken zu induzieren. Desweiteren sollte untersucht werden, ob
die HSPGs Korezeptoren bendtigen oder ob sie die Phagozytose allein bewirken
konnen.

Aus anderen Arbeiten ist bekannt, dal3 nur 30 bis 40% der HSPGs, die aus
Chang Zellen isoliert wurden, anschliel}end die Fahigkeit zeigen, in Phospholipid
Vesikel zu inkorporieren. Diese Liposomen zeigen aul3derdem eine Adharenz von
Opasp-exprimierenden Gonokokken (van Putten and Paul, 1995). Dies deutet darauf
hin, dafl? der potentielle Rezeptor eine hydrophobe Transmembrandomane besitzt.

AuBBerdem sollte untersucht werden, welches HSPG als Rezeptor fur die
Gonokokken dient. Aufgrund der bekannten Daten ist anzunehmen, dal3 der Rezeptor
zu den Syndekanen zu gehort. Diese besitzen (i) auf ihrer extrazellularen Domane
mehrere Bindungstellen far HS-Seitenketten, (i) eine hydrophobe
Transmembrandomane und (iii) eine zytoplasmatische Domane, die mit dem
Zytoskelett interagiert. Durch Uberexpression verschiedener Syndekane in
Epithelzellen sollte in dieser Arbeit der Rezeptor flr die Gonokokken identifiziert
werden. Durch verschiedene Mutationen in der intrazellularen Domane der Syndekane
und die Uberexpression dieser Konstrukte in Epithelzellen sollte anschlieRend der
Signaltransduktionsweg, der zur Phagozytose der Gonokokken fuhrt, naher
charakterisiert werden.
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3 Ergebnisse
3.1 Die Bedeutung der HSPGs bei der Phagozytose

3.1.1 Invasive N. gonorrhoeae interagieren mit zellularen HSPGs

Pharmakologische und biochemische Studien haben gezeigt, dal3 vor der
bakteriellen Invasion eine feste Adharenz von N. gonorrhoeae an Epithelzellen
notwendig ist. Diese feste Bindung wird durch das Opase-Protein an die HS-
Seitenketten der zellassoziierten HSPGs vermittelt (van Putten and Paul, 1995; Chen
et al., 1995).

Um zu untersuchen, ob HSPGs an den Stellen rekrutiert werden, an denen die
Gonokokken die Wirtszelle invadieren, wurden Immunfluoreszenzfarbungen

Gonokokken HSPGs Overlay

Zelloberflache

Zellsubstrat

Abbildung 3: N. gonorrhoeae rekrutiert HSPGs wahrend der Adhéarenz und Invasion in
Epithelzellen. Chang Zellen wurden mit N. gonorrhoeae Stamm VP1 flr 2 h infiziert, fixiert, mit einer
Doppelimmunfluoreszenzfarbung fir Gonokokken (griner Kanal) und HSPGs (roter Kanal) gefarbt
und anschlieRend durch konfokale Laser Scanning Mikroskopie analysiert. Es sind zwei optische x-y
Schnitte gezeigt, einer nahe der Zelloberflaiche, der andere im intrazellularen Bereich nahe dem
Zellsubstrat. In dem Uberlagerten Bild (Overlay) zeigt sich eine Kolokalisation in gelb durch die
Uberlagerung der Signale aus dem griinen und dem roten Kanal. Die Pfeilspitzen und die Pfeile
zeigen die Positionen von adhédrenten und intrazellularen Bakterien, an denen es zu einer
Kolokalisation mit HSPGs kommt. Die Vergrdf3erung ist durch einen 5 pm langen Balken angezeigt.
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durchgefiihrt. Chang Zellen wurden fir 2 h mit dem N. gonorrhoeae Stamm VP1
infiziert, anschlielend fixiert und eine sequentielle Immunfluoreszenzfarbung
durchgefihrt.

Beim Stamm VP1 handelt es sich um ein klinisches Isolat, dessen Opaz7s
homolog zum HSPG-spezifischen Opas, vom Stamm MS11 ist. Im weiteren Verlauf
der Arbeit wird daher immer von Opas, die Rede sein.

Optische x-y Schnitte mit dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop

, die von der Zelloberflache oder intrazellular gerade Uber dem
Zellsubstrat gemacht wurden, zeigen eine verstarkte Farbung der HSPGs an Stellen
mit adharenten (Pfeilspitze) oder intrazellularen Bakterien (Pfeil). Ahnliche Farbungen
wurden mit Gonokokken infizierten Zellen von anderen Epithelien (Me-180, Caco-2,
Hec-1B und Hela, Daten nicht gezeigt) erhalten. Der Stamm N. gonorrhoeae VP1.3,
eine Variante von VP1, die das Opay;s nicht exprimiert, adhariert nur an die
Epithelzellen aber invadiert nicht (Makino et al., 1991). Es erfolgt auRerdem keine
signifikante Rekrutierung von HSPGs in Bereichen mit adh&arenten Bakterien. Aus der
schon gezeigten Interaktion zwischen Opasy, und HSPGs (van Putten and Paul, 1995)
und der Tatsache, daR HS meist in Form von HSPGs auf Zellen existieren, kann
geschlossen werden, daf invasive N. gonorrhoeae signifikante Mengen an HSPGs
rekrutieren und diese miteinander kreuzvernetzen, sobald die Bakterien an die Zelle
adharieren. Diese akkumulierten HSPGs werden dann mit den Bakterien zusammen
von der Zelle aufgenommen.

3.1.2 Die Adharenz und Invasion von HSPG-kreuzvernetzenden Beads in
Epithelzellen &hnelt der von N. gonorrhoeae

Die Opaso-vermittelte Kreuzvernetzung von HSPGs auf der Zelloberflache
erfolgt vor der Aufnahme von N. gonorrhoeae in Epithelzellen. Bis jetzt war noch nicht
bekannt, ob diese Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung die bakterielle Aufnahme direkt
auslost. Es wurde auch noch nicht gezeigt, ob es durch die Kreuzvernetzung von
HSPGs, die durch einen Liganden induziert wird, direkt zur Phagozytose kommen
kann. Aus diesem Grund wurde ein Modell etabliert, um herauszufinden, welche Rolle
die Kreuzvernetzung von HSPGs an der Oberfliche von Epithelzellen bei der
Phagozytose spielt. Die zellularen Charakteristika dieses Modells wurden dann mit der
Aufnahme von N. gonorrhoeae in Epithelzellen verglichen.

Latexbeads, die mit einem Rezeptor-kreuzvernetzenden Antikérper gekoppelt
sind, wurden schon ofters verwendet, um zu untersuchen, welche Folgen die
Oligomerisierung von Rezeptoren hat (Burbelo et al., 1995; Patel and Rickwood,
1994). Es erschien sinnvoll, HSPG-kreuzvernetzende Latexbeads zu verwenden, um
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die Eigenschaften von Opasp-exprimierenden Gonokokken nachzuahmen, die
ebenfalls HSPGs kreuzvernetzen.

Ein monoklonaler anti-Heparansulfat-Glukosaminoglykan (HS-GAG) IgM
Antikoérper (Klon 10E4) (David et al., 1992) ist bekannt daftr, dal er HSPGs
kreuzvernetzt. Dieser Antikdrper wurde kovalent an Latexbeads mit einem
Durchmesser von 2 um gekoppelt.

Die Inkubation von Epithelzellen mit diesen Beads ergibt ein &ahnliches
Adharenzmuster an der Zelloberflache wie bei Opase-exprimierenden N. gonorrhoeae
und dieses Adharenzmuster ist spezifisch fur verschiedene Zellinien. In HeLa Zellen
erfolgt die Adharenz der Beads und der Gonokokken vor allem an der Peripherie der
Zellen, wéahrend in T24 Blasenkarzinomzellen die Adharenz vorwiegend an der
epinuklearen Region erfolgt (Abbildung 4). Beads, die mit Rinderserumalbumin (BSA)
gekoppelt wurden, binden an keine der getesteten Zellinien (Daten nicht gezeigt).

Gonokokken Beads

HelLa

Abbildung 4: Opasp-exprimierende N. gonorrhoeae und HSPG-kreuzvernetzende Beads zeigen
ein ahnliches Adharenzmuster, das fir verschiedene Zellinien spezifisch ist. HeLa Zellen oder T24
Zellen wurden mit N. gonorrhoeae Stamm VP1 fir 2 Stunden oder mit HSPG-kreuzvernetzenden
Beads fiur 4 H inkubiert, fixiert und dann durch Phasenkontrastmikroskopie analysiert. Die
VerardReruna wird durch einen Balken von 20 um anaezeiat.
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Verschiedene  mikroskopische  Techniken wurden angewandt, um
nachzuweisen, dal3 die adhérenten Beads von den Epithelzellen aufgenommen
werden.

Aufnahmen mit der Raster-Elektronenmikroskopie (REM) zeigen, dal3 die
adharenten Beads von Membranen sehr eng umschlossen werden und
B, Pfeile) und dalR diese Vorstilpungen Uber den Beads fusionieren, wodurch die
Partikel komplett aufgenommen werden (M&, Pfeilspitze).

Die Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) zeigt, daf3 die intrazellularen
Beads innerhalb von membranumschlossenen Kompartimenten in HelLa Zellen
vorliegen (w: und D, der Pfeil zeigt auf die phagosomale Membran).

Um die adhérenten und intrazellularen Beads zu quantifizieren, wurde ein
Zellassay mit Hilfe der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie entwickelt

. Die Zellen wurden mit den HSPG-kreuzvernetzenden Beads fixiert und dann mit

Abbildung 5: HSPG-kreuzvernetzende Beads adhérieren an und invadieren in HeLa Zellen. Die
Zellen wurden mit HSPG-kreuzvernetzenden Beads fir 4 h inkubiert, fixiert und durch Raster-
Elektronenmikroskopie (REM; A, B) bzw. Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM; C, D)
analysiert. Die REM Analyse zeigt, da die adharenten, HSPG-kreuzvernetzenden Beads fest mit
Membranvorstilpungen assoziiert sind (Pfeil in A und B), die schrittweise die Beads umschlieRen und
somit zu einer kompletten Aufnahme fiihren, indem die Membran Uber den Beads fusioniert
(Pfeilspitze in A). Die TEM Analyse zeigt, dal die HSPG-kreuzvernetzenden Beads innerhalb eines
Kompartiments sind, das fest mit einer Membran umgeben ist (Pfeil in D zeigt auf die phagosomale
Membran). Die VergréRerung wird durch einen Balken von 1 um angegeben.
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einem Texas-Rot-konjugierten Antikorper gefarbt, um die extrazellularen Beads zu
markieren (griner Kanal). Nach der Permeabilisierung der Membran mit Triton X-100
wurden alle Beads (adharente und intrazellulare) mit einem Cy5-konjugierten
Antikorper (roter Kanal) markiert. Um die zellularen Strukturen sichtbar zu machen,
wurde das F-Aktin gleichzeitig mit FITC-gekoppeltem Phalloidin markiert (blauer
Kanal). Werden alle drei Kanale Uberlagert, so erscheinen die intrazellularen Beads
rot, da sie nur mit dem Cy5-konjugierten Antikdrper gefarbt sind (die Position von zwei
reprasentativen Beads ist durch Pfeile markiert). Extrazellulare Beads, die mit den
beiden Antikdrpern Cy5 und Texas-Rot gefarbt sind, erscheinen durch die

Uberlagerung der Kanéle gelb (die Position von zwei reprasentativen Beads ist mit
Pfeilspitzen markiert).

extrazellulare Beads Gesamtheit der Beads F-Aktin Overlay

Abbildung 6: Quantifizierung der extra- und intrazellularen Beads mit Hilfe einer
Dreifachimmunfluoreszenzfarbung. HeLa Zellen wurden mit HSPG-kreuzvernetzenden Beads fiir 4 h
inkubiert, fixiert und gefarbt. Extrazelluldre Beads vor der Permeabilisierung der Membran sind in grin
dargestellt, die Gesamtheit der Beads nach der Permeabilisierung ist in rot gezeigt, das F-Aktin wird
durch FITC-markiertes Phalloidin in blau dargestellt. In dem Overlay-Bild erscheinen die
extrazellularen Beads in gelb (Mischung aus grin und rot, reprasentative Beads sind mit Pfeilspitzen
markiert) und die intrazellularen Beads in rot (reprasentative Beads sind durch Pfeile gekennzeichnet).
Teilweise sind die extra- und intrazellularen Beads mit einer starken Akkumulation von F-Aktin
assoziiert (kleiner Pfeil und kleine Pfeilspitze), teilweise liegt keine sichtbare Aktinakkumulation vor
(groRRer Pfeil und groRRe Pfeilspitze). Die VergroRerung wird durch einen Balken von 10 um angegeben.

Da die Anzahl der adharenten und intrazellularen Beads von Zelle zu Zelle
variiert, wurden in verschiedenen Regionen des Deckglaschens drei unabhangige
Gruppen von je 30 Zellen gezahlt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit
Standardabweichung dargestellt (Abbildung 7). Mit diesem quantitativen Assay wurde
die Adharenz und die Invasion der Beads in einem Zeitraum von 4 h bei HeLa Zellen
verfolgt.
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Abbildung 7: Zeitlicher Verlauf der Adhéarenz und der Invasion von HSPG-kreuzvernetzenden

Beads (A) oder Opaso-exprimierenden N. gonorrhoeae (B) bei HeLa Zellen. Die Zellen wurden mit den
HSPG-kreuzvernetzenden Beads oder N. gonorrhoeae Stamm VPL1 fir die angegebenen Zeitpunkte
inkubiert. Die Quantifizierung der adharenten (schwarze Balken) und der intrazellularen Beads (weil3e
Balken) pro Zelle (A) bzw. der zellassoziierten (schwarze Balken) oder der intrazellularen Bakterien
(weiRe Balken) pro Well (B) wurde wie in mbeschrieben durchgefuhrt.

Die Gonokokken invadieren die Wirtszellen mit einer ahnlichen Kinetik wie die
Beads, wahrend die Assoziation der Bakterien mit den Zellen mehr Zeit benétigt als die
Adharenz der Beads (Abbildung 7) (Makino et al., 1991; Goémez-Duarte et al., 1997).
Fur alle nachfolgenden Experimente wurde eine Inkubationszeit von 4 h gewabhilt.

Vor kurzem wurde gezeigt, dal3 Serum bzw. der Serumfaktor Vitronektin (Vn)
die Invasion von N. gonorrhoeae in HeLa und CHO Zellen sehr stark erhght (Duensing
and van Putten, 1997; Gomez-Duarte et al., 1997). Dagegen wird die Invasion von N.
gonorrhoeae in Chang Zellen durch Serum oder Vitronektin nicht beeinflul3t (Gomez-
Duarte et al., 1997).

Ubereinstimmend damit konnte gezeigt werden, daR die Aufnahme von
HSPG-kreuzvernetzenden Beads in HelLa Zellen und MCF7 Zellen durch Serum oder
Vitronektin ebenfalls um den drei- bis vierfachen Wert erh6ht wird, wéahrend dies fur
Chang Zellen nicht zutrifft. Die Anzahl der adharenten Beads wird durch Serum oder
Vn bei HeLa und MCF7 Zellen nicht beeinflul3t (Abbildung 8). Aus unbekannten
Grunden wird die Adharenz der Latexbeads an Chang Zellen durch Serum, aber nicht
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Abbildung 8: Vn stimuliert die Phagozytose von HSPG-kreuzvernetzenden Beads in bestimmten

Zellinien. Chang Zellen, HeLa Zellen oder MCF7 Zellen wurden fir 4 h mit HSPG-kreuzvernetzenden
Beads in Ab- bzw. Anwesenheit von 5% FCS oder 1,5 ug/ml Vn inkubiert. Die Quantifizierung der
adharenten (schwarze Balken) und der intrazellularen Beads (weilRe Balken) wurde wie in
beschrieben durchgefihrt.

durch Vitronektin stark erhoht. Dieser Unterschied scheint fir den Aufnahmeprozel3
der Beads jedoch nicht relevant zu sein (Abbildung 8).

Zusammengefal3t a3t sich sagen, dal3 die Quervernetzung der HSPGs an der
Zelloberflache ausreicht, um die Phagozytose in nicht-professionelle Phagozyten zu
stimulieren. Der Serumfaktor Vitronektin verstarkt diese phagozytische Aktivitat in
einigen Zellinien. Da diese verstarkte Invasion von N. gonorrhoeae und HSPG-
kreuzvernetzenden Beads bei den gleichen Zellinien erfolgt, deutet dies auf den
gleichen Mechanismus der Phagozytose hin.

3.1.3 Vitronektin erhdht spezifisch die HSPG-abhangige Phagozytose

Entweder erhoht Vn spezifisch die HSPG-abhangige Phagozytose oder es
wird generell jede phagozytische Aktivitat erhdht. Um diesen Punkt zu klaren, wurden
Beads verwendet, die andere Zelloberflachenrezeptoren kreuzvernetzen. Die
phagozytische Invasion dieser Beads in der Anwesenheit von Serum bzw. von Vn
wurde mit der von HSPG-kreuzvernetzenden Beads verglichen. Fiur die Kopplung an
die Latexbeads wurde zum einen ein anti-f;-Integrin Antikbrper verwendet, da [3;-
Integrine die Rezeptoren fir die Aufnahme der enteropathogenen Yersinia spp. (Isberg
and Tran Van Nhieu, 1995) sind. Zum anderen wurde ein Antikbrper gegen das
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Abbildung 9: Vn erhéht spezifisch die HSPG-abhéngige Phagozytose in HelLa Zellen. HelLa

Zellen wurden fir 4 h in der Ab- bzw. Anwesenheit von 5% FCS oder 1,5 pg/ml Vn mit Beads inkubiert,
die entweder HSPGs, ICAM-1 oder B;-Integrine kreuzvernetzen. Die Quantifizierung der adharenten
(schwarze Balken) oder intrazellularen Beads (weil3e Balken) wurde wie in beschrieben
durchgefuhrt.

interzellulare  Adhasionmolekil-1  (ICAM-1) verwendet, das ein Ligand des
funktionsassoziierten Antigens-1 (LFA-1) auf Lymphozyten ist (Marlin and Springer,
1987).

Sowohl die [i-Integrin-kreuzvernetzenden Beads als auch die ICAM-1-
kreuzvernetzenden Beads wurden von Hela Zellen in geringen Mengen
aufgenommen. Im Gegensatz zu HSPG-kreuzvernetzenden Beads wird die Aufnahme
dieser Beads nicht signifikant durch Vn oder Serum erhdht (

Um zu untersuchen, ob dies auf eine unterschiedliche Bindung des
Vitronektins an die verschiedenen Mikropartikel zurtckzufihren ist, wurden die
gekoppelten Beads fur 30 min mit 20 ng Vn inkubiert, dreimal mit PBS gewaschen und
mit Probenpuffer versetzt. Nach Auftrennung eines Drittels der Proben Uber SDS-
PAGE und dem Blotten auf Nitrozellulose wurden die Blots mit einem anti-Vn
Antikdrper inkubiert (

Interessanterweise ist ein grofRer Teil des Vitronektins, das in einem Assay
eingesetzt wird, mit den verschiedenen Beads assoziiert, unabhangig davon, welcher
Antikorper fur die Kopplung verwendet wird (

Diese unspezifische Bindung von Vn an die Beads scheint die adhasive
Eigenschaft dieses Glykoproteins widerzuspiegeln. Es ist allerdings nicht bekannt, ob
die Phagozytose durch die beobachtete Assoziaton von Vn mit HSPG-
kreuzvernetzenden Beads gesteigert wird oder ob die Steigerung auf l6sliches Vn
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Abbildung 10: Vn bindet an HSPG-, ICAM-1- und B;-Integrin-kreuzvernetzende Beads. Die Beads
wurden fur 30 min mit 20 ng Vn inkubiert, gewaschen und ein Drittel durch SDS-PAGE aufgetrennt.
Die Detektion des Vitronektins erfolgt mit einem anti-Vitronektin Antikoérper. Vn lauft als eine
Doppelbande bei 65 und 78 kDa.

zurUckzufuhren ist. Obwohl ungeféahr gleiche Mengen von Vn sowohl an ICAM-1-, 3;-
Integrin- oder HSPG-kreuzvernetzende Beads binden, ist die Phagozytose nur fur die
letzteren signifikant erhoht. Deshalb ist die durch Vn oder Serum erhéhte Phagozytose
auf die Kreuzvernetzung von HSPGs angewiesen.

3.1.4 Eine kritische Menge an Ligand-induzierter Kreuzvernetzung von
HSPGs ist zur Stimulation der Phagozytose in HeLa Zellen notwendig

Ein anderer Weg, um die Spezifitdt der Vn-erhéhten Phagozytose von HSPG-
kreuzvernetzenden Beads zu Uberpriufen, ist der Verdau der HS-Seitenketten durch
Heparitinase. Durch Verdau der HS-Seitenketten mit 1 mU/ml Heparitinase wird die
Phagozytose der Beads bei Zugabe von Vn oder Serum stark reduziert, wahrend die
Adharenz der Beads nur schwach beeinfluf3t wird (Abbildung 11A). Bei einer héheren
Konzentration an Heparitinase erfolgt eine starke Reduktion der Adharenz der Beads
und eine weitere Verringerung der Beadaufnahme (Abbildung 11A, 5 muU/ml
Heparitinase). Die Beobachtung, dal3 die Phagozytose durch den Heparitinase-Verdau
eher beeinflul3t wird als die Adharenz, weist darauf hin, daf3 die Bindung von anti-HS-
GAG Antikorpern an HSPGs direkt in der Adharenz der Beads resultiert. Dagegen ist
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eine kritische Menge an Antikdrper-vermittelter
notwendig, um die Phagozytose zu stimulieren. Da ein Verdau mit wenig Heparitinase
einen ahnlichen Effekt auf die Aufnahme der Beads in der Abwesenheit von Serum
oder Vn hat (Abbildung 11A), kann dieses Model sowohl fir die Vn-erhdhte als auch
fur die Vn-unabhangige Phagozytose erweitert werden. Dies wird dadurch unterstitzt,
dal3 der anti-HS-GAG Antikorper, der fur die Kopplung der HSPG-kreuzvernetzenden
Beads verwendet wird, die Aufnahme stark reduziert, wenn er als I6slicher Antikorper
zugegeben wird, wahrend er die Adhérenz der Beads nicht signifikant beeinflufdt
(Abbildung 11B).

Abbildung 11: Eine kritische Menge an HSPG-
Kreuzvernetzung ist notwendig, um die Phagozytose
in HeLa Zellen zu induzieren. (A) Unbehandelte HelLa
Zellen und HelLa Zellen, die fiur 3 h mit 1 oder 5
mU/ml Heparitinase inkubiert wurden. Alle Zellen
wurden fur 4 h mit HSPG-kreuzvernetzenden Beads
und der entsprechenden Menge an Heparitinase in
der Ab- bzw. Anwesenheit von 5% FCS oder 1,5
pHg/ml Vn inkubiert. (B) HeLa Zellen wurden fiir 4 h
mit HSPG-kreuzvernetzenden Beads in der
Anwesenheit von 5% FCS inkubiert. Der anti-HS-
GAG Antikérper 10E4 wurde in einer Konzentration
von 500 pg/ml 15 min vor der Zugabe der Beads zu
den Zellen gegeben und war wahrend der gesamten
Inkubationszeit anwesend. Die Quantifizierung der
adharenten (schwarze Balken) und der intrazellularen
Beads (weiRe Balken) wurde wie in 6.11.3
beschrieben durchgefihrt.
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3.1.5 Die HSPG-abhangige Phagozytose wird durch Inhibitoren von Tyrosin
Kinasen blockiert

Von Grassmé wurde gezeigt, dal’ es bei der Aufnahme von N. gonorrhoeae
zur  Phosphorylierung  von  Tyrosinresten und zur Kolokalisation  von
tyrosinphosphorylierten Proteinen mit den Gonokokken kommt (Grassmé, 1995). Um
zu Uberprifen, ob die Tyrosinphosphorylierung auch eine Rolle bei der Aufnahme von
HSPG-kreuzvernetzenden Beads spielt, wurde der Tyrosinkinase Inhibitor Genistein
wahrend der Invasion eingesetzt.

Konzentrationsabhangige Effekte von Genistein (lébbﬂdung_l.zi wurden in der
Anwesenheit von Serum (hbbildung_],z)\) gezeigt. AuRerdem wurde eine effektive
Inhibitorkonzentration in parallelen Experimenten mit Serum, mit Vn oder ohne Zusatz

im  Medium eingesetzt (lébbildl,mg_l.zh). Der Inhibitor bewirkt eine kon-
zentrationsabhangige Inhibition der Beadaufnahme, wahrend die Adhérenz der Beads
nicht beeinflut wird. Die Vitalitat der Zellen wurde durch Trypanblau Farbung
nachgewiesen.

Diese pharmakologischen Daten weisen darauf hin, daf} es bei der HSPG-
abhangigen Phagozytose zur Phosphorylierung von Proteinen durch Tyrosinkinasen
kommt.
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Abbildung 12: Die Aufnahme von HSPG-kreuzvernetzenden Beads in HelLa Zellen wird durch

Genistein inhibiert. HelLa Zellen wurden fir 4 h mit HSPG-kreuzvernetzenden Beads in der
Anwesenheit von 5% FCS (A) oder in der Ab- bzw. Anwesenheit von 5% FCS oder 1,5 pg/ml Vn (B)
inkubiert. Genistein wurde in den angegebenen Konzentrationen 15 min vor der Zugabe der Beads
zugegeben und war wahrend der gesamten Inkubationszeit anwesend. Die Quantifizierung der
adhérenten (schwarze Balken) und der intrazelluldaren Beads (weil3e Balken) wurde wie in
beschrieben durchgefihrt.
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3.1.6 Die HSPG-abhangige Phagozytose wird durch PKC-Inhibitoren blockiert

Vor kurzem wurde gezeigt, da3 bei der Vn-stimulierten Invasion von
Epithelzellen durch N. gonorrhoeae die Signaltransduktion tber die PKC ablauft
(Dehio et al., 1998). Um zu untersuchen, ob die PKC auch bei der HSPG-abhangigen
Phagozytose der Beads eine Rolle spielt, wurde der Effekt von PKC Inhibitoren auf die
Aufnahme von HSPG-kreuzvernetzenden Beads getestet.
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Abbildung 13: Die Aufnahme von HSPG-kreuzvernetzenden Beads in HelLa Zellen wird durch

PKC Inhibitoren blockiert. Die Zellen wurden fiir 4 h mit HSPG-kreuzvernetzenden Beads in der
Anwesenheit von 5% FCS (A, C) oder in der Ab- bzw. Anwesenheit von 5% FCS oder 1,5 pg/ml Vn
(B, D) inkubiert. Staurosporin (A, B) oder Calphostin C (C, D) wurden in den angegebenen
Konzentrationen 15 min vor der Zugabe der Beads zugegeben und waren wahrend der gesamten
Inkubationszeit anwesend. Die Quantifizierung der adharenten (schwarze Balken) und der
intrazellularen Beads (weif3e Balken) wurde wie in E&lbeschrieben durchgefihrt.
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Konzentrationsabhangige Effekte des Ser/Thr-Kinase Inhibitors Staurosporin
(A, B) sowie des PKC-spezifischen Inhibitors Calphostin C (Abbildung 13C, D) wurden
in der Anwesenheit von Serum (Abbildung 13A, C) gezeigt. AuRerdem wurde eine
effektive Inhibitorkonzentration in parallelen Experimenten mit Serum, mit Vn oder
ohne Zusatz im Medium eingesetzt (Abbildung 13B, D). Beide Inhibitoren zeigen eine
konzentrationsabhangige Inhibition der Beadaufnahme. Im Gegensatz dazu wurde die
Adhéarenz der Beads nur geringfiigig bei der hdchsten Inhibitorkonzentration beeinfluf3t
(Abbildung 13A). Die Vitalitat der Zellen wurde durch Trypanblau Farbung
nachgewiesen.

Diese pharmakologischen Daten weisen darauf hin, dal3 sowohl bei der Vn-
stimulierten Invasion als auch bei der HSPG-abhangigen Phagozytose die
Signaltransduktion Uber die PKC ablauft.

3.1.7 Die HSPG-abhangige Phagozytose beno6tigt Aktinpolymerisation

Da es sich bei der Opasp-vermittelten Invasion von N. gonorrhoeae um
Phagozytose handelt, die durch eine Rekrutierung von F-Aktin charakterisiert ist
(Grassmé et al.,, 1996), wurde der EinfluR des Aktin-Zytoskeletts auf die HSPG-
abhangige Phagozytose untersucht.

Konzentrationsabhéngige Effekte der Inhibitoren wurden in der Anwesenheit
von Serum gezeigt (Abbildung 14A-D) und eine effektive Inhibitorkonzentration wurde
parallel mit Serum, mit Vn und ohne Zusatz im Medium eingesetzt (Abbildung 14E).
Cytochalasin D (Abbildung 14A), ein Inhibitor der Aktinpolymerisation sowie Nocodazol
(Abbildung 14B) und Colchizin (Abbildung 14C), zwei Reagenzien, die Mikrotubuli
destabilisieren, zeigen eine konzentrationsabhéngige Inhibition der Beadaufnahme. Im
Gegensatz dazu hat die Mikrotubuli-stabilisierende Reagenz Taxol (Abbildung 14D) bei
erhéhten Konzentrationen keinen EinfluR auf die Effizienz der Phagozytose. Die
Vitalitat der Zellen bei den eingesetzten Inhibitorkonzentrationen wurde wiederum
durch Trypanblau Farbung nachgewiesen. Mit Ausnahme von Cytochalasin D
beeinflul3t kein Inhibitor die Adhérenz der Beads an die HelLa Zellen. Obwohl
Cytochalasin D die Adharenz der Beads in einer konzentrationsabhangigen Art
reduziert, ist die Verringerung der Beadaufnahme sehr viel stérker, was darauf
hinweist, dal3 die Aktinpolymerisation fir die Beadaufnahme notwendig ist. Auch die
Phalloidinfarbung des filamentésen Aktins zeigte, dafld das Aktin-Zytoskelett bei der
phagozytischen Aufnahme der adhérenten, HSPG-kreuzvernetzenden Beads beteiligt
ist . Ein Teil der adharenten (kleine Pfeilspitze) und intrazellularen Beads
(kleiner Pfeil) ist mit Umlagerungen des Zytoskeletts assoziiert, wahrend andere
adharente (grol3e Pfeilspitze) oder intrazellulare Beads (grofRer Pfeil) nicht mit dem F-
Aktin assoziiert sind. Dies deutet darauf hin, dal3 es sich bei der Umlagerung des
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Abbildung 14: Die Aufnahme von HSPG-kreuzvernetzenden Beads erfolgt durch eine Aktin- und
Mikrotubuli-abh&ngige Phagozytose. HelLa Zellen wurden fir 4 h mit HSPG-kreuzvernetzenden Beads
in der Anwesenheit von verschiedenen Konzentrationen an Cytochalasin D (A), Nocodazol (B),
Colchizin (C) und Taxol (D) sowie 5% FCS inkubiert. Effektive Konzentrationen der Inhibitoren (E)
wurden zuséatzlich in der Ab- bzw. Anwesenheit von 5% FCS oder 1,5 pg/ml Vn eingesetzt. Die
Inhibitoren wurden in den angegebenen Konzentrationen 15 min vor der Zugabe der Beads
zugegeben und waren wahrend der gesamten Inkubationszeit anwesend. Die Quantifizierung der
adharenten (schwarze Balken) und der intrazellularen Beads (weiRe Balken) wurde wie in g_‘ITSJ
beschrieben durchgefihrt.
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Zytoskeletts um einen sehr dynamischer Prozel3 handelt, der nur in einem begrenzten
Zeitfenster sichtbar ist. Zusammengefal3t lafit sich sagen, dal? die pharmakologischen
und zytochemischen Ergebnisse darauf hinweisen, dal3 die HSPG-abhéngige
Phagozytose die Aktinpolymerisation bengtigt.

3.1.8 Die HSPG-abhéngige Phagozytose unterscheidet sich von der
Rezeptor-vermittelten Endozytose

Von Grassmé et al. wurde aufRerdem gezeigt, dal die Aufnahme der
Gonokokken unabhéngig von der Clathrin-vermittelten Endozytose ist (Grassmé et al.,
1996). Die Endozytose kann durch den Inhibitor Monodansylcadaverin gehemmt
werden (Davies et al., 1980). Um zu uberprifen, ob dies auch fur die HSPG-abhangige
Phagozytose zutrifft, wurde der Inhibitor auch bei den Beads eingesetzt.

Monodansylcadaverin inhibiert in den héchsten eingesetzten Konzentrationen
die HSPG-vermittelte Phagozytose nicht, weder in der Ab- bzw. Anwesenheit von FCS
oder Vitronektin (Abbildung 15). Dies deutet darauf hin, dal3 die HSPG-vermittelte
Invasion unabhangig von der Rezeptor-vermittelten Invasion ist.
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Abbildung 15: Die Aufnahme von HSPG-kreuzvernetzenden Beads unterscheidet sich von der
Rezeptor-vermittelten Endozytose. HelLa Zellen wurden fir 4 h mit HSPG-kreuzvernetzenden Beads in
der Anwesenheit von verschiedenen Konzentrationen an Monodansylcadaverin (A) in der Anwesenheit
von 5% FCS inkubiert. Effektive Inhibitorkonzentrationen wurden zusatzlich in der Ab- bzw. der
Anwesenheit von 5% FCS oder 1,5 pg/ml Vn eingesetzt. Die Inhibitoren wurden in den angegebenen
Konzentrationen 15 min vor der Zugabe der Beads zugegeben und waren wéahrend der gesamten
Inkubationszeit anwesend. Die Quantifizierung der adhérenten (schwarze Balken) und der
intrazelluldren Beads (weif3e Balken) wurde wie in E.11 zlbeschrieben durchgefuhrt.
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3.2 Bestimmung der fur die Phagozytose verantwortlichen HSPGs

Es gibt mehrere Proteinfamilien, die zu den HSPGs gehoren und die HS-
Seitenketten tragen, z.B. die Syndekan-Familie, die Glypikane, auf3erdem noch
Betaglykan und CD44E. Allerdings tragen die Betaglykane entweder nur HS bzw. nur
Chondroitinsulfat oder Gberhaupt keine Glukosaminoglykane. Die CD44-Molekiile sind
primar Chondroitinsulfat-Proteoglykane und nur ein kleiner Teil, die "splicing”-Variante
CD44E, zahlt zu den HSPGs. Daher war es anzunehmen, dal3 der Rezeptor fur die
Invasion der Gonokokken in Epithelzellen zu den Syndekanen und/oder Glypikanen
gehort. In Vorarbeiten wurde auf3erdem gezeigt, da? Syndekan-4 in allen Zellinien
vertreten ist, die von Gonokokken invadiert werden (Meyer auf der Heyde, 1996).
Hinzu kommt, dal? Syndekan-1 das Proteoglykan ist, das am haufigsten auf
Epithelzellen vorkommt (Bernfield et al., 1992). Von daher erschien es sinnvoll zu
untersuchen, ob diese beiden Syndekane einen Einflul3 auf die Adh&renz und Invasion
der Gonokokken bei Epithelzellen haben.

3.2.1 Einflu3 der Syndekan Expression in den parentalen HelLa Zellen auf die
Adhéarenz und Invasion von N. gonorrhoeae

Da bei Farbungen von HelLa Zellen ofters besonders stark exprimierende
Zellen zu sehen waren, wurde versucht, diese Zellen durch Selektion Uber
Magnetbeads anzureichern. Dazu wurden HelLa Zellen Gber Magnetbeads auf starke
Syndekan-1 bzw. Syndekan-4 Expression und auf schwache Syndekan-1 bzw.

Tabelle 2: FACS-Messung der parentalen HelLa Zellen nach ihrer Selektion auf schwache und
starke Syndekan Expression und Darstellung des Medians.

Zellen anti-Syndekan-1 anti-Syndekan-4 Median
Antikorper Antikorper

HelLa X 31,91
schwache X 14,72
Syndekan-1 Expression

starke X 38,2
Syndekan-1 Expression

HelLa X 17,47
schwache X 7,5
Syndekan-4 Expression

starke X 25,48

Syndekan-4 Expression
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Syndekan-4 Expression selektiert. Dadurch sollte herausgefunden werden, ob eine
Anreicherung bzw. Verringerung der Syndekane in HeLa Zellen zu Unterschieden in
der Adharenz und Invasion der Gonokokken fiihrt. Die Zellen wurden dabei mit dem
anti-Syndekan-1 Antikorper (Klon B-B4; Serotec, Oxford, England) bzw. dem anti-
Syndekan-4 Antikorper (Klon 8G3) (David et al., 1992) sowie den Magnetbeads
zweimal hintereinander positiv bzw. negativ auf Syndekan Expression selektiert.
AnschlieRend wurden FACS-Messungen sowie Gentamicinassays durchgefihrt.

Da die Unterschiede zwischen den verschiedenen Zellen nicht sehr grof3
waren, wurde die FACS-Messung nicht dargestellt, sondern nur der Median einer
Messung angegeben (Tabelle 2). Dieser entspricht dem Mittelwert der Flache unter der
Kurve einer FACS-Messung. Wie zu sehen ist, kommt es nur zu einer geringfiligig
starkeren Expression von Syndekan-1 bzw. Syndekan-4 im Vergleich zu nicht
selektierten HeLa Zellen. Dagegen fuhrt die negative Selektion zu einem stérkeren
Ruckgang der Expression von Syndekan-1 bzw. Syndekan-4.
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Abbildung 16: Adhérenz und Invasion von N. gonorrhoeae Stamm VP1 bei Syndekan selektierten
HelLa Zellen in der Abwesenheit von FCS. Die Zellen wurden fur 6 h in der Abwesenheit von FCS mit 1
x 10" Gonokokken inkubiert. Die Quantifizierung der adharenten (schwarze Balken) und invasiven
Bakterien (weif3e Balken) wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt. Die Daten zeigen den Mittelwert
und die Standardabweichung von einem reprasentativen Experiment, das in Triplikaten durchgeftihrt
wurde.
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Um herauszufinden, ob diese geringen Unterschiede eventuell schon zu einer
Veranderung der Adharenz- oder Invasionseigenschaften der Zellen fihren, wurden
Gentamicinassays durchgefihrt.

Die geringfligig starkere oder schwéchere Syndekan Expression der HelLa
Zellen fuhrt schon zu einer verstarkten Invasion der Gonokokken in die Zellen, die auf
starke Expression von Syndekan-1 bzw. Syndekan-4 selektiert wurden (lAbblldung_l.Gi
Ebenso fuhrt es zu einem Rickgang der Invasion bei den Zellen, die auf schwache
Expression von Syndekan-1 bzw. Syndekan-4 selektiert wurden. Die Adharenz der
Gonokokken an die Zellen bleibt dabei unbeeinflul3t, abgesehen von der Adharenz bei
den Syndekan-4 selektierten Zellen. Wieso die Adharenz zunimmt konnte nicht geklart
werden. Die Versuche mit den positiv oder negativ selektierten HeLa Zellen missen
allerdings innerhalb von zwei Passagen nach der Selektion der Zellen durchgefihrt
werden, da die Zellen sehr schnell ihr normales Gleichgewicht an Syndekan
Expression wieder einstellen.

3.2.2 Klonierung von Syndekan-1 und Syndekan-4 sowie zwei
Deletionsmutanten

Da die Versuche mit den Syndekan-1 und Syndekan-4 selektierten Zellen
zeigten, dal’ beide Syndekane einen Einflu? auf die Invasion der Gonokokken haben,
erschien es sinnvoll, diese beiden Syndekane stabil in Zellen Gberzuexprimieren, um
die Versuche unter gleichbleibenden Bedingungen durchfiihren zu kénnen.

Das Syndekan-1 Gen wurde durch PCR mit den Primern EAF1 und EAF2 aus
einem pBluescript SK(+) Vektor, der das Syndekan-1 Gen enthalt (erhalten von Prof.
G. David, Leuven, Belgien), amplifiziert. Am 5’ Ende wurde eine Kpnl Schnittstelle und
am 3’ Ende eine Xbal Schnittstelle Uber die verwendeten Oligonukleotide eingeflhrt.
Das PCR-Produkt wurde an diesen Schnittstellen geschnitten und in pUC118 (Vieira
and Messing, 1987) ligiert, wodurch pEAF3 entstand. Analog wurde fur die

Syndekan-1 .. . . RMKKKDEGSYBL EEPKQANGCAY(K PTKQEEFYA
Syndekan-1(A278-310 ....R

Syndekan-4 .. .. RMKKKDEGSYPLG KKPI YKKAPTN [EFYA
Syndekan-4(A152-178) ....RG

variable Doméane
Abbildung 17: Darstellung der C-terminalen, intrazellularen Doménen von Syndekan-1 und

Syndekan-4 sowie den beiden Deletionsmutanten. Die konservierten Aminoséauren im Vergleich zur
Sequenz von Syndekan-4 sind in fetten Buchstaben dargestellt.
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Deletionsmutante Syndekan-1(A278-310) verfahren. Die PCR wurde mit den Primern
EAF1 und EAF3 durchgefuhrt und es wurde das Plasmid pEAF4 erhalten. Die
Konstruktion der Deletionsmutante erfolgte wie bei Miettinen, indem das zweite Codon

der intrazellulare Doméne (Methionin) in ein Stopcodon umgewandelt wurde
(l&bbdd;mgérﬂ (Miettinen and Jalkanen, 1994).

Das Syndekan-4 Gen wurde durch PCR mit den Primern EAF4 und EAF5 aus
einer cDNA Bank von Chang Zellen erhalten. Durch die, tber die Oligonukleotide
eingefuhrten Schnittstellen Kpnl und EcoRI erfolgte die Ligation in pBluescript SK(+),
wodurch das Plasmid pEAF5 entstand. Die Deletionsmutante Syndekan-4(A152-178)
wurde durch PCR mit den Primern EAF4 und EAF12 erstellt und das resultierende
Fragment in pCRII-TOPO kloniert, wodurch das Plasmid pEAF39 entstand. Auch bei
der Syndekan-4 Deletionsmutante wurde die intrazellulare Domane direkt nach dem
zweiten Codon der intrazellularen Doméane deletiert. Allerdings wurde das Methionin in
ein Glycin umgewandelt und dann das Stopcodon eingeftigt \Abbudungﬂ (Lebakken
and Rapraeger, 1996).

Alle vier Plasmide wurden sequenziert und mit den verdffentlichen Sequenzen
fur Syndekan-1 und Syndekan-4 verglichen (Mali et al., 1990; David et al., 1992).

Das Syndekan-1 Gen und die Deletionsmutante enthalten beide eine
Punktmutation. Bei der Base 261 kommt es zum Austausch eines Thymins gegen ein
Cytosin, wodurch die Aminoséure Leucin in ein Prolin umgewandelt wird. Diese
Mutation beeinflu3t nicht die Anlagerung der HS-Seitenketten. Allerdings kann es
durch die Mutation zu einer Konformationsdnderung der Sekundarstruktur im
extrazellularen Bereich des Syndekans kommen, falls sich die Mutation in einer a-Helix
befindet.

Das Syndekan-4 Gen und die Deletionsmutante weisen gegentber der
publizierten Sequenz zwei Punktmutationen auf, die erste bei Base 103 durch den
Austausch eines Thymins gegen ein Cytosin. Die zweite Punktmutation ist bei Base
229, der Austausch von Adenin gegen Guanin. Durch die erste Mutation wird die
Aminosaure Valin gegen Alanin getauscht, bei der zweiten Mutation Aspartat gegen
Glycin. Die erste Punktmutation dirfte keinen Einflu® auf die Faltung des Proteins
haben, da beide Aminosauren aliphatische Seitenketten tragen, die zu hydrophoben
Bindungen im Protein beitragen. Die zweite Mutation kénnte dagegen einen Einfluf
haben, da eine saure Aminoséure entfernt wird. Die Anlagerung der HS-Seitenketten
wird durch beide Mutationen nicht beeinflul3t. Es kann nicht gesagt werden, ob die
Mutationen durch die Klonierung entstanden sind oder ob es sich um Veranderungen
des Syndekan-4 Gens in den kultivieren Chang Zellen handelt.

Um die vier Konstrukte in Zellinien exprimieren zu kdnnen, wurde der Vektor
pCEP4 ausgewdahlt (Invitrogen), der einen CMV-Promotor zur heterologen
Genexpression aufweist. Er bietet den Vorteil, dafl3 er episomal im Nukleus vorliegt und
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nicht ins Genom integriert. Dadurch sind keine Veranderungen der Zellen aufgrund
illegitimer Rekombination des Vektors ins Genom zu erwarten, wodurch eine
Herstellung klonaler Zellinien nicht notwendig wird. Aul3erdem liegt der Vektor in
hoherer Kopienzahl in den Zellen vor, wodurch eine starkere Expression zu erwarten
ist.

Das Kpnl-Hindlll Fragment aus pEAF3 bzw. pEAF4 wurde in die Kpnl-Hindlll
geschnittenen Vektoren ligiert, wodurch die Plasmide pEAF15 (Syndekan-1) bzw.
PEAF16 (Syndekan-1[A278-310]) entstanden.

Das Kpnl-BamHI Fragment aus pEAF5 wurde ebenfalls in den Vektor ligiert,
wodurch pEAF17 (Syndekan-4) entstand. pEAF40 (Syndekan-1[A152-178]) entstand
durch Ligation des Kpnl-Notl Fragments aus pEAF39 in pCEP4.

3.2.3 Expression der Konstrukte in HeLa Zellen

Fir die Expression der vier Proteine wurde die adhérente Epithelzellinie HeLa
ausgewahlt, da in ihr der von Gémez-Duarte beschriebene Effekt der Steigerung der
Invasion durch Vitronektin beobachtet wurde (Gomez-Duarte et al., 1997) und diese
Zellinie sich gut transfektieren laf3t. Nachteil dieser Zellinie ist der relativ hohe
Hintergrund an Syndekan-1 Expression.

Die Transfektion der vier Plasmide in die Zellen erfolgte Uber Liposomen.
Dabei wird die DNA mit den Liposomen gemischt, wodurch es zur Bildung von DNA-
Liposomen Komplexen kommt, die Gber Endozytose von den Zellen aufgenommen
werden. Diese Methode ist sehr effektiv und die Uberlebensrate der Zellen wahrend
der Transfektion ist sehr hoch. Zwei Tage nach der Transfektion erfolgt die Selektion
der Zellen mit dem Antibiotikum Hygromycin B. Resistente polyklonale Zellinien
wurden nach ca. 3 bis 4 Wochen Selektion erhalten.

3.2.4 Charakterisierung der transfektierten HeLa Zellen

Durch die stabile Transfektion der HelLa Zellen mit den verschiedenen
Syndekan-Konstrukten, kommt es zu morphologischen Veranderungen der Zellen.

Im Vergleich zur parentalen Zellinie &ndert sich die Morphologie der HeLa neo
Zellen kaum (Abbildung 18B). In ihrer Form und ihrer GroRRe gleichen sie
weitestgehend den nicht transfektierten HeLa Zellen (Abbildung 18A). Das gleiche gilt
fur die Zellen, die mit Syndekan-1(A278-310) transfektiert wurden (Abbildung 18D).
Durch die Uberexpression von Syndekan-1 und Syndekan-4 dagegen &ndert sich die
Morphologie der Zellen. Die Zellen sind gré3er als die parentale Zellinie, aul3erdem
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Abbildung 18: Morphologie der parentalen HelLa Zellen sowie der transfektierten Zellen. (A)

Parentale HelLa Zellen, (B) HelLa neo Zellen, (C) HeLa Syndekan-1 Zellen, (D) HelLa Syndekan-

1(A278-310) Zellen, (E) HeLa Syndekan-4 Zellen, (F) HeLa Syndekan-4(A152-178) Zellen. Die
VergroRerung wird durch einen Balken von 20 um angezeigt.
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zeigen die Syndekan-4 Uberexprimierenden Zellen eine verstarkte Ausbildung von
Filopodien und die Zellen werden flacher (Abbildung 18E, Pfeil). Syndekan-1(A152-
178) uberexprimierende Zellen sind dagegen kleiner, sie haben die Tendenz, sich
abzukugeln, und ein groRRerer Teil an Zellen wird nekrotisch oder apoptotisch
(Abbildung 18F, Pfeil). Allgemein a3t sich fur alle Transfektanten ein langsameres
Wachstum feststellen mit einer Teilungsrate von ca. 24 bis 36 h.

Dies wurde auch von Woods et al. fur die Transfektion von CHO Zellen mit
Syndekan-4 beschrieben (Woods et al., 1998). Die Zellen hatten ebenfalls eine
Fibroblasten-ahnliche Morphologie und eine Deletion der 11 C-terminalen
Aminosauren fuhrte zu einem Rickgang der Zellspreitung.

Die Expression der Syndekane in den Zellen wurde durch FACS-Analyse
Uberprift. Die Zellen wurden mit dem Antikorper gegen Syndekan-1 bzw. dem
Antikérper gegen Syndekan-4 gefarbt sowie einem sekundaren DTAF-konjugierten
Antikorper. Die Analyse erfolgt im Fluoreszenzkanal 1, wahrend tote Zellen durch
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Abbildung 19: FACS-Analyse der transfizierten HelLa Zellen zur Uberpriifung der Syndekan
Expression. Die Zellen wurden mit EDTA vom Substrat abgeldst, mit dem anti-Syndekan-1 Antikérper
(A, B) bzw. dem anti-Syndekan-4 Antikorper (C, D) und einem sekundaren DTAF-konjugierten
Antikorper fur jeweils 1 h inkubiert. (A, C) HeLa und HelLa neo, (B) Expression von Syndekan-1 und
Syndekan-1(A278-310), (D) Expression von Syndekan-4 und Syndekan-4(A152-178).
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Propidiumjodid Uber den Fluoreszenzkanal 3 ausgeschlossen wurden. Dabei stellte
sich heraus, dal3 die Zellinien nicht aus einer homogenen Population bestehen,
sondern dal} teilweise noch Zellen vorhanden sind, die kein Syndekan bzw. nur sehr
wenig davon exprimieren (Daten nicht gezeigt).

Um die stark exprimierenden Zellen von den restlichen Zellen abzutrennen,
erfolgte eine Inkubation der entsprechenden Zellinien mit dem monoklonalen
Antikérper gegen Syndekan-1 bzw. Syndekan-4, der an Magnetbeads gekoppelt
wurde. Diese Magnetbead-tragenden Zellen wurden lber einen Magneten aus der
Population herausgefischt. Eine FACS-Messung nach der Selektion zeigte, dal3 die
Syndekan Expression der Zellen nun sehr homogen war. Nach ca. 4 Wochen nahm
die Syndekan Expression ab und es bildete sich wieder eine inhomogene Population
aus. Alle nachfolgenden Experimente wurden deshalb in einem Zeitraum von vier
Wochen nach der Selektion durchgefiihrt.
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Abbildung 20: FACS-Analyse der transfizierten HelLa Zellen zur Uberprifung der HS-
Seitenketten. Die Zellen wurden mit EDTA vom Substrat abgel6st, mit dem anti-HS-GAG Antikorper
10E4 und einem sekundaren DTAF-konjugierten Antikorper fur jeweils 1 h inkubiert. (A) HelLa und
HelLa neo Zellen, (B) Expression von Syndekan-1 und Syndekan-1(A278-310), (C) Expression von
Syndekan-4 und Syndekan-4(A152-178).
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Vergleicht man die Expression des vollstandigen Syndekan-1 und der
Deletionsmutante (M) mit den HeLa neo Zellen (MA), so ist die
Erhdhung der Syndekan-1 Expression bei diesen beiden Zellinien nicht so deutlich.
Dies ist darauf zurtckzufiihren, daf? die HeLa neo Zellen bereits einen erhdhten
Hintergrund an Syndekan-1 Expression aufweisen, ebenso wie die parentalen HelLa
Zellen. Die Syndekan-4 Expression des vollstindigen Syndekans und der
Deletionsmutante (M) ist dagegen stark erhdht im Vergleich zu den HelLa
Zellen, die nur mit dem Vektor transfiziert wurden (HeLa neo, M).

Um nachzuweisen, dafl die Uberexprimierten Syndekane auch HS-
Seitenketten tragen und somit die Mdglichkeit haben, Gonokokken zu binden, wurden
ebenfalls FACS-Analysen durchgefuhrt. Die Zellen wurden mit dem anti-HS-GAG
Antikorper (10E4) gefarbt und wie in 6.13.2 beschrieben analysiert.

In den FACS-Diagrammen ist zu sehen, dal} alle Zellinien, die Syndekane
Uberexprimieren (lébbﬂdung_zab, D), eine hohere Menge an HS-Seitenketten tragen
im Vergleich zu den parentalen Zellen bzw. den Vektor transfizierten Zellen (
20A). Die Menge an Heparansulfaten ist dabei in den Syndekan-4 tGberexprimierenden
Zellinien hoher als in den Syndekan-1 tGiberexprimierenden Zellinien.

Eine weitere Uberpriifung der Expression erfolgte durch Western Blots. Um
HSPGs in Western Blots als einzelne Bande sehen zu kdnnen, mussen die HS-
Seitenketten durch Heparitinase verdaut werden. AnschlieBend werden die Banden
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Abbildung 21: Expression von Syndekan-1 und Syndekan-4 in den transfektierten HelLa Zellinien.

(A) Expression von Syndekan-1 in den verschiedenen Zellinien. (B) Expression von Syndekan-4 in
den verschiedenen Zellinien. Syndekan-1: 075 kDa, Syndekan-4: (035 kDa.
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durch die bereits oben beschriebenen, spezifischen Syndekan-Antikbrper detektiert.
Wie in Abbildung 21 zu sehen ist, haben normale HelLa Zellen und Vektor
transfizierte HelLa Zellen bereits einen relativ hohen Hintergrund an Syndekan-1
Expression. Durch die Transfektion der Zellen mit den Syndekan-1 Konstrukten kann
diese Expression nur noch verdoppelt werden. In HelLa Zellen bzw. in Vektor
transfizierten Hela Zellen ist dagegen kaum ein Hintergrund an Syndekan-4
Expression zu sehen. Durch die Transfektion der Zellen mit Syndekan-4 Konstrukten
erfolgt ein starker Anstieg der Expression. Bei der Entwicklung des Blots mit dem anti-
Syndekan-4 Antikorper ist aul3erdem die Dimer-Bande von Syndekan-4 bei ca. 75 kDa
zu sehen. Die Daten des Western Blots bestatigen somit die Daten der FACS-Analyse.

3.2.5 Einflul? der Syndekan Expression in HelLa Zellen auf die Adharenz und
Invasion von N. gonorrhoeae

Bei der Invasion der HSPG-kreuzvernetzenden Beads kommt es zur
Akkumulation von HSPGs an Stellen an denen die Gonokokken an die Zellen
adhérieren. Um festzustellen, ob es durch die Transfektion der verschiedenen
Konstrukte ebenfalls zu einer Rekrutierung von HSPGs bzw. Syndekanen an den
Stellen kommt, an denen die Gonokokken die Wirtszelle invadieren, wurden
Infektionsexperimente mit N. gonorrhoeae Stamm VP1 und den verschiedenen HelLa
Zellinien durchgefihrt.

Die Farbung der Zellen erfolgte mit den monoklonalen Antikérpern gegen
HSPGs (10E4), Syndekan-1 (B-B4) bzw. Syndekan-4 (8G3) sowie einem polyklonalen
Antikorper (Nr. 213) gegen die Gonokokken. Die Auswertung der Proben erfolgte
durch optische x-y Schnitte mit dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop. Bei den
HelLa neo Zellen wurde die Gesamtheit der HSPGs gefarbt. Dabei kann eine
verstarkte Farbung von HSPGs an Stellen mit Gonokokken festgestellt werden
(Abbildung 22, Reihe 1). Diese Rekrutierung ist vor allem bei nicht invadierten
Gonokokken auf der Zelloberflache zu sehen, wahrend invadierte Gonokokken kaum
mehr mit HSPGs assoziiert sind. Dies ist vergleichbar mit der Invasion von N.
gonorrhoeae in Chang Zellen (Abbildung 3).

Bei den Zellen, die Syndekan-1 Uberexprimieren, kann ebenfalls eine
Rekrutierung von Syndekan-1 an die Gonokokken beobachtet werden (Abbildung 22,
Reihe 2). Dies deutet darauf hin, dald es zu einer Kreuzvernetzung des Syndekan-1
durch die Gonokokken kommt und eventuell auch zu einer Aufnahme der Bakterien
Uber Syndekan-1 in die Zelle.

Auch bei den Zellen, die Syndekan-4 uUberexprimieren, sieht man eine
Rekrutierung von Syndekan-4 durch Gonokokken, was ebenfalls auf eine
Kreuzvernetzung des Syndekan-4 durch die Gonokokken hinweist, sowie auf eine
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mogliche Invasion der Gonokokken Uber dieses Syndekan in die Zellen (Abbildung 22,
Reihe 3).

Um nachzuweisen, dal3 die Kreuzvernetzung von Syndekan-1 und Syndekan-4 zur
Phagozytose der Gonokokken fuhrt, wurden Adhérenz- und Invasionsassays
durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen mit dem Stamm VP1 fir 6 h inkubiert. Um die
Anzahl der adharenten Gonokokken zu bestimmen, wurden die Zellen nach der
Inkubationszeit gewaschen, damit alle nicht adharenten Bakterien entfernt werden.
AnschlieBend wurden die Zellen lysiert, Verdiinnungsreihen hergestellt und auf GC-

A B
1..
2..
3

Abbildung 22: N. gonorrhoeae adhériert und invadiert in transfektierte HeLa Zellen durch die
Rekrutierung von HSPGs bzw. Syndekan-1 und Syndekan-4. Die verschiedenen Zellinien wurden fir
2 h mit 1 x 10’ Bakterien des Stamms VP1 inkubiert, mit PFA fixiert und mit einer
Doppelimmunfluoreszenzfarbung fir HSPGs, Syndekan-1 bzw. Syndekan-4 (roter Kanal) und
Gonokokken (gruner Kanal) gefarbt und anschlieRend durch konfokale Laser Scanning Mikroskopie
analysiert. Die Kolokalisation von N. gonorrhoeae und HSPGs ist im Overlay in Spalte C gezeigt
(Pfeile). 1. Reihe: HeLa neo gefarbt mit anti-HS-GAG Antikorper. 2. Reihe: HeLa Syndekan-1 geféarbt
mit anti-Syndekan-1 Antikdrper. 3. Reihe: HeLa Syndekan-4 gefarbt mit anti-Syndekan-4 Antikorper.
Die VergréRerung wird durch einen Balken von 5 um angezeigt.
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Platten ausplattiert. Nach zwei Tagen wurden die Kolonien gezéhlt und somit die
Adhéarenz der Bakterien ermittelt. Die Invasion der Gonokokken in die Zellen wurde
dadurch bestimmt, da3 die extrazellularen Bakterien nach der jeweiligen
Inkubationszeit mit dem Antibiotikum Gentamicin, das eukaryontische Membranen
nicht durchdringen kann, abgetttet wurden. Nach dem Waschen wurden die Bakterien
wiederum lysiert und Verdiunnungsreihen auf GC-Platten ausplattiert. Durch die
Zahlung der Kolonien kann somit die Invasionsrate der Bakterien bestimmt werden,
indem die Anzahl der Kolonien auf die urspringliche Zahl der Zellen umgerechnet
wird.

Hinsichtlich der Adharenz der Bakterien an die Zellen ist kaum ein Unterschied
zwischen den verschiedenen Zellinien festzustellen. Alle Zellen binden die
Gonokokken mit der gleichen Affinitat (Abbildung 23). Die Invasion der Bakterien in
Syndekan-1 Uberexprimierende HelLa Zellen ist doppelt so hoch wie in Vektor
transfizierte HeLa Zellen. Die Uberexpression von Syndekan-4 bewirkt hingegen eine
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Abbildung 23: Adhérenz und Invasion von N. gonorrhoeae Stamm VP1 bei Syndekan transfizierten
Hela Zellen. Die Syndekan transfizierten HeLa Zellen wurden fir 6 h in der Abwesenheit von FCS mit 1
x 10" Gonokokken inkubiert. Die Quantifizierung der adharenten (schwarze Balken) und invasiven
Bakterien (weiRe Balken) wurde wie im Text beschrieben durchgefihrt. Die Daten zeigen den Mittelwert
und die Standardabweichung von einem reprasentativen Experiment, das in Triplikaten durchgefihrt
wurde.
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vier- bis funfmal héhere Invasion der Gonokokken in die Zellen. Die Uberexpression
der Deletionsmutanten von Syndekan-1 und Syndekan-4 zeigt, dal3 es zu einer
Reduktion der Invasion im Vergleich zu den normalen bzw. Vektor transfizierten HelLa
Zellen kommt. Dadurch laf3t sich auf eine Funktion der intrazellularen Domane der
beiden Syndekane wahrend der Aufnahme der Gonokokken schlieRen. Die
intrazellulare Doméne scheint fur die Signaltransduktion und die anschlieRende
Aufnahme notwendig zu sein.

Es laft sich feststellen, dal’ es durch die Rekrutierung von Syndekan-1 oder
Syndekan-4 zur phagozytischen Aufnahme der Gonokokken kommt. Die Phagozytose
ist bei Syndekan-4 Uberexprimierenden Zellen doppelt so hoch wie bei Syndekan-1
Uberexprimierenden Zellen und dort immer noch signifikant hoher als bei Vektor
transfizierten Zellen.

Da die normalen HelLa Zellen hinsichtlich ihrer Syndekan-Expression sehr
variabel sind, wurden bei unabhéngigen Versuchen sehr unterschiedliche Werte fiir die
Adhéarenz und auch fir die Invasion der Gonokokken erhalten. Daher wurden fir die
weiteren Versuche nur Vektor transfizierte Hela Zellen verwendet. Um
auszuschliel3en, dal3 die verwendete, Vektor transfizierte HeLa Zellinie eine Ausnahme
hinsichtlich der Adharenz und der Invasion darstellt, wurden verschiedene Klone dieser
Zellinie getestet. Wie Abbildung 24 zeigt, ist die Invasion der Gonokokken in allen
getesteten, Vektor transfizierten HelLa Zellinien annahernd gleich. Auch bei der
Adhéarenz der Gonokokken an die Zellen lassen sich keine Unterschiede feststellen.
Fur alle weiteren Versuche wurde Klon 1 verwendet.

Um ebenfalls auszuschliel3en, daf} die Syndekan-4 Uberexprimierende Zellinie
hinsichtlich ihrer Expression und Funktionalitat aus der Reihe féallt, wurden weitere
Syndekan-4 transfizierte Zellinien getestet und miteinander verglichen.
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e c . N
L 300 t + 60 2  Abbildung 24:  Adharenz und
% 50 2 Invasion von N. gonorrhoeae Stamm
c
[} i VP1 bei klonalen, Vektor transfizierten
g 200 t T 40 2 Hela Zellinien. Die Zellen wurden fiir
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© 30 o] . ) ) )
= B x 10" Gonokokken inkubiert. Die
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Triplikaten durchgefihrt wurde.
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Abbildung 25: FACS-Analyse der verschiedenen Syndekan-4 transfizierten Hela Zellinien. Die
Zellen wurden mit EDTA vom Substrat abgeldst, mit dem anti-Syndekan-4 Antikdrper (8G3) und
einem sekundaren DTAF-konjugierten Antikorper fur jeweils 1 h inkubiert.

Alle diese Syndekan-4 transfizierten Zellinien zeigen anndhernd die gleiche
Expression von Syndekan-4 bei FACS-Analysen mit dem Syndekan-4 spezifischen
Antikorper 8G3 (Abbildung 25). Als né&chstes wurden sie auf ihre Eigenschaften
bezlglich der Vermittlung von Adhérenz und Invasion getestet.

Die Invasion von N. gonorrhoeae ist bei allen Syndekan-4 transfizierten
Zellinien im Vergleich zu den parentalen HelLa Zellen stark erhoht, wahrend die
Adhéarenz der Bakterien an die zellen kaum beeinflul3t wird (Abbildung 26). Vergleicht
man die einzelnen Zellinien miteinander, so ist zwischen Klon 1 und Klon 3 nochmals
eine Verdopplung der Invasion festzustellen. Es handelt sich bei diesem Effekt also
nicht um ein spezifisches Phanomen einer einzelnen, Syndekan-4 transfizierten
Zellinie, sondern um einen allgemein gultigen Prozel3. Da die klonale Zellinie 1 zuerst
erstellt worden war, wurde sie fur alle weitern Versuche verwendet.

Wie in Kapitel @ beschrieben, wird die Invasion von N. gonorrhoeae in
HelLa Zellen durch Serum bzw. den Matrixfaktor Vitronektin um das acht bis zehnfache
gesteigert. Diese Steigerung der Invasion erfolgt durch die Bindung von Vitronektin
sowohl an die Gonokokken als auch an die a,f3s Integrine bzw. a,[f33 Integrine (Dehio et
al., 1998).
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Abbildung 26: Adhérenz und Invasion von N. gonorrhoeae Stamm VP1 bei unabhangig
transfizierten, polyklonalen, Syndekan-4 uberexprimierenden HelLa Zellinien. Die Zellen wurden fir 6
h in der Abwesenheit von FCS mit 1 x 10’ Gonokokken inkubiert. Die Quantifizierung der adhéarenten
(schwarze Balken) und invasiven Bakterien (weille Balken) wurde, wie oben beschrieben,
durchgefiihrt. Die Daten zeigen den Mittelwert und die Standardabweichung von einem
reprasentativen Experiment, das in Triplikaten durchgefuhrt wurde.

Um zu Uberprifen, ob die Aufnahme der Gonokokken in die Syndekan
transfizierten HeLa Zellen ebenfalls durch Serum stimuliert werden kann, wurden
Adharenz- und Invasionsassays in der Anwesenheit von FCS durchgefuhrt.

Durch die Anwesenheit von Serum wird die Adhérenz der Gonokokken an die
verschiedenen Zellinien kaum beeinflul3t (Abbildung 27), die Anzahl der adh&renten
Bakterien entspricht in etwa der ohne FCS tAbbddung_zé) Bei der Invasion der
Bakterien in die Zellen kommt es mit FCS zu einer zehnfachen Steigerung im
Vergleich zu der Invasion ohne FCS. Werden die Invasionswerte der einzelnen
Zellinien mit den Vektor transfizierten HelLa Zellen verglichen, so wird die Invasion in
die Syndekan-1 Uberexprimierenden Zellen nicht signifikant gesteigert. Die Invasion in
die Syndekan-4 transfizierten HelLa Zellen fihrt allerdings zu einer Verdreifachung des
Wertes. Bei den beiden Deletionsmutanten der Syndekane ist die Reduktion der
Invasion deutlicher in der Abwesenheit von Serum.
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Abbildung 27: Adhérenz und Invasion von N. gonorrhoeae Stamm VPL1 bei verschiedenen Hela
Zellinien in der Anwesenheit von FCS. Die Zellen wurden fiur 6 h in der Anwesenheit von 5% FCS mit
1 x 10" Gonokokken inkubiert. Die Quantifizierung der adharenten (schwarze Balken) und in vasiven
Bakterien (weil3e Balken) wurde, wie oben beschrieben, durchgefiihrt. Die Daten zeigen den
Mittelwert und die Standartabweichung von einem repréasentativen Experiment, das in Triplikaten
durchgefiihrt wurde.

Die Phagozytose der Gonokokken wird also durch die Anwesenheit von FCS
um das zehnfache gesteigert, wahrend die Adharenz nicht beeinfluf3t wird. Dies trifft flr
alle transfektierten HelLa Zellen zu.

3.2.6 Expression von Syndekan-4 und der Deletionsmutante in K562 und
Molt-4 Zellen und Charakterisierung der Zellinien

Da HelLa Zellen einen Hintergrund an Syndekan Expression (insbesondere
Syndekan-1) aufweisen, wurden zwei weitere Zellinien, die natdrlicherweise kaum
Syndekane auspragen (Steinfeld et al., 1996), mit Syndekan-4 und dessen
Deletionsmutante transfiziert. Dadurch sollte ebenfalls Uberprift werden, ob es durch
die Uberexpression der Syndekane zu einer Invasion der Gonokokken in die Zellen
kommt. Bei K562 handelt es sich um einen multipotente, maligne, hematopoetische
Zellinie. Molt-4 ist eine Zellinie, die aus dem peripheren Blut eines Patienten mit
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Lymphoblasten Leuk&amie isoliert wurde. Fur die Transfektion der Molt-4 Zellen wurde
der Vektor pREP4 verwendet, der ebenfalls episomal im Nukleus vorliegt. Im
Unterschied zum pCEP4 Vektor besitzt er allerdings einen RSV-Promotor, der in
lymphoiden Zellen eine hohere Expression als der CMV-Promotor vermittelt.

Durch die Ligation des Kpnl-BamHI Fragments aus pEAF5 in pREP4 entstand
pPpEAF23 (Syndekan-4). Durch Ligation des Kpnl-Notl Fragments aus pEAF39 in
pREP4 entstand pEAF24 (Syndekan-4[A152-178]).

Die Transfektion in die Zellen erfolgte analog zu den HelLa Zellen mit einer
kationischen Transfektionsreagenz. Nach der Selektion und dem Erhalt stabiler
Zellinien ist kein morphologischer Unterschied zwischen den Transfektanten und den
parentalen Zellinien festzustellen. Die Expression der Syndekane in den beiden
Suspensionszellinien wurde Uber FACS-Analyse tUberprift.

Die Zellen wurden mit dem Antikérper gegen Syndekan-4 gefarbt sowie mit
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Abbildung 28: FACS-Analyse der transfizierten Suspensionszellinien K562 und Molt-4 zur
Uberpriufung der Syndekan Expression. Die Farbung erfolgte mit dem anti-Syndekan-4 Antikérper und
einem sekundaren DTAF-konjugierten Antikorper fir jeweils 1 h (A) K562 Zellen und Vektor
transfizierte K562 Zellen. (B) K562 Syndekan-4 und K562 Syndekan-4(A152-178). (C) Molt-4 Zellen
und Vektor transfizierte Molt-4 Zellen. (D) Molt-4 Syndekan-4 und Molt-4 Syndekan-4(A152-178).
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einem sekundaren DTAF-konjugierten Antikorper. Die Analyse der gefarbten Zellen
erfolgte im Fluoreszenzkanal 1. Durch eine Propidiumjodid-Farbung wurden tote Zellen
markiert und Uber den Fluoreszenzkanal 3 ausgeschlossen. Die Expression der
jeweiligen Syndekan-Konstrukte war schon nach einer Aufreinigung dber die
Magnetbeads sehr homogen, es waren nur sehr wenige Zellen vorhanden, die kein
oder sehr wenig Syndekan exprimierten (Abbildung 28). Dies ist dadurch erklarbar,
daf die Zellen kaum einen Hintergrund an Syndekan-1 und Syndekan-4 Expression
haben (Steinfeld et al., 1996) und die Effizienz der Transfektion sehr hoch gewesen
sein muf3.

Es wurde ebenfalls dberpriift, ob die transfizierten Zellinien auch HS-
Seitenketten tragen und somit die Mdglichkeit haben, Gonokokken zu binden. Dazu
wurden FACS-Analysen mit dem monoklonalen Antikérper 10E4 durchgeftuhrt, der die
HS-Seitenketten von Proteoglykanen erkennt.

Wie in den FACS-Messungen zu sehen ist, exprimieren die Zellen nicht sehr
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Abbildung 29: FACS-Analyse der transfizierten HelLa Zellen zur Uberprifung der HS-
Seitenketten. Die Zellen wurden mit EDTA vom Substrat abgel6st, mit dem anti-HS-GAG Antikorper
10E4 und einem sekundaren DTAF-konjugierten Antikdrper fir jeweils 1 h inkubiert. (A) K562 Zellen
und Vektor transfizierte K562 Zellen. (B) K562 Syndekan-4 und K562 Syndekan-4(A152-178. (C) Molt-
4 Zellen und Vektor transfizierte Molt-4 Zellen. (D) Molt-4 Syndekan-4 und Molt-4 Syndekan-4(A152-
178).
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viel mehr an Heparansulfaten im Vergleich zu den Vektor transfizierten Zellinien bzw.
den parentalen Zellen (M. Dies konnte sich auf die Adharenz der Bakterien
auswirken.

3.2.7 EinflulR der Syndekan Expression in Molt-4 und K562 Zellen auf die
Adhérenz und Invasion von N. gonorrhoeae

Da es sich bei den K562 und Molt-4 Zellen um Suspensionszellen handelt,
wurde versucht, diese durch verschiedene Matrix- und Adh&renzfaktoren an die
Unterlage zu binden. Dabei wurden Fibronektin (2 pg/cm?), Laminin (0,1 pg/cm?),
Gelatine (0,1 mg/cmz), Polylysin (2 ug/cmz), Kollagen (50 ul pro Well) und Vitronektin
0,1 ug/cmz) getestet. Mit Gelatine und Kollagen konnte keine Adhérenz der Zellen an
die Unterlage erreicht werden. Die anderen Matrixfaktoren bewirkten eine teilweise
Adhéarenz der Zellen, allerdings war diese nicht ausreichend, um die Zellen wahrend
der Waschschritte der Invasionsassays an der Unterlage zu halten. Daher wurde fr
Gentamicinassays versucht, die Waschschritte in Eppendorfgefal3en durchzufiihren.
Allerdings war der Verlust an Zellen hierbei so hoch, da3 die Versuche nicht
reproduzierbar waren. Die Molt-4 und K562 Zellen konnten deshalb fir die weiteren
Experimente nicht verwendet werden, obwohl sie eventuell ein ideales System
dargestellt hatten, da sie eine sehr gute Expression der Syndekane zeigen und auch
kaum einen Hintergrund an Syndekan Expression aufweisen.

3.2.8 Invasion von anti-Syndekan Antikorper gekoppelten Latexbeads in
Syndekan transfizierte HeLa Zellen

Um zu uberprifen, ob eine Kreuzvernetzung von Syndekan-1 bzw. Syndekan-
4 fur die phagozytische Aufnahme in Epithelzellen ausreichend sein kann, wurden die
jeweiligen Antikorper an Latexbeads gekoppelt wie es schon mit dem HSPG-
kreuzvernetzenden Antikérper 10E4 durchgefiihrt wurde (@.

3.2.8.1 Anti-Syndekan-1 Antikérper gekoppelte Latexbeads

Die Latexbeads wurden fir 4 h mit den Syndekan-1 transfizierten HelLa Zellen
in der Anwesenheit und Abwesenheit von FCS inkubiert.
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Abbildung 30: Adhérenz und Invasion von anti-Syndekan-1 Antikoérper gekoppelten Beads in
Syndekan-1 transfizierte HelLa Zellen. Die Zellen wurden mit den Beads fur 4 h in der An- bzw.
Abwesenheit von 5% FCS inkubiert. Die Quantifizierung der adharenten (schwarze Balken) und der
intrazelluldaren Beads (weif3e Balken) pro Zelle wurde wie in mbeschrieben durchgefuhrt.

Es stellte sich heraus, dal? durch Serum die Aufnahme der Beads sowohl in
Vektor transfizierte Zellen als auch in Syndekan-1 Gberexprimierende Zellen stimuliert
werden kann (Abbildung 30). In letztere ist die Aufnahme von anti-Syndekan-1
Antikoérper gekoppelten Latexbeads ungeféhr dreimal so hoch wie die Aufnahme
dieser Beads in Vektor transfizierte Zellen. In den HeLa Zellen, die mit der Syndekan-1
Deletionsmutante transfiziert wurden, kommt es in An- und Abwesenheit von FCS zu
einer sehr hohen Invasion der Beads in die Zellen. In der Anwesenheit ist diese
Invasion doppelt so hoch wie in die Vektor transfizierten Zellen. Dies war nicht zu
erwarten, da eigentlich angenommen wurde, dal3 die Invasion der Beads ebenfalls
inhibiert wird.

3.2.8.2 Anti-Syndekan-4 Antikérper gekoppelte Latexbeads

Die Inkubation der anti-Syndekan-4 Antikdrper gekoppelten Beads erfolgte
analog zu dem oben beschriebenen Versuch. Die Beads wurden ebenfalls fir 4 h in
der An- und Abwesenheit von FCS mit Syndekan-4 transfizierten HelLa Zellen
inkubiert.

Die Inkubation von anti-Syndekan-4 Antikorper gekoppelten Latexbeads fiihrt
bei den Vektor transfizierten Zellen und Syndekan-4 tberexprimierenden HelLa Zellen
ebenfalls zu einer Steigerung der Invasion durch Serum (Abbildung 31). Bei den
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Abbildung 31: Adharenz und Invasion von anti-Syndekan-4 Antikdrper gekoppelten Beads in
Syndekan-4 transfizierte HelLa Zellen. Die Zellen wurden mit den Beads fur 4 h in der An- bzw.
Abwesenheit von 5% FCS inkubiert. Die Quantifizierung der adhdrenten (schwarze Balken) und der
intrazellularen Beads (weif3e Balken) pro Zelle wurde wie in mbeschrieben durchgefihrt.

Syndekan-4 Uberexprimierenden HelLa Zellen wird die Invasion mit FCS um das
doppelte gesteigert im Vergleich zu den Vektor transfizierten HeLa Zellen. Inkubiert
man die Latexbeads mit den HelLa Zellen, welche die Syndekan-4 Deletionsmutante
exprimieren, so stellt man fest, daf® in der An- und Abwesenheit von Serum keine
Adharenz  und auch keine Invasion der Latexbeads erfolgt. Die
Immunfluoreszenzfarbung der Zellen konnte zeigen, dal3 die Zellen nach der
Inkubation mit den Latexbeads eine vergleichbare Syndekan-4 Farbung haben wie
Zellen, die nicht mit Latexbeads inkubiert wurden (Daten nicht gezeigt). Es scheint also
nicht zum "Shedding” der extrazellularen Doméne des Syndekan-4 zu kommen. Da bei
der Inkubation der Gonokokken mit den Syndekan-4(A152-178) transfizierten HelLa
Zellen keine Abnahme der Adharenz beobachtet wurde, kdnnte es auch sein, dal die
Latexbeads aufgrund ihrer GroRe und ihres Gewichts das Syndekan aus der
Zellmembran herausziehen, da es durch die Deletion nicht mehr intrazellular verankert
ist und die zwei noch vorhanden Aminosauren als Verankerung nicht ausreichen.
Deshalb wurden alle Zellinien, die mit den verschiedenen Syndekan-4
Deletionsmutanten transfiziert wurden (m, ebenfalls mit den Syndekan-4-
kreuzvernetzenden Latexbeads fur 4h inkubiert. Nach der Immunfluoreszenzfarbung
war ein sehr grol3er Teil der Beads adharent an den Zellen (Daten nicht gezeigt), was
die Vermutung von oben bestatigt.
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3.2.8.3 Anti-Syndekan-2 Antikérper gekoppelte Latexbeads

Um zu untersuchen, ob eventuell auch Syndekan-2 die phagozytische
Aufnahme in Epithelzellen vermitteln kann, wurden anti-Syndekan-2 Antikorper (10H4)
(Lories et al., 1989) an Latexbeads gekoppelt. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte
analog zu den beiden vorher beschriebenen.
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Abbildung 32: Adhérenz und Invasion von anti-Syndekan-2 Antikoérper gekoppelten Beads in
HelLa Zellen. Die Zellen wurden mit den Beads fiir 4 h in der An- bzw. Abwesenheit von 5% FCS
inkubiert. Die Quantifizierung der adhéarenten (schwarze Balken) und der intrazellularen Beads (weil3e
Balken) pro Zelle wurde durchgefiihrt wie in beschrieben.

Nach der Inkubation der Beads mit den HelLa Zellen in der An- und
Abwesenheit von Serum ist zu beobachten, daf} die Phagozytose der Latexbeads um
das vierfache erhoht ist, sobald FCS im Medium vorhanden ist (Abbildung 32). Des
weiteren ist festzustellen, dal3 ohne Serum viel mehr Latexbeads pro Zelle gebunden
werden wie mit Serum. Betrachtet man die absolute Menge an Latexbeads pro Zelle,
so andert sich die Zahl in der An- bzw. Abwesenheit von FCS nicht.

Daraus laf3t sich schlie3en, dal3 auch Uber Syndekan-2 eine Phagozytose von
Partikeln erfolgen kann und es eventuell auch zu einer Invasion von Gonokokken tber
diesen Rezeptor in die Zelle kommt.

3.3 Die Bedeutung der intrazellularen Domane von Syndekan-4 bei

der Invasion von N. gonorrhoeae

Von Oh et al. wurde beschrieben, dal3 die intrazellulare Domane von
Syndekan-4 mit der Protein Kinase C interagieren kann bzw. diese bindet (Oh et al.,
1997c). Diese Bindung erfolgt im Bereich der Aminosauren LGKKPIYKK der
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intrazellularen Doméane (Abbildung 1), in dem sich Syndekan-4 am starksten von den
Ubrigen Syndekanen unterscheidet.

3.3.1 Klonierung weiterer Syndekan-4 Mutanten

Um herauszufinden, ob sich durch Veranderungen in dem Bereich der
intrazellularen Doméane von Syndekan-4, der mit den konventionellen PKCs interagiert,
auch Veranderungen bezlglich der Invasion von N. gonorrhoeae in Epithelzellen
ergeben, wurden verschiedene Deletionen und Punktmutationen in die intrazellulare
Domane eingefiihrt. Diese beruhen zum Teil auf den Konstrukten von Oh et al. (Oh et
al., 1997c).

Die verschiedenen Deletionen und Punktmutationen wurden durch PCR
erzeugt. Dafur wurde der Primer EAF4 in Kombination mit den Primern EAF7, EAFS,
EAF9, EAF10 und EAF11 mit dem Plasmid pEAF5 als Template eingesetzt. Die PCR
Produkte der ersten vier PCRs wurden in den Vektor pCR-Script SK(+) (Stratagene)
kloniert. Dadurch entstanden die Plasmide pEAF25 (Syndekan-4[A168-178]), pEAF26
(Syndekan-4[A174-178]), pEAF27 (Syndekan-4[A164-170]) und pEAF28 (Syndekan-
4[K164R; K169R]). Das PCR Produkt mit den Primern EAF4/EAF11 wurde uber die
durch die PCR eingefuhrten Schnittstellen Kpnl und EcoRI geschnitten und in
pBluescript KS(+) ligiert, wodurch pEAF29 (Syndekan-4[K169Q)]) entstand.

Sequenzierungen der Plasmide ergaben, dal3 bei pEAF25 und pEAF27 ein
Teil der extrazellularen Doméne fehlt. Deshalb wurden pEAF39 und pEAF25 mit Bglll
und Notl geschnitten und miteinander ligiert, pPEAF5 und pEAF27 wurden mit Xbal und
Notl geschnitten und ebenfalls miteinander ligiert. Dadurch entstanden die Plasmide
PEAF37 und pEAF38.

Um die Konstrukte in HelLa Zellen Uberexprimieren zu kénnen, erfolgte eine
Umklonierung in den Vektor pCEP4. PEAF25, pEAF26 und pEAF27 wurden Uber die

Syndekan-4 ... . RMKKKDEGSYDLGKKPI YKKAPTNEFYA
Syndekan-4(A168-178) .. .. RVKKKDEGSYDL GKKPI
Syndekan-4(A174-178) .. .. RMKKKDEGSYDL GKKPI YKKAPT
Syndekan-4(A164-170) .. .. RVKKKDEGSYDLG: - - - - - - APTNEFYA
Syndekan-4(K164R; K169R) .. .. RVKKKDEGSYDLGRKPI YRKAPTNEFYA
Syndekan-4(K169Q) ... . RMKKKDEGSYDL GKKPI YQKAPTNEFYA
Abbildung 33: Darstellung der intrazellularen Doménen der verschiedenen Syndekan-4

Deletionsmutanten. Die homologen Aminosduren im Vergleich zum Syndekan-4 sind in fetten
Buchstaben dargestellt.
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Schnittstellen Kpnl und Notl kloniert, wahrend pEAF28 und pEAF29 lber Kpnl und
BamHI kloniert wurden. Es entstanden die Plasmide pEAF31 bis pEAF35.

Alle Plasmide wurden wiederum sequenziert und die Sequenzen mit der
publizierten Syndekan-4 Sequenz verglichen. Alle neu konstruierten Syndekan-4
Deletionsmutanten tragen ebenfalls die Punktmutationen in der extrazellularen
Domane bei Position 103 und 229, die schon auf dem Plasmid pEAF17 vorliegen

622

3.3.2 Charakterisierung der transfektierten HelLa Zellen

Die Transfektion der Konstrukte in die HelLa Zellen erfolgte wiederum Uber
Liposomen. Durch die stabile Transfektion der Zellen mit den verschiedenen
Syndekan-4 Konstrukten veranderte sich die Morphologie der Zellen. Die Zellen sind
geringfugig groiRer als die parentale HeLa Zellinie, auch kommt es zu einem rascheren
Abkugeln der Zellen und eine grolR3ere Menge an Zellen wird apoptotisch oder
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Abbildung 34: FACS-Analyse der transfizierten HelLa Zellen zur Uberpriifung der Syndekan
Expression. Die Zellen wurden mit EDTA vom Substrat abgeldst, mit dem anti-Syndekan-4 Antikorper
und einem sekundaren DTAF-konjugierten Antikorper fir jeweils 1 h inkubiert. Die Analyse der
geféarbten Zellen erfolgt im Fluoreszenzkanal 1. Tote Zellen wurden durch eine Propidiumjodid-
Farbung sowie Analyse im Fluoreszenzkanal 3 ausgeschlossen. (A) Expression von Syndekan-
4(A168-178), (B) Expression von Syndekan-4(A174-178), (C) Expression von Syndekan-4(A164-170),
(D) Expression von Syndekan-4(K164R; K169R), (E) Expression von Syndekan-4(K169Q).
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nekrotisch. Allerdings ist die Anzahl nicht so grof3 wie bei der Zellinie Syndekan-
4(A152-178).

Die Expression der Konstrukte in den verschiedenen stabilen Zellinien wurde
zum einen durch FACS-Analyse Uberprift zum anderen durch Western Blots.

Wie in lébbﬂdung&.zu sehen ist, haben alle Zellinien annahernd die gleiche
Expression der Syndekan-4 Konstrukte. Die Zellen muf3ten dazu bis zu dreimal tber
die Magnetbeads selektiert werden, damit nicht exprimierende Zellen entfernt wurden.
Allerdings ist in einigen Linien noch immer ein kleiner Anteil an nicht exprimierenden
Zellen vorhanden (Abbildung 34C, D, E). In allen Zellinien ist die Expression der
transfektierten Syndekane deutlich héher als in den Vektor transfizierten HeLa Zellen.

Durch FACS-Messung mit dem anti-HS-GAG Antikdrper 10E4 wurde
uberprift, ob bei alle Zellinien die Menge an HS-Seitenketten zunimmt.
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Abbildung 35: FACS-Analyse der transfizierten HelLa Zellen zur Uberprifung der HS-
Seitenketten. Die Zellen wurden mit EDTA vom Substrat abgeldst, mit dem anti-HS-GAG Antikdrper
10E4 und einem sekundaren DTAF-konjugierten Antikorper fur jeweils 1 h inkubiert. Die Analyse der
gefarbten Zellen erfolgt im Fluoreszenzkanal 1. Tote Zellen wurden durch eine Propidiumjodid-
Farbung sowie Analyse im Fluoreszenzkanal 3 ausgeschlossen. (A) Expression von Syndekan-
4(A168-178), (B) Expression von Syndekan-4(A174-178), (C) Expression von Syndekan-4(A164-170),
(D) Expression von Syndekan-4(K164R; K169R), (E) Expression von Syndekan-4(K169Q).
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In den FACS-Diagrammen in Abbildung 35 ist zu sehen, dal3 die Menge an
HS-Seitenketten auf den Zellen durch die Uberexpression der verschiedenen
Konstrukte erhéht wird. Die einzige Ausnahme ist die Zellinie Syndekan-4(A174-178)
(Abbildung 35D), da bei dieser Linie die Expression der HS-Seitenketten nur so hoch
wie in den Vektor transfizierten Zellen ist, was sich auf die Adh&renz der Gonokokken
auswirken kénnte.

Neben der FACS-Analyse wurde die Expression ebenfalls im Western Blot
Uberprift. Dazu wurden die HSPGs Uber eine DEAE-Saule isoliert, die HS-
Seitenketten durch Heparitinase verdaut, die Proteine auf einem Gel aufgetragen und
anschlielRend geblottet.

Die Detektion der Syndekane erfolgte mit dem Antikérper 3G10 (David et al.,
1992), der das A-Glucuronat erkennt, das die ,HS-Stummel“ umgibt. Die Expression
der verschiedenen Syndekan-4 Konstrukte ist im Vergleich zu der Vektor transfizierten
Zellinie um einiges starker, da diese nur eine sehr schwache Syndkan-4 Bande
aufweist (Abbildung 36). In der Hohe von 80 kDa ist wiederum die Dimer-Bande des
Syndekan-4 zu sehen. Vergleicht man die Gro3e der einzelnen Konstrukte auf dem
Blot mit der zu erwartenden GréRRe aufgrund der Klonierung, so stellt man fest, dal3
das Konstrukt Syndekan-4(K169Q) hoher lauft als erwartet wird. Dies ist
wahrscheinlich auf das abnormale Laufverhalten der Syndekane zurtickzufiihren, da
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Abbildung 36: Expression der verschiedenen Syndekan-4 Konstrukte in HeLa Zellen. Der Western

Blot wurde mit dem anti-HSPG Antikdrper 3G10 (David et al., 1992) inkubiert, der das A-Glucuronat
erkennt, das die HS-Stummel umgibt. Syndekan-4: 035 kDa.
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die Sequenzuberprifung des Plasmids dessen Richtigkeit ergab. Es wurde zusétzlich
versucht, Gber PCR das Insert des episomalen Vektors direkt aus den Zellen zu
amplifizieren, um nochmals einen GrofRenvergleich durchzufiihren, was aber nicht
gelang.

3.3.3 Einflul der Syndekan-4 Deletionsmutanten auf die Adharenz und
Invasion von N. gonorrhoeae

Die Zellinien mit den Deletionsmutanten der intrazellularen Doméane von Syndekan-4
wurden in Adhdrenz- und Invasionsassay getestet, um herauszufinden, welchen
EinfluR die verschiedenen Deletionen auf die Phagozytose der Gonokokken haben.
Dabei zeigte sich, dal3 in der Abwesenheit von Serum alle Konstrukte eine
reduzierte Invasion zeigen, die maximal so hoch, meist aber niedriger als die Invasion
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Abbildung 37: Adhéarenz und Invasion von N. gonorrhoeae Stamm VP1 bei HeLa Zellen, die mit
den verschiedenen Syndekan-4 Konstrukten transfiziert wurden. Die Zellen wurden fir 6 h in der
Abwesenheit von FCS mit 1 x 10’ Gonokokken inkubiert. Die Quantifizierung der adharenten
(schwarze Balken) und invasiven Bakterien (weil3e Balken) wurde wie zuvor beschrieben
durchgefuihrt. Die Daten zeigen den Mittelwert und die Standardabweichung von einem
reprasentativen Experiment, das in Triplikaten durchgefihrt wurde.
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bei den Vektor transfizierten HeLa Zellen liegt (Abbildung 37). Die hdchste Invasion
erfolgt bei den Syndekan-4(K164;K169R) transfizierten Zellen. Das weist darauf hin,
daf3 durch die verschiedenen Deletionen in der intrazellularen Doméane von Syndekan-
4 die Phagozytose der Gonokokken beeinflu3t wird. Wahrscheinlich ist die Bindung
der PKCa an die intrazellulare Doméne nicht mehr moglich, weswegen die
anschlieRende Signaltransduktion unterbrochen ist. Die Adharenz der Gonokokken an
die transfizierten Zellen war dagegen durch die verschiedenen Konstrukte nicht
beeinfluf3t.

Im Vergleich zu der Infektion ohne FCS ist in der Gegenwart von Serum die
Invasion der Gonokokken in die Zellen um das zehnfache gesteigert (Abbildung 38).
Aber auch in Gegenwart von Serum ist die Invasion der Gonokokken in die Zellen, die
mit den verschiedenen Konstrukten transfiziert wurden, im Vergleich zu den Vektor
transfizierten HeLa Zellen beeintrdchtigt. Der Effekt ist allerdings nicht so stark
ausgepragt wie bei der Abwesenheit von Serum. Die hdochste Invasion erfolgt
wiederum in die mit Syndekan-4(K164R; K169R) transfizierten Zellen. Die Adhérenz
der Bakterien an die Zellen wird durch die Deletionen kaum beeinfluf3t.
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Abbildung 38: Adhérenz und Invasion von N. gonorrhoeae Stamm VP1 bei HeLa Zellen, die mit
den verschiedenen Syndekan-4 Konstrukten transfiziert sind. Die Zellen wurden fir 6 h in der
Anwesenheit von 5% FCS mit 1 x 10’ Gonokokken inkubiert. Die Quantifizierung der adhéarenten
(schwarze Balken) und invasiven Bakterien (weiRe Balken) wurde wie zuvor beschrieben
durchgefuihrt. Die Daten zeigen den Mittelwert und die Standardabweichung von einem
reprasentativen Experiment, das in Triplikaten durchgefuhrt wurde.
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3.4 Interaktion von Syndekan-4 und Protein Kinase C wahrend der

Infektion durch N. gonorrhoeae

Fir die PKC Inhibitoren Staurosporin und Calphostin C wurde schon gezeigt,
dall sie die Invasion der Gonokokken in Epithelzellen konzentrationsabh&ngig
reduzieren (Dehio et al., 1998) wie auch die Invasion von HSPG-kreuzvernetzenden
Latexbeads (3.1.6) inhibiert wurde. Allerdings inhibieren diese beiden Chemikalien alle
Isoformen der PKC, Staurosporin dariber hinaus weitere Serin-Threonin Kinasen.

3.4.1 Einflu3 des Inhibitors G6 6976 auf die Infektion durch N. gonorrhoeae

Von der Protein Kinase C sind bisher elf verschiedene Isoformen bekannt, die
in drei verschiedene Gruppen eingeteilt werden. Man unterscheidet die
konventionellen PKCs (a, (3, y) von den atypischen (, €, |, 0, v, 6) und den neuen
PKCs (A, {). Wéahrend die konventionellen PKCs durch ca”, Diacylglycerol (DAG) und
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Abbildung 39: Adhérenz und Invasion von N. gonorrhoeae Stamm VPL1 bei transfizierten HelLa
Zellen in Anwesenheit des Inhibitors G6 6976. Der Inhibitor wurde 15 min vor Zugabe der Bakterien
zu den Zellen gegeben und war wahrend der gesamten Inkubationszeit anwesend. Die Zellen wurden
fir 6 h mit 1 x 10’ Gonokokken inkubiert. Die Quantifizierung der adharenten (schwarze Balken) und
invasiven Bakterien (weil3e Balken) wurde wie zuvor beschrieben durchgefiihrt. Die Daten zeigen den
Mittelwert und die Standardabweichung von einem reprasentativen Experiment, das in Triplikaten
durchgefiihrt wurde.
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Phosphatidylserin (PS) reguliert werden, sind neue PKCs nicht durch Ca** regulierbar
und atypische PKCs nur durch PS.

Um nachzuweisen, dal3 die konventionellen PKCs an der Signaltransduktion
beteiligt sind, wurde der Inhibitor GO 6976 getestet, der spezifisch konventionelle PKCs
inhibiert (Martiny-Baron et al., 1993). Der Inhibitor wurde 15 min vor Zugabe der
Bakterien in den angegebenen Konzentrationen zu den Zellen zugegeben und war
wahrend der gesamten Inkubationszeit prasent. In seiner hochsten Konzentration hatte
er keinen Einfluld auf die Vitalitat der Zellen was durch Trypanblau Farbungen
Uberprift wurde.

Wie man in Abbildung 39 sieht, zeigt der Inhibitor eine konzen-
trationsabhéngige Inhibition sowohl bei Vektor transfizierten HeLa Zellen als auch bei
Syndekan-4 transfizierten HelLa Zellen. Bei den HelLa Zellen, die mit der
Deletionsmutante transfiziert wurden, ist die Wirkung nicht so deutlich, da die Invasion
schon ohne Inhibitor sehr stark reduziert ist. Der Inhibitor hat keinerlei Einflu3 auf die
Adhéarenz der Gonokokken an die Zellen (Daten nicht gezeigt).

Dies bedeutet, dal3 die konventionellen PKCs an der Signaltransduktion
wahrend der Invasion von Gonokokken in Epithelzellen beteiligt sind.

3.4.2 Reduktion von PKCa Expression durch antisense Oligonukleotide

Durch den Versuch mit dem Inhibitor GO 6976 wurde gezeigt, daf}
konventionelle PKCs (a, (3, y) an der Signaltransduktion beteiligt sind. Da PKCp in
HelLa Zellen nicht vorkommt (Chun et al., 1996), kbnnen nur noch PKCa oder PKCy an
der Signaltransduktion beteiligt sein. Um herauszufinden, welche der beiden Isoformen
beteiligt ist, wurden antisense (ISIS 3521) und sense Oligonukleotide von PKCa
verwendet (Dean et al., 1994). Diese Oligonukleotide besitzen statt des Phosphats im
DNA-Ruckgrat ein Sulfat, wodurch sie stabiler gegentber Nukleasen sind und der
Abbau von Hybriden aus RNA und Oligonukleotiden durch die RNaseH beschleunigt
wird (Stein et al., 1988). ISIS 3521 ist komplementar zum 3’-untranslatierten Ende von
PKCa. Fur dieses Oligonukleotid wurde gezeigt, dal3 es spezifisch die Menge an
PKCa in sehr hohen Mal3e reduziert (Dean et al., 1994). Die Oligonukleotide wurden
mit der Transfektionsreagenz Lipofectin in HeLa Zellen eingeschleuf3t. Nach 48 h
wurden Adharenz- und Invasionsassays durchgefuhrt, um zu Uberprifen, ob es
madglich ist, durch das antisense Oligonukleotid die Invasion der Gonokokken zu
beeinflussen. Allerdings waren die Zellen durch die Transfektion so stark in
Mitleidenschaft gezogen, dal3 sie zum einen nicht mehr sehr vital waren und zum
anderen sich sehr leicht von der Substratoberflache ablosten, so daf} keine
Waschschritte durchgefihrt werden konnten, ohne samtliche Zellen vom Substrat
abzuldsen.
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Von daher kann keine Aussage getroffen werden, ob durch die Reduktion der
PKCa die Phagozytose der Gonokokken beeinfluf3t wird.

3.4.3 Infektion von Epithelzellen mit N. gonorrhoeae und die Aktivierung der
PKC

Die Oligomerisierung der intrazellularen Doméne von Syndekan-4 fuhrt zu
einer Bindung der PKC und PIP, und dadurch zu einer erhghten PKC Aktivitat (Oh et
al., 1997b). Da die Gonokokken eine Kreuzvernetzung von Syndekan-4 bewirken und
somit auch eine Oligomerisierung von Syndekan-4 erfolgen kdnnte, wurde versucht,
die daraus resultierende, erhdhte Aktivitat der PKC nachzuweisen.

3.4.3.1 Immunprazipitation und Kinase-Assay

PKCa wurde aus den Syndekan-4 tberexprimierenden HelLa Zellen durch
eine Immunpréazipitation mit dem anti-PKCa Antikdrper (Transduction Laboratories,
Lexington, USA) isoliert. Die Prazipitate wurden mit Phosphatidylserin und Myelin
Basic Protein (MBP) versetzt und radioaktives [y 32P]—ATP zugegeben. Da MBP ein
Substrat fur die PKC ist, sollte dieses phosphoryliert werden, wenn ein Teil der PKCa
durch die Bindung an Syndekan-4 aktiviert wurde.

Der Nachweis der Phosphorylierung erfolgte durch Auftrennen des MBPs Uber
SDS-PAGE und anschlieRende Autoradiographie. PKCa wurde nach verschiedenen
Zeitpunkten der Infektion immunprazipitiert da nicht bekannt ist, in welchem Zeitraum
eine mdgliche Aktivierung der PKC erfolgt. Allerdings war mit dieser Methode zu
keinem Zeitpunkt (0 min, 5 min, 10 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min) eine
Steigerung der Radioaktivitat im MPB festzustellen.

3.4.3.2 Membranisolierung und Peptid-Kinase-Assay

Eine weitere Methode zum Nachweis der PKC Aktivierung ist die Isolierung
von nativen Zellmembranen Uber Saccharose-Gradienten. Durch die Aktivierung der
PKC und der dadurch erfolgenden Bindung an die Zellmembran, sollte bei einer
Membranisolierung auch die daran hangende, aktive PKC isoliert werden.

Der Nachweis der PKC Aktivitat erfolgt durch die Zugabe eines Peptides, das
durch die aktivierte PKC phosphoryliert wird (Chakravarthy et al., 1991; Chakravarthy
et al., 1994). Die Phosphorylierung wird durch Einbau von [y **P]-ATP in das Peptid
und anschliel3ender Szintillationsmessung nachgewiesen.
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Die Membran der Syndekan-4 tberexprimierenden HelLa Zellen wurde zu den
gleichen Zeitpunkten wie in @w&hrend der Infektion isoliert und anschlie3end der
Peptid-Kinase-Assay durchgefiihrt. Aber auch durch diesen Assay konnte keine
Aktivierung der PKC nachgewiesen werden. Die positiv Kontrolle mit gekaufter PKCa
fuhrte zu einer starken Phosphorylierung des Peptides.

3.4.4 Translokation der PKC vom Zytoplasma an die Membran

Wird die PKC aktiviert, so kommt es zu einer Translokation der PKC von der
zytoplasmatischen Fraktion in die Membranfraktion (Newton, 1995), da die Affinitat der
PKC fur Phosphatidylserin erhéht wird und sie an das in der Membran vorhandene
Phosphatidylserin und Syndekan-4 binden kann. In ruhenden HelLa Zellen ist die
Hauptmenge von PKCa und y im Zytoplasma vorhanden (Chun et al., 1996) und der
Ubergang in die Membran erfolgt durch einen externen Stimulus, wozu die Infektion
der Zellen durch Gonokokken zadhlen konnte. Da die beiden Kinase-Assays kein
Ergebnis gebracht haben, wurde Uberprift, ob es durch die Infektion der Zellen
Uberhaupt zu einer Translokation der PKC an die Membran kommt. Daflr wurden
verschiedene Fraktionen der Zelle isoliert: Membran, Zytoplasma und die Detergenz
unlésliche Fraktion, wozu die Bestandteile des Zytoskeletts und der Nukleus gehdren.

Fur die Isolation der Zellfraktionen wurden verschiedene Zeitpunkte nach der
Infektion gewahlt. Als Positivkontrolle wurde PMA eingesetzt, ein Phorbolester, der
sehr effektiv die PKC aktiviert und somit einen raschen Ubergang der PKC in die

Zytoplasma Membran unlésliche Fraktion Z M uF

— 102 kDa
5‘\78 kDa
PKCa
. — 49,5 kDa
10 30 60 90 10 30 60 90 10 30 60 90 + - + - + - PMA
Zeitverlauf [Min.] Kontrollen
Abbildung 40: Infektion von Syndekan-4 Uberexprimierenden HeLa Zellen mit N. gonorrhoeae und

Isolierung der Zellfraktionen zu den Zeitpunkten 10 min, 30 min, 60 min und 90 min. Die Zellfraktionen
wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit dem anti-PKCa Antikdrper inkubiert. PKCa: [
80 kDa. Z: Zytoplasma, M: Membran, uF: unldsliche Fraktion.
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Membranfraktion bewirkt.

Nach der Isolierung wurden die einzelnen Zellfraktionen durch SDS-PAGE
aufgetrennt, die Proteine auf Nitrozellulose transferiert und mit dem anti-PKCa
Antikorper inkubiert. Wie in Abbildung 40 zu sehen ist, erfolgte bei der Positivkontrolle
nach der Stimulation der Zellen mit PMA ein Ubergang der PKCa vom Zytoplasma in
die Membranfraktion und zu einem kleineren Teil in die unl@sliche Fraktion. Allerdings
konnte durch die Infektion der Zellen mit N. gonorrhoeae zu keinem Zeitpunkt ein
Ubergang der PKC in eine andere Fraktion beobachtet werden. Auch durch eine
hohere Infektionsdosis der Zellen, durch die Wahl anderer Zeitpunkte oder durch
Erhohung der Proteinmenge auf dem Gel konnte kein Ubergang der PKCa beobachtet
werden. Das gleiche Ergebnis wurde fur die PKCy erhalten (Daten nicht gezeigt).

Bei PMA handelt es sich um eine unphysiologische Reagenz, die zu einer sehr
raschen und starken Aktivierung der PKC fiihrt. Mdglicherweise liegt eine moderate
Aktivierung der PKC, wie sie eventuell durch die Gonokokken erfolgt, in den
durchgefiihrten Experimenten unter der Nachweisgrenze.

3.4.5 Bindung der PKC an die intrazellulare Domane der verschiedenen
Syndekan-4 Konstrukte

Da von Oh et al. beschrieben wurde, dal3 die intrazellulare Doméane mit PKCa
interagiert (Oh et al., 1997c), wurde versucht nachzuweisen, welches der Syndekan-4
Konstrukte aufgrund seiner Deletionen und Mutationen noch mit der PKCa
interagieren kann. Dazu wurde Syndekan-4 mit dem anti-Syndekan-4 Antikorper 8G3
immunprazipitiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und anschlieBend mit
einem anti-PKCa Antikorper inkubiert.

Allerdings gelang es nicht, eine Immunprazipitation von PKCa utber Syndekan-
4 durchzufuhren. Auch die Stimulation der PKCa durch PMA bewirkte keine Bindung
an die intrazellulare Doméane von Syndekan-4.

Die Bindung der PKC an die intrazellulare Doméane der verschiedenen
Syndekan Konstrukte sollte deshalb auf eine andere Art nachgewiesen werden. Dazu
wurden die HSPGs aus den verschiedenen Zellinien tber DEAE-Sephacel isoliert, mit
Heparitinase und Chondroitinase ABC verdaut und durch SDS-PAGE aufgetrennt.
Nach dem Blotten wurde die Nitrozellulose mit PKCa in Anwesenheit von Kalzium,
PIP, und Phosphatidylserin inkubiert. Anschlielend erfolgte der Nachweis der PKC-
Bindung Uber einen anti-PKCa Antikorper. Allerdings konnte eine unspezifische
Bindung der PKCa bzw. des sekundaren Antikdrpers auf dem ganzen Blot nicht
verhindert werden, so daf3 auch dieser Nachweis nicht gelang.

Bis jetzt wurde die Interaktion von PKCa mit Syndekan-4 in vivo nur in
Fibroblasten bzw. in Endothelzellen gezeigt. Und auch in diesen Zellen handelt es sich
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um ein Ereignis, das nicht sehr haufig vorkommt (personliche Kommunikation mit Anne
Woods). Von daher konnte es sein, daf3 die Interaktion zwischen PKCa und
Syndekan-4 in den transfizierten HeLa Zellen unter der Nachweisgrenze liegt.
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4 Diskussion

4.1 Die Kreuzvernetzung von Heparansulfat-Proteoglykanen fihrt

zur Phagozytose

Heparansulfat-Proteoglykane (HSPGs) kommen auf Zelloberflachen von
Saugetierzellen vor (Gallagher, 1996). Sie bestehen aus einem Proteingerust, an das
eine oder mehrere Heparansulfat-Glukosaminoglykane (HS-GAG) kovalent gebunden
sind. cDNA Klonierungen haben gezeigt, dal’ die meisten HSPGs zu den Syndekanen
oder zu den Glypikanen gehdren. Erstere sind tber eine Transmembrandomane in der
Zellmembran verankert, letztere tber GPI (David, 1993). Den Syndekanen werden
verschiedene Funktionen zugeschrieben. Sie wirken als alleinige Rezeptoren fir
Liganden oder als Korezeptoren, also als Teil eines nicht-kovalenten
Rezeptorkomplexes. HSPGs sind aber auch spezifische Rezeptoren fir die Interaktion
von pathogenen Erregern mit der Zelloberflache (Sawitzky, 1996). Bis jetzt konnte
noch nicht gezeigt werden, daf3 allein die Bindung an HSPGs zur Phagozytose filhren
kann, noch konnte nachgewiesen werden, daf} durch die Liganden-induzierte
Kreuzvernetzung der HSPGs die phagozytische Aktivitat von nicht professionellen
Phagozyten stimuliert wird. Des weiteren war auch noch nicht bekannt, ob es ein
spezifisches HSPG gibt, das die Phagozytose induziert oder das als Korezeptor dient.

Das Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, welche Rolle die HSPGs beim
Aufnahmeprozel3 von N. gonorrhoeae in Epithelzellen spielen. Bekannt war, dal3 ein
Opa-Protein (Opasp) spezifisch an die HS-GAGs der HSPGs bindet, wodurch eine
stabile bakterielle Adharenz etabliert wird (van Putten and Paul, 1995; Chen et al.,
1995). Mit Hilfe der Immunfluoreszenz Mikroskopie wurde in dieser Arbeit gezeigt, dal3
es in der Nahe von Opasp-exprimierenden Gonokokken, die in Epithelzellen
aufgenommen werden, zur Kreuzvernetzung von HSPGs kommt. Ob die HSPG-
Kreuzvernetzung direkt die Phagozytose induziert, kann nicht gesagt werden, da
Bindung und Aufnahme von N. gonorrhoeae mdglicherweise zwei unabhangige
Ereignisse sind. ldealerweise mif3te das Opase-Protein isoliert und an Beads
gekoppelt werden, um direkt zu zeigen, dal3 die Opasp-vermittelte HSPG-
Kreuzvernetzung die Phagozytose bewirkt. Ein ahnlicher Ansatz wurde gewahlt, um
gereinigte Proteine von Shigella flexneri als Faktoren zu identifizieren, welche die
Aufnahme in Epithelzellen bewirken (Ménard et al., 1996). Die Opa-Proteine der
Gonokokken sind jedoch typische Aulienmembranproteine von gram-negativen
Bakterien, die mehrere Membrandurchgange haben (Bhat et al., 1991). Daher sind sie
nicht geeignet, um in einer loslichen und funktionellen Konformation rekonstituiert zu
werden. Aul3erdem ist die Bindung des Opaso-Proteins an HSPGs zwar gut etabliert,
aber der bakterielle Ligand konnte auch an einen weiteren Rezeptor binden, der
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moglicherweise die bakterielle Aufnahme bewirkt. Fur die zehn anderen Opa-Proteine
der Gonokokken, die sehr homolog zum HSPG-spezifischen Opase-Protein sind, wurde
gezeigt, daf3 sie die verschiedenen CD66 "carcinoembryonic antigens” binden, die auf
phagozytischen Zellen und Endothelzellen exprimiert werden (Virji et al., 1996; Chen
and Gotschlich, 1996; Gray-Owen et al., 1997b; Gray-Owen et al., 1997a).

Anstatt gereinigter Opaso-Proteine wurde deshalb ein monoklonaler Antikorper
an Latexbeads gekoppelt, der spezifisch die HS-GAGs der HSPGs erkennt (David et
al., 1992). Die Bindungsspezifitat dieser Beads an HS-GAGs wurde dadurch gezeigt,
dal3 die Interaktion mit den Epithelzellen nach einem Heparitinase Verdau der HS-
GAGs reduziert ist.

Die HSPG-kreuzvernetzenden Beads ermdoglichten es, die Rolle der HSPGs
wahrend der Phagozytose durch Epithelzellen in einem generellen Kontext zu
untersuchen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, da? HSPG-kreuzvernetzende Beads an
alle getesteten, humanen Epithelzellen adhéarieren und diese invadieren. Die
Aufnahme der Beads wird jedoch durch einen milden Heparitinase Verdau der HS-
GAGs von HSPGs stark reduziert, obwohl die Adharenz nur leicht beeinfluf3t wird.
Generell zeigt dieses Ergebnis, daf? eine kritische Menge an HSPG-Kreuzvernetzung
notwendig und ausreichend ist, um die Phagozytose in Epithelzellen zu stimulieren. Im
Speziellen ist diese Beobachtung koharent mit den Charakteristika der Aufnahme von
N. gonorrhoeae in Chang Zellen und in HeLa Zellen in der Abwesenheit von Serum,
die durch einen limitierten Heparitinase Verdau ebenfalls inhibiert wird (van Putten and
Paul, 1995; Michaela Dehio, nicht veroffentlicht). Die Invasion wird auch hier schon bei
einem schwacheren Verdau beeinfluf3t, wahrend die bakterielle Adharenz noch normal
verlauft.

Transmissions- und Raster-Elektronenmikroskopie zeigen, daf3 die
aufgenommenen, HSPG-kreuzvernetzenden Beads in Endosomen von der
Zellmembran umgeben sind, &hnlich wie es fir die Aufnahme von N. gonorrhoeae
gezeigt wurde (Weel et al., 1991a). Ausgehend von diesem Model reprasentiert die
Kreuzvernetzung der HSPGs bei der direkten Aufnahme der Gonokokken in Chang
Zellen oder in HelLa Zellen in der Abwesenheit von Serum einen zentralen
Mechanismus fir die Stimulation der Phagozytose.

Im Gegensatz zur Aufnahme von N. gonorrhoeae in Chang Zellen wird die
Aufnahme von Opasp-exprimierenden Gonokokken in HeLa Zellen durch Serum oder
den gereinigten Serumfaktor Vitronektin (Vn) stark erhéht (Gémez-Duarte et al., 1997).
Die Aufnahme von HSPG-kreuzvernetzenden Beads wird durch Serum oder
gereinigtes Vn in HelLa Zellen ebenfalls erhoht, was darauf hindeutet, dal? diese Beads
auch ein geeignetes Modell reprasentieren, um die Rolle von Vn bei der HSPG-
abhangigen Phagozytose zu beschreiben. Die Vn stimulierte Aufnahme von
Gonokokken erfolgt Gber den a3 und a,Bs Integrin Rezeptor (Dehio et al., 1998;
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Duensing and van Putten, 1997). Allgemein laf3t sich sagen, daf3 Vn fir seine Funktion
die Interaktion mit Integrin Rezeptoren auf der Oberflache der Sdugetierzellen benétigt.
Fur diese Interaktion wurde gezeigt, dal3 sie abhdngig vom Konformationszustand des
Vn ist und nur in der multimeren Form des Vn erfolgt (Zanetti et al., 1994; Panetti and
McKeown-Longo, 1993b). Die Wechselwirkung des Vn Uber seine Heparinbindestelle
mit den HSPGs und Uber seine RGD-Doméne mit dem o,f3s Integrin fuhrt zur
Endozytose von Vn (Panetti and McKeown-Longo, 1993a; Volker et al., 1993). Durch
limitierten Heparitinase Verdau der HS-GAGs oder durch Kompetition mit dem
I6slichen HSPG-kreuzvernetzenden Antikérper wird die Interaktion der Beads mit der
Zelloberflache verringert und dadurch die Vn- oder Serum-stimulierte Aufnahme stark
reduziert, obwohl bei diesen Bedingungen die Adhdrenz der Beads noch nicht
beeinflul3t ist. Daraus lafl3t sich schlie3en, dald in dem etablierten Model die durch
Serum oder Vn verstarkte Phagozytose spezifisch von der Kreuzvernetzung der
HSPGs abhangig ist. Die Invasion von Latexbeads, die andere Oberflachenrezeptoren
kreuzvernetzen, wird dagegen durch Vn oder Serum nur geringflgig erhdht. Mit diesen
Rezeptor-kreuzvernetzenden Beads sind ahnliche Mengen an Vn assoziiert wie mit
HSPG-kreuzvernetzenden Beads. Dies schliel3t die Moglichkeit aus, dal Vn
unterschiedlich mit den gekoppelten Latexbeads reagiert, wodurch sich die auffalligen
Unterschiede bei der erhdhten Phagozytose hétten erklaren lassen. Die wahrscheinlich
unspezifische Bindung des von Natur aus sehr "klebrigen” Vn an HSPG-
kreuzvernetzende Beads ist der entscheidende Punkt in der Vermittlung der erhdéhten
Phagozytose. Ob die HSPG-abhéngige Phagozytose auch durch frei vorliegendes Vn
stimuliert wird, kann nicht gesagt werden.

4.2  Syndekane vermitteln die Invasion von Opasp-exprimierenden

Gonokokken in HeLa Zellen

Durch das etablierte Modell konnte zwar gezeigt werden, dal3 die
Kreuzvernetzung der HSPGs ausreicht, um die Phagozytose von N. gonorrhoeae zu
stimulieren, aber es war noch unbekannt, durch welche HSPGs dies erfolgt. Das am
haufigsten auf Epithelzellen vorkommende HSPG ist Syndekan-1 (Bernfield et al.,
1992). In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dal3 Syndekan-4 das einzige Syndekan
ist, das in allen Zellinien vorkommt, die von Gonokokken infiziert werden (Meyer auf
der Heyde, 1996). Deshalb wurden diese beiden Syndekane ausgewahlt, um sie in
HelLa Zellen tberzuexprimieren. Die Expression von Syndekan-1 in HelLa Zellen ist
dabei nicht so stark wie die von Syndekan-4. Durch Immunfluoreszenzfarbungen
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dal3 die Gonokokken sowohl Syndekan-1 als
auch Syndekan-4 wahrend der Adharenz an die Zellen rekrutieren und es dadurch zu
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einer Kolokalisation der Gonokokken mit den Syndekanen kommt. Adhérenz- und
Invasionsassays zeigen des weiteren, daf3 durch die Uberexpression von Syndekan-1
bzw. Syndekan-4 die Invasion um das zwei- bzw. vierfache gesteigert wird. Der
Unterschied in der Invasion ist dadurch erklarbar, dal3 sowohl die Expression von
Syndekan-1 auf den Zellen geringer ist als auch die Anzahl der HS-GAGs, welche die
Adhéarenz der Gonokokken an die Zellen vermitteln.

Um nachzuweisen, dafld Syndekan-1 und Syndekan-4 allein die Phagozytose
induzieren kénnen, wurden Syndekan-1- bzw. Syndekan-4-kreuzvernetzende
Latexbeads eingesetzt. Diese waren ebenfalls in der Lage, die Phagozytose zu
induzieren, wie die schon zuvor beschriebenen HSPG-kreuzvernetzenden Latexbeads.

Durch die Expression von Syndekan-1 und Syndekan-4 in Zellen mit einem
HSPG-negativen Hintergrund (K562, Molt-4) wurde versucht, ein weiteres System fur
die Invasion von Gonokokken zu schaffen. Allerdings konnte mit diesen Zellen kein
Adhéarenz- und Invasionsassay durchgefuihrt werden, da die Zellen mit keinem
Matrixfaktor ausreichend an der Unterlage hafteten. Da sie sehr wenig HS-GAGs auf
ihrer Oberflaiche prasentierten, muf3 davon ausgegangen werden, dal} sie
wahrscheinlich keine Invasion vermittelt hatten. Der Grund fir diese geringe
Expression ist nicht bekannt, da von Steinfeld et al. gezeigt wurde, dal’ die Zellen in
der Lage sind, ausreichend HS-GAGs zu bilden (Steinfeld et al., 1996).

Aufgrund dieser Daten kann aber noch nicht geschlossen werden, dal3 es sich
bei Syndekan-1 und Syndekan-4 um die alleinigen HSPG Rezeptoren handelt, welche
die Invasion von Gonokokken in Epithelzellen vermitteln. In dieser Arbeit wurde auch
gezeigt, dal3 Syndekan-2-kreuzvernetzende Latexbeads ebenfalls in der Lage sind, die
Phagozytose zu induzieren. Von daher wéare es moglich, da? Syndekan-2, das vor
allem in Fibroblasten exprimiert wird, ebenfalls die Phagozytose von N. gonorrhoeae
bewirken kann. Von Grassmé et al. wurde gezeigt, daf3 N. gonorrhoeae auch von
Fibroblasten Zellen phagozytiert wird (Grassmé et al., 1997), nachdem die
Gonokokken wahrscheinlich Gber HSPGs adhéarieren, was aber noch nicht
nachgewiesen wurde. Deshalb stellt sich die Frage, ob Syndekan-3, das vor allem in
neuronalen Geweben vorkommt, ein weiterer Rezeptor fir Gonokokken sein kénnte,
zumal N. meningitidis nach Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke ins Gehirn vordringen
kann.

67



Diskussion

4.3 Bestandteile des Zytoskeletts sind an der HSPG-abhé&ngigen
Phagozytose beteiligt

Um die Komponenten des Zytoskeletts zu charakterisieren, die an der HSPG-
abhangigen Phagozytose beteiligt sind, wurden verschiedene Inhibitoren von
zytoskelettalen Funktionen getestet. Die Inhibition der Depolymerisation von F-Aktin
durch Cytochalasin D reduziert die phagozytische Aufnahme von HSPG-
kreuzvernetzenden Beads. Ebenso erfolgt eine Reduktion durch die Substanzen
Colchizin und Nocodazol, die beide Mikrotubuli destabilisieren. Im Gegensatz dazu
zeigen Monodansylcadaverin, ein Inhibitor der Rezeptor-vermittelten Endozytose
(Davies et al., 1980), und Taxol, das die Mikrotubuli stabilisiert, keine Wirkung auf die
Invasion der Beads. Beide Inhibitoren haben einen ahnlichen Effekt bei der Aufnahme
von Gonokokken in Chang Zellen (Grassmé, 1995). Diese Daten weisen darauf hin,
dal3 an der HSPG-abhangigen Phagozytose in Epithelzellen F-Aktin beteiligt ist und sie
sich von der Rezeptor-vermittelten Endozytose unterscheidet.

Wie in dieser Arbeit auch gezeigt wurde, ist mit der Kreuzvernetzung der
Syndekane eine Umlagerung des F-Aktins verbunden. Vor kurzem wurde bekannt,
dal3 die zytoplasmatischen Domanen von Syndekanen mit verschiedenen Proteinen
interagieren, die PDZ Domanen enthalten (Grootjans et al., 1997; Cohen et al., 1998;
Hsueh et al., 1998). Eines dieser Proteine, CASK, bindet das Protein 4.1, das eine
Verbindung zum Aktin-Zytoskelett herstellt (Cohen et al., 1998). Zytoplasmatische
Proteine, die PDZ Domanen enthalten, sind oft in Adh&sionskomplexen an der
Plasmamembran lokalisiert und es wird vermutet, daf3 sie als Adapter Molekule fir die
Bildung von Struktur- und/oder Signalkomplexen an der Zelloberflache wirken (Ponting
et al., 1997). Die Interaktion mit der zytoplasmatischen Domé&ne von Syndekanen wird
eventuell durch Phosphorylierungen reguliert.

In dieser Arbeit wurde auch gezeigt, daR es durch Uberexpression von
Syndekan-1 und Syndekan-4, denen die komplette intrazellulare Doméne fehlt, zu
einer Reduktion der Invasion der Gonokokken kommt. Da Syntenin bzw. CASK an die
letzten 4 C-terminalen Aminosauren der intrazellularen Doméane von Syndekanen
binden (Cohen et al., 1998; Hsueh et al., 1998; Grootjans et al., 1997), kann aufgrund
der Deletion keine Interaktion mehr erfolgen. Dadurch ist auch die Verbindung zum
Aktinzytoskelett nicht mehr vorhanden, weswegen der Ruckhalt fir die Phagozytose
durch das Zytoskelett fehlt. Auch durch Uberexpression der Syndekan-4 Konstrukte
(A168-178) und (A174-178) wird die Invasion der Gonokokken reduziert. Da bei diesen
Konstrukten ebenfalls die letzten vier Aminoséauren fehlen, kann es auch hier nicht
mehr zu einer Interaktion Gber CASK oder Syntenin mit dem Zytoskelett kommen. Far
Syndekan-1 wurde gezeigt, daf3 eine Deletion der 23 C-terminalen Aminosauren die
Assoziation mit den Mikrofilamenten verhindert (Carey et al., 1996).
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Bei Syndekan-1 und Syndekan-4 kommt es zu Phosphorylierungen von
Tyrosinresten in der intrazellularen Domane, wenn Zellen mit Pervanadat behandelt
werden (Reiland et al, 1996; Ott and Rapraeger, 1998). Bei diesen
Phosphorylierungen handelt es sich um ein transientes Ereignis, daf} sehr stark durch
eine konstitutiv aktive Kinase und eine assoziierte Tyrosin Phosphatase reguliert wird.
Genistein, ein Inhibitor von Tyrosin Kinasen, der die Bindung von ATP kompetitiv
hemmt und eine geringe inhibitorische Aktivitat fir Serin/Threonin Kinasen zeigt
(Akiyama and Ogawara, 1991), inhibiert die Phosphorylierung von Syndekan-1 und
Syndekan-4 (Ott and Rapraeger, 1998). Wie in dieser Arbeit fir Beads und von
Grassmé flir Gonokokken gezeigt wurde (Grassmé, 1995), kann die HSPG-abhangige
Phagozytose durch Genistein inhibiert werden. Immunfluoreszenzfarbungen zeigen
aullerdem, dal} invadierende Gonokokken von Tyrosinphosphorylierten Proteinen
umgeben sind (Grassmé, 1995). Allerdings konnte noch nicht gezeigt werden, daf3 es
sich dabei um Syndekane handelt.

4.4  Die Rolle der PKC bei der HSPG-abh&ngigen Phagozytose

Syndekan-4 interagiert tber die Aminosauren LGKKPIYK seiner intrazellularen
Doméne mit der PKCa (Oh et al.,, 1997c) und erhoht deren Aktivitdt, wenn die
intrazellulare Domane von Syndekan-4 als Multimer vorliegt (Oh et al., 1997b). PIP,
interagiert ebenfalls Gber die Aminosauren LGKKPIYK mit Syndekan-4, wodurch die
Aktivitat der PKCa zusatzlich erhoht wird (Oh et al., 1998). In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dall die HSPG-abhangige Invasion von Latexbeads durch
verschiedene PKC-Inhibitoren gehemmt wird. Staurosporin, ein PKC Inhibitor, der aber
auch ein breites Spektrum an Serin/Threonin Kinasen und Tyrosin Kinasen inhibiert,
wirkt im nanomolaren Bereich auf PKC und Src-Kinasen (Tamaoki, 1991).
Staurosporin  sowie der PKC-spezifische Inhibitor Calphostin C blockieren die
Aufnahme von HSPG-kreuzvernetzenden Beads in der Gegenwart und Abwesenheit
von Vn. Dies stimmt Uberein mit den Ergebnissen bei Gonokokken, deren Invasion
durch die gleichen Inhibitoren in der Gegenwart und Abwesenheit von Vn gehemmt
wird (Dehio et al., 1998). Auch der spezifische Inhibitor flr konventionelle PKCs G6
6976 blockiert die Aufnahme von Opasp-exprimierenden Gonokokken in Syndekan-4
Uberexprimierende HelLa Zellen. Diese Daten deuten darauf hin, daf3 die
konventionellen PKCs an der Signaltransduktion bei der HSPG-abhangigen
Phagozytose beteiligt sind.

Um zu untersuchen, welche Bereiche der intrazellularen Doméane fur die
Signaltransduktion  Uber  konventionelle PKCs notwendig sind, wurden
Deletionsmutanten von Syndekan-4 konstruiert. Alle diese Mutanten zeigen eine
reduzierte Invasion der Gonokokken sowohl in der An- als auch in der Abwesenheit
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von Serum. Allerdings war es nicht moglich, Gber Immunprazipitation die direkte
Bindung von PKCa an Syndekan-4 bzw. die verschiedenen Deletionsmutanten
nachzuweisen. Diese Bindung wurde in der Literatur ausschlie3lich in Fibroblasten
Zellen sowie in Endothelzellen nachgewiesen (Oh et al., 1997c; Horowitz and Simons,
1998b). Da es sich bei HeLa Zellen um Epithelzellen handelt, liegt es eventuell an den
unterschiedlichen Zelltypen, dal3 die Bindung der PKCa an die intrazellulare Doméane
von Syndekan-4 nicht nachweisbar war. Theoretisch ware zu erwarten gewesen, daf}
es bei den Konstrukten Syndekan-4(A152-178), Syndekan-4(A168-178) und
Syndekan-4(A164-170) zu keiner PKCa Bindung an die intrazellulare Domane mehr
kommt, da in allen drei Konstrukten die Doméne LGKKPIYK, die fur die
Oligomerisierung und die Bindung von PKCa notwendig ist, komplett bzw. teilweise
deletiert ist. Nur durch diese Oligomerisierung kann es zur direkten Aktivierung von
PKCa kommen (Oh et al., 1997b; Oh et al., 1997c). Bei der Deletion von Syndekan-
4(K164R; K169R) sind Lys'™ und Lys'® gegen Arginin ausgetauscht und bei
Syndekan-4(K169Q) Lys'® durch ein Glutamin. Von Lee et al. wurde gezeigt, dai
Lys'® (Nummerierung bezieht sich auf die Hihnchen cDNA, entspricht Lys*®®) wichtig
fur die Interaktion von Syndekan-4 mit PIP; ist, da zwischen dem Sauerstoff des PIP»
und der Aminogruppe von Lys'®® eine Wasserstoffbriicke ausgebildet wird (Lee et al.,
1998). Es ware also anzunehmen, dafd PIP, nicht mehr an die intrazellulare Doméane
von Syndekan-4(K164R; K169R) bindet. Ob die Bindung von PKCa durch diesen
Aminosaureaustausch beeinfluf3t wird, ist nicht bekannt. Die Bindung von PKCa und
PIP, an die Aminoséduren LGKKPIYK scheint sich gegenseitig nicht auszuschlie3en,
wodurch eventuell eine Bindung von PKCa an die beiden Deletionsmutanten noch
moglich sein mifite. Daftr spricht, daf3 zumindest mit der Zellinie Syndekan-4(K164R;
K169R) eine etwas hdhere Invasion von N. gonorrhoea im Vergleich zu den anderen
Zellinien zu beobachten ist. Allerdings muf3 dann fir die Aufnahme von N.
gonorrhoeae die Bindung von PIP, an die intrazellulare Doméne von Syndekan-4
ebenfalls essentiell sein. Und diese Bindung durfte durch die Deletion Syndekan-
4(K164R; K169R) nicht mehr moglich sein (Abbildung 33). Bei dem Konstrukt
Syndekan-4(A174-178) mufite eine Bindung der PKCa an die intrazellulare Doméane
noch moglich sein, da die Aminosauren LGKKPIYK noch vorhanden ist. Allerdings
fehlen die letzten vier Aminosauren der intrazellularen Doméne, die fur die Bindung
des CASK Proteins bzw. Syntenin notwendig sind. Diese Proteine vermitteln die
Verbindung an das Aktinzytoskelett der Zelle, das wie gezeigt fur die Aufnahme der
Gonokokken oder der HSPG-kreuzvernetzenden Latexbeads notwendig ist. Deshalb
ist auch bei dieser Zellinie eine Reduktion der Invasion zu beobachten.
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4.5 Interaktion von pathogenen Organismen mit Heparansulfaten

Neben N. verschiedene andere pathogene
Organismen eine Interaktion mit Heparansulfaten beschrieben. Allerdings konnte bis

gonorrhoeae wurde fur

jetzt fur keinen Organismus der direkte Rezeptor auf der Zelloberflache bestimmt
werden. Fir die meisten dieser Organismen ist nur bekannt, daf3 die Interaktion mit der
Zelloberflache bzw. die Invasion in die Zellen durch Heparin oder durch Verdau der
HS-GAGs durch Heparitinase gehemmt werden kann.

Tabelle 3: Interaktion von pathogenen Organismen mit Heparansulfaten.

Organismus Referenz
Typ O Maul- und -« spezifische Affinitat fur HS (Jackson et al.,
Klauenseuche « wahrscheinlich sind auch Integrine an der 1996)
Virus Invasion beteiligt
Herpes » keine Infektion nach Heparitinase Verdau (Shieh et al.,
simplex » keine Infektion von CHO Zellen, die keine HS- 1992)

GAGs haben
humaner  Invasion wird durch Heparin inhibiert (Compton et

Cytomegalovirus « keine Invasion in CHO Zellen, die keine HS-
GAGs tragen

Invasion wird durch Heparin inhibiert

keine Invasion in CHO Zellen, die keine HS-
GAGs tragen

» keine Invasion nach Heparitinase Verdau

al., 1993)

Borrelia .
burgdorferi .

(Isaacs, 1994)

Neisseria » keine Invasion nach Heparitinase Verdau (de Vries et al.,
meningitidis 1998)
Chlamydia  Invasion wird durch Heparin inhibiert (Zzhang and
trachomatis  Verdau der Chlamydien mit Heparitinase  Stephens,
verhindert die Bindung an Zellen 1992)
Staphylococcus « Bindung von S. aureus an HS ist séttigbar, (Liangetal.,
aureus zeitabhangig, reversibel, Hitze und Proteasen 1992)
sensitiv.
Trypanosoma e Bindung von Penetrin (Adhasin und Invasin) (Ortega-Barria
cruzi wird durch Heparin, HS und Kollagen inhibiert and Pereira,
1991)
Leishmania * keine Invasion in CHO Zellen, die keine HS- (Loveetal.,
Amastigote GAGs tragen 1993)

keine Invasion nach Heparitinase Verdau
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Fur N. meningitidis wurde von de Vries et al. gezeigt, dal3 das Opc-Invasin an
HSPGs auf Epithelzellen bindet ebenso wie an gereinigte Proteoglykane (de Vries et
al., 1998). Des weiteren ist beschrieben worden, daf Vn die Bindung von
Meningokokken an Integrine auf Huvec Zellen vermittelt (Virji et al., 1995a; Virji et al.,
1995b). Dieser Mechanismus entspricht der Vitronektin-vermittelten Invasion von
Gonokokken in Huvec Zellen (Michaela Dehio, nicht veroffentlicht). Auch hier kommt
es ohne Vn nur zu einer Adharenz der Bakterien an die Zellen, wahrend die Aufnahme
nur in der Gegenwart von Vn oder Fibronektin erfolgt.

4.6  Ein Modell der HSPG-abh&ngigen Phagozytose in HelLa Zellen

Zusammengefalit |aRt sich sagen, dal3 es mehrere Wege fur die Aufnahme
von Opasp-exprimierenden Gonokokken in HeLa Zellen zu geben scheint. Zum einen
gibt es die HSPG-abhéngige Phagozytose, die allein Gber Syndekane ablaufen kann,
wie durch Syndekan-1- bzw. Syndekan-4-kreuzvernetzende Latexbeads gezeigt. Die
Kreuzvernetzung der Syndekane durch die Gonokokken fuhrt zu einer Phagozytose,
die unabhangig vom Vorhandensein von Vn ist (lébbﬂd;mg_A;LJA + B). Bei einer
Kreuzvernetzung von mehreren Syndekan-4 Molekilen kdénnen PIP, und PKC an
deren intrazellulare Doméanen binden. Die Aktivitdt der PKC wird dadurch erhdht und
ihre Regulation wird sowohl unabhangig von einem Kalzium-Einstrom als auch von
Diacylglycerol (DAG) (lébbﬂdung_A;Lk). Kommt es zu einer Kreuzvernetzung von
anderen Syndekanen, so filhrt dies ebenfalls zur Phagozytose der Gonokokken. An
die intrazellulare Doméane der anderen Syndekane kann allerdings keine PKC binden,
weswegen die Aktivierung der PKC weiterhin tber DAG und Kalzium erfolgt (Ml
41B).

Alle Syndekane kénnen Uber Syntenin oder CASK an das Zytoskelett der
Zellen binden, wodurch auch der nétige Ruckhalt fir die Aufnahme der Gonokokken
gewahrleistet ist. AuRerdem kann es durch diese Interaktion zu den beobachteten
Umlagerungen des F-Aktins wéhrend der Invasion kommen. Syndekan-3 kann
aulRerdem Uber die Cl1l-Region der intrazellularen Domé&ne mit einem Komplex aus
Cortactin, C-Src, Fy, Tubulin interagieren und somit eine weitere Verbindung zum
Zytoskelett herstellen (M. Wahrscheinlich mul3 man aber davon ausgehen,
dald die in lAbbﬂdl,mg_A;L|A+B dargestellten Prozesse gemeinsam ablaufen, da es
unwahrscheinlich ist, daf? durch Gonokokken nur gleiche Syndekane kreuzvernetzt
werden.

Sobald Vn wahrend der Invasion vorhanden ist, kommt es zu einer
Komplexbildung zwischen Opasp, Vn und HSPGs M). Uber das Vn bindet
der Komplex an das a,3s Integrin. Durch diesen zusatzlichen Rezeptor erfolgt eine
gesteigerte Phagozytose der Gonokokken.
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“ . HS-GAG

Syndekan-4

Syndekane

src/Cortactin Komplex

F-Aktin

Vitronektin

Abbildung 41: Modell der HSPG-abhangigen Phagozytose in HeLa Zellen in der Abwesenheit (A,
B) und Anwesenheit (C) von Vitronektin.

Die in dieser Arbeit dargestellte HSPG-abhangige Phagozytose stellt nur einen
von mehreren Mechanismen dar, Uber den Gonokokken in Zellen invadieren kénnen.
Zukunftige Arbeiten kdonnen weiteres zur Signaltransduktion Uber Heparansulfat-
Proteoglykane und Syndekane beitragen und somit zu einem grundlegenden
Verstandnis zellularer Signaltransduktionswege und bakterieller Infektionen fiuhren.
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5 Material

5.1 Bakterienstamme

5.1.1 Escherichia coli Stamme

DH5a F-, endAl, hsdR17(r,, m,”), supE44, thi-1, recAl, gyrA96,
relAl, A(argF lacZYA)U169, phi80d, lacZAM15 (GibcoBRL)

HB101 pil22 F-, hsdS20 (r5 mg), recAl3, ara-14, proA2, lacYl, galk2,
rpsL20 (Str’ xyl-5 mtl-1 supE44A), thi, leu, pil22

TOP10F F [lacl TNlO(TetR)] mcrA  A(mrr-hsdRmS-mcrBC)
®80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697
galU galKrpsL (StrR) endAl nupG (Invitrogen)

XL1 Blue MRF’ A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endAl supE44 thi-1
recAl gyrA96 relAl lac [F proAB lacl’ZAM15 Tn10 (Tet")]
(Stratagene)

H2677 humanes Syndekan-4 in XL-1Blue

H2933 pEAF3 in DH5a

H2934 pPEAF4 in DH5a

H2935 PEAFS5 in DH5a

H2936 pEAF15 in DH5a

H2937 pPEAF16 in DH5a

H2938 pPEAF17 in DH5a

H2939 pEAF25 in XL1 Blue MRF’

H2940 pPEAF26 in XL1 Blue MRF’

H2941 pPEAF27 in XL1 Blue MRF’

H2942 pEAF28 in XL1 Blue MRF’

H2943 PEAF29 in TOP10F

H2944 pEAF31 in DH5a

H2945 pEAF32 in DH5a

H2946 pEAF33 in DH5a

H2947 pEAF34 in DH5a

H2948 pPEAF35 in DH5a

H2949 pPEAF37 in DH5a

H2950 pEAF38 in DH5a

H2951 pPEAF39 in TOP10F

H2952 pPEAF40 in DH5a

H2975 pEAF23 in DH5a

H2976 pEAF24 in DH5a

5.1.2 Neisserien Stamme

N242 N. gonorrhoeae VP1, Klinisches Isolat eines Patienten mit

systemischer Gonorrhée; Serotyp PIA, Opazs. 275 28 20 PT,
(Makino et al., 1991)
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N976

N483

5.1.3 Zellinien
Caco-2

Chang

Hec-1B

HelLa

HelLa-
Transfektanten

K562

K562-
Transfektanten

Mel180
Molt-4

Molt-4-
Transfektanten

Opa-Variante von N. gonorrhoeae VP1 (VP1.3), Serotyp PIA,
Opayg, P, (Makino et al., 1991)

N. gonorrhoeae MS-11-B2.1, Opasy, P-, Pp (Deletion im

Promotorbereich des Pilingens), Serotyp PIB (Makino et al.,
1991)

Darmkarzinoma Zellen (ATCC HTB37), Kultur in RPMI-
Medium/5% FCS/5% CO,

Humanes Konjunktivaepithel (ATCC CCL20.2), Kultur in RPMI-
Medium/5% FCS/5% CO,

Humane endometriale Karzinomazellen (ATCC HTB113),
Kultur in DME-Medium/20% FCS/1% nicht-essentielle
Aminosauren/10% CO,

Humanes Cervixkarzinom (ATCC CCL2), Kultur in RPMI-
Medium/5% FCS/5% CO,

HelLa Syndekan-1, transfektiert mit pEAF15

HelLa Syndekan-1(A278-310), transfektiert mit pEAF16

HelLa Syndekan-4, Klon 1, Klon 2 und Klon 3, transfektiert mit
pEAF17

HelLa Syndekan-4(A168-178), transfektiert mit pEAF31

HelLa Syndekan-4(A174-178), transfektiert mit pEAF32

HelLa Syndekan-4(A164-170), transfektiert mit pEAF33

HelLa Syndekan-4(K164R; K169R), transfektiert mit pEAF34
HelLa Syndekan-4(K169Q), transfektiert mit pEAF35

HelLa Syndekan-4(A152-178), transfektiert mit pEAF40

HelLa pCEP4 Klon 1 und Klon 2; transfektiert mit pCEP4

Alle HeLa-Transfektanten werden in RPMI mit 5% FCS/5% CO»
mit 200 pg/ml Hygromycin B kultiviert.

Multipotente, maligne, hematopoetische Zellinie; Kultur in
RPMI-Medium/10% FCS/5% CO,

K562 Syndekan-4, transfektiert mit pEAF17

K562 Syndekan-4(A152-178), transfektiert mit pEAF40

K562 neo, transfektiert mit pCEP4

Alle K562 Transfektanten werden in RPMI mit 10% FCS/5%
CO; mit 200 pg/ml Hygromycin B kultiviert.

Humanes Cervixkarzinom (ATCC HTB33), Kultur in RPMI-
Medium/5% FCS/5% CO,

Humanes Lymphoblastom; Kultur in
FCS/5% CO,

Molt-4 Syndekan-4, transfektiert mit pEAF23
Molt-4 Syndekan-4(A152-178), transfektiert mit pEAF24
Molt-4 neo, transfektiert mit pPREP4

RPMI-Medium/10%
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T24

Alle Molt-4 Transfektanten werden in RPMI mit 5% FCS/5%
CO; mit 200 pg/ml Hygromycin B kultiviert.

Humanes Blasenkarzinom (ATCC HTB4), Kultur in RPMI-
Medium/5% FCS/5% CO,

5.2 Nahrmedien

5.2.1 Medien und Platten fur Bakterien

LB-Flissigmedium

GC-Platten

PPM-Medium

Vitaminmix

IPTG

X-Gal

Einfriermedium
Antibiotika

Luria-Bertani-Flissigmedium: 10 g Bacto-Trypton; 5 g Bacto-
Yeast-Extract; 10 g NaCl; mit H,O auf 1 | auffillen und mit 1 N
NaOH auf pH 7,5 einstellen und autoklavieren.

36 g GC Agar Base (GibcoBRL) werden mit H,O auf 1 |
aufgeflllt und autoklaviert, nach dem Abkihlen auf 55 °C
Zugabe von 10 ml Vitaminmix.

Proteose-Pepton-Medium: 15 g Proteose-Peptone (Difco); 5 g
NaCl; 1 g lésliche Starke (Serva); 4 g KH,PO,4 und 1 g K;HPO,4
in 1 I H,O lésen und autoklavieren; Lagerung bei 4 °C.

100 g D-Glucose, 10 g L-Glutamin; 26 g Cystein CI; 0,1 g
Cocarboxylase; 0,02 g Fe(NOs)s; 0,003 g Thiamin HCI; 0,25 g
Diphosphopyridinnukleotid/NAD und 0,01 g Vitamin B, werden
in ca. 500 ml H,O bidest. geldst. Dazu wird eine Losung aus 1,1
g L-Cystin; 1 g Adenin; 0,03 g Guanin HCI; 0,5 g Uracil; 0,15 g
L-Arginin HCI und 0,013 g p-Aminobenzoesaure in 15 ml HCI
konz. gegeben und auf 1 | mit H,O bidest. aufgefillt und
sterilfiltriert.

Isopropylthio(-D-galactosid): 2 g IPTG werden in 10 ml H,O
bidest. gel6st. Sterilfiltrieren, bei —20 °C lagern. 20 pl pro
Agarplatte einsetzen.

20 mg/ml in Dimethylformamid, bei -20 °C lagern. 20 ul pro
Agar- platte einsetzen.

PPM-Medium mit 20% (v/v) Glycerol
Ampicillin 100 pg/ml

5.2.2 Medien fir die Zellkultur

Milli-Q-H,O

Trypsinldsung

FCS
RPMI-1640

Wasser von hdochstem Reinheitsgrad, das durch das Milli-Q"*-
PLUS Ultra Pure Water System von MILLIPORE hergestellt
wird.

0,25% Trypsin (w/v); 0,05% EDTA (w/v); 5 mM Glucose in 1x
PBS, pH 7,2

Fotales Kalberserum (Boehringer Mannheim)
Synthetisches Zellkulturmedium (GibcoBRL)
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DMEM Dulbecco's modified Eagle Tissue culture Medium (GibcoBRL)
Trypanblau 0,175% Trypanblau in H,O bidest.
Lipofectamine Transfektionsldsung (GibcoBRL)
Lipofectin Transfektionslésung (GibcoBRL)
OPTIMEM Serumfreies Medium fur Transfektionen (GibcoBRL)
5.3 Primer
Name 5'-3'-Sequenz Bemerkung
EAF1 cgcggtaccagcctgecgctctceegecg Syndekan-1,
N-Terminus
EAF2 tactctagatcaggcatagaattcctect Syndekan-1,
C-Terminus
EAF3 tactctagatcacattcgatacagcataaaacccaccaggcacaca Syndekan-1
(A278-310),
C-Terminus
EAF4  cggggtacccgcecttctccagtcegeggt Syndekan-4,
N-Terminus
EAF5 ggaattctcacgcgtagaactcattggt Syndekan-4,
C-Terminus
EAF7  ggaattctcagatgggtttcttgcccaggt Syndekan-4
(A168-178),
C-Terminus
EAF8 ggaattctcaggtgggggctttcttgtaga Syndekan-4
(A174-178),
C-Terminus
EAF9 ggaattctcacgcgtagaactcattggtgggtgcgccgaggtcatagetgect Syndekan-4
(A164-170),
C-Terminus
EAF10 ggaattctcacgcgtagaactcattggtgggggctttcctgtagatgggtctcttgece Syndekan-4
(K164R;
K169R),
C-Terminus
EAF11 ggaatictcacgcgtagaactcatiggtgggggcttictggtaga Syndekan-4
(K164R),
C-Terminus
EAF12 ggaaticttagccacggtacatgagcagtaggat Syndekan-4
(A152-178),
C-Terminus
EAF13 attctagttgtggtttgtcc pCEP4,
Position 360
EAF14 gagctcgtttagtgaaccgt pCEPA4,
Position 480
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5.4 Plasmide und Vektoren

pBluescript KS(+)
pCEP4

pCR-Script SK(+)
pCRII-TOPO

PEAF3
pEAF4

PEAF5

PEAF15
PEAF16
PEAF17
pEAF23
pEAF24
PEAF25

PEAF26
PEAF27

pPEAF28
pPEAF29
pEAF31
pPEAF32
pPEAF33
pEAF34
pPEAF35
pPEAF37
pEAF38
pPEAF39
pPEAF40
pHuUSyn-1
puUC118
pREP4

pUC19 Derivat (Stratagene)

episomaler Expressionsvektor fur S&augetierzellen mit CMV
Promotor (Invitrogen)

pBluescript Il SK(+) Derivat (Stratagene)

Klonierung von Taqg Polymerase amplifizierten PCR-Produkten
(Invitrogen)

PCR mit EAF1/EAF2, Uber Kpnl, Xbal in puC118

PCR mit EAF1/EAF3 Uber Kpnl, Xbal in puC118

PCR mit EAF4/EAFS5 Uber Kpnl, EcoRlI in pBluescript SK(+)
pEAF3 uber Kpnl, Hindlll in pCEP4

pEAF4 tber Kpnl, Hindlll in pCEP4

PEAF5 Uber Kpnl, BamHI in pCEP4

PEAF5 Uber Kpnl, BamHI in pREP4

pPEAF39 uber Kpnl, Notl in pREP4

PCR mit EAF4/EAF7 in pCR-Script SK(+) (Teil der
extrazellularen Domane fehlt)

PCR mit EAF4/EAF8 in pCR-Script SK(+)

PCR mit EAF4/EAF9 in pCR-Script SK(+) (Teil der
extrazellularen Domane fehlt)

PCR mit EAF4/EAF10 in pCR-Script SK(+)

PCR mit EAF4/EAF11 Uber Kpnl, EcoRlI in pBluescript KS(+)
PEAF37 mit Kpnl, Notl geschnitten in pCEP4

pPEAF26 mit Kpnl, Notl geschnitten in pCEP4

pPEAF38 mit Kpnl, Notl geschnitten in pCEP4

pEAF28 mit Notl, BamHI geschnitten in pCEP4

pPEAF29 mit Kpnl, BamHI geschnitten in pCEP4

PEAF5 mit Fragment pEAF25 Bglll, Notl in pBluescript KS(+)
pPEAF5 mit Fragment pEAF27 Xbal, Notl in pBluescript KS(+)
PCR mit EAF4/EAF12 in pCRIl TOPO

pPEAF39 mit Kpnl, Notl geschnitten in pCEP4

Humanes Syndekan-1 (Guido David)

pUCL18 Derivat (Vieira and Messing, 1987)

episomaler Expressionsvektor fir Saugetierzellen mit RSV
Promotor (Invitrogen)

5.5 Puffer und Losungen fur Arbeiten mit DNA

5.5.1 Puffer und Losungen fur Plasmidpraparationen

Puffer P1

Puffer P2
Puffer P3

Puffer QBT

Resuspensionspuffer: 50 mM Tris-HCI; 10 mM EDTA; 100
png/ml RNase A; pH 8,0; Lagerung bei 4 °C.

Lysepuffer: 200 mM NaOH; 1% SDS

Neutralisationspuffer: 3 M K-Acetat, pH 5,5; Lagerung bei 4
°C.

Equilibrierungspuffer: 750 mM NaCl; 50 mM MOPS; 15%
(v/v) Ethanol; 0,15% (v/v) Triton X-100; pH 7,0
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Puffer QC

Puffer QF

Waschpuffer: 1 M NaCl; 50 mM MOPS; 15% (v/v) Ethanol; pH
7,0

Elutionspuffer: 1,25 M NaCl; 50 mM Tris/HCI; 15% (v/v)
Ethanol; pH 8,5

5.5.2 Puffer und Losungen fur Agarose Gelelektrophorese von DNA

50 x TAE

10 x TBE

5 x GEBS

Tris-Acetat/EDTA als 1 x TAE Laufpuffer fur praparative
Agarose-Gele: 2 M Tris-Acetat, 100 mM EDTA, pH 8,0

Tris-Borat/EDTA als 1 x TBE Laufpuffer fir analytische
Agarose-Gele: 900 mM Tris; 900 mM Borsaure; 20 mM ETDA,
pH 8,0

DNA-Auftragspuffer fur Agarose-Gele: 20% (w/v) Glycerol; 50
mM EDTA; 0,05% Bromphenolblau; 0,5% Sarcosyl

5.5.3 Sonstige Puffer und Losungen

3 M NaAc

TE pH 8,0
0,5 M EDTA

554 Kits

Geneclean-Kit

56 Enzyme

Natriumacetat: 24,61 g Na-Acetat in 100 ml H,O l6sen und pH
5,2 mit Eisessig einstellen.

Tris-EDTA: 10 mM Tris/HCI; 1mM EDTA, pH 8,0

186,1 g EDTA<2 H,0O in 800 ml H,O lésen; pH 8,0 mit NaOH-
Pellets (ca. 20 g) einstellen, auf 1 | mit H,O auffillen und
autoklavieren.

Fertige Losungen der Firma Biol01, Inc. (Vista, CA): Glasmilch
(Silicamatrix in HyO); 6 M Nal-L6ésung; New Wash:
Stammlésung (Tris-EDTA, pH 7,0-8,5, NaCl,) versetzt mit 520
ml Ethanol, mit H,O auf 1 | auffillen; Lagerung bei —20 °C.

RNaseA, T4-DNA-Ligase, Benzonase und Proteinase K wurden von
Boehringer Mannheim bezogen, Trypsin von GibcoBRL, Restriktionsenzyme von den
Firmen AppliGene Oncor (lllkirch, Frankreich), New England Biolabs (Beverly, MA),
Boehringer Mannheim, Gibco BRL, Amersham Pharmacia Biotech und USB.
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5.7  Puffer und Lésungen fur Arbeiten mit Proteinen

5.7.1 Puffer und Losungen fur Arbeiten mit Proteoglykanen

Zellwaschpuffer
Extraktionspuffer

Saulenwaschpuffer

Elutionspuffer

Heparitinase-Puffer

Chondroitinsulfat
Enzympuffer
Chondroitinase ABC
Heparitinase

Immunprazipitation

10 mM Tris/HCI, pH 7,4; 150 mM NaCl

60 mM N-Octyl-3-D-glucopyranosid; 10 mM Tris/HCI, pH 7,4;
150 mM NaCl; 10 mM EDTA; 5 mM N-Ethylmaleimid; 5 mM
Benzamidin; 1 pg/ml Pepstatin A; 1 mM PMSF

0,1% Triton X-100; 50 mM Tris/HCI, pH 7,4, 200 mM NacCl; 10
mM EDTA; 1 mM PMSF

0,1% Triton X-100; 50 mM Tris/HCI, pH 7,4; 1 M NaCl; 10 mM
EDTA; 1 mM PMSF

50 mM Tris/HCI, pH 7,0; 200 mM NaCl, 2 mM CaCl,; 2,5 pg/mi
BSA, 1 pg/ml Pepstatin A; 1 pg/ml Leupeptin; 1 mM PMSF

5 mg/ml in H,O bidest.

100 mM Na-Acetat pH 7,0; 1 mM CacCl,

5 U in 1 ml Enzympuffer 16sen, bei -70 °C lagern.
0,1 U in 1 ml Enzympuffer I6sen, bei -70 °C lagern.

Lysepuffer: 1% Triton X-100; 50 mM Tris, pH 7,5; 50 mM
NaCl; 0,2 mM PMSF; 1 mM Benzamidin; 1 mM Leupeptin; 750
UM CacCl,

5.7.2 Puffer fir das Arbeiten mit Protein Kinase C (PKC)

PKC-Isolierung

TCA 100%
PKC-Peptid-Assay

PKC-Overlay

Puffer A: 20 mM Tris, pH 7,5; 0,25 M Suchrose; 2 mM EGTA;
2 mM EDTA; 0,5 mM PMSF; 10 pg/ml Leupeptin; 10 pg/ml
Pepstatin A

Puffer B: 20 mM Tris, pH 7,5; 1% Nonidet P-40; 150 mM NacCl;
1 mM EGTA; 1 mM EDTA; 0,5 mM PMSF; 10 pg/ml Leupeptin;
10 pg/ml Pepstatin A

Puffer C: 20 mM Tris, pH 7,5; 1% SDS; 150 mM NacCl; 1 mM
EGTA; 1 mM EDTA; 0,5 mM PMSF; 10 pg/ml Leupeptin; 10
pg/ml Pepstatin A

500 g TCA in 227 ml H,O bidest. l6sen.

Lysepuffer: 1 mM NaHCOs; 5 mM MgCl,; 100 uM PMSF; 1
mM NaF; 100 uM NaVO3;

2 x Assay Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 7,5; 5 mM MgCl,; 1 uM
CaCly; 100 uM NaVvOg; 100 uM Na-Pyrophosphat; 1 mM Na-
Fluorid; 100 uM PMSF

PKC-Peptid: (900 uM) in 50 mM Tris/HCI, pH 7,5 losen.
Phosphatidylserin: 5 mg/ml in Chloroform, bei -20 °C lagern.
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5.7.3 Puffer und Losungen fur SDS-PAGE

Acrylamid-Ldsung
APS

TEMED
Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

1 x Probenpuffer

2 x Probenpuffer

Laemmli-Puffer

30% (w/v) Polyacrylamid; 0,8% (w/v) Bisacrylamid

10% Ammoniumpersulfat in H,O bidest.; Lagerung bei 4 °C.
0,1% N,N,N',N'-Tetramethylendiamin; Lagerung bei 4 °C.

30,3 g Tris-Base; 10 ml 20% (w/v) SDS, pH 6,8 mit HCI
einstellen (ca. 20 ml) und mit H,O auf 500 ml Gesamtvolumen
auffullen; Lagerung bei 4 °C.

90,85 g Tris-Base; 10 ml 20 (w/v) SDS; pH 8,8 mit HCI

einstellen (ca. 125 ml) und mit H,O auf 500 ml
Gesamtvolumen auffillen; Lagerung bei 4 °C.

2,5 ml 1M Tris/HCI, pH 6,8; 1,77 g DTT; 10 ml 10% (w/v) SDS;
0,05 g Bromphenolblau; 5,8 ml 86% Glycerol; mit H,O auf 50
ml auffullen; Lagerung bei -20 °C.

5ml 1 M Tris/HCI, pH 6,8; 1,54 g DTT; 20 ml 10% (w/v) SDS;
0,1 g Bromphenolblau; 11,6 ml 86% Glycerol; mit H,O auf 50
ml auffillen; Lagerung bei -20 °C.

Elektrophorese-Laufpuffer (5fach konzentriert): 15,1 g Tris
und 94 g Glycin werden auf 900 ml mit H,O bidest. aufgefullt,
danach mit 50 ml 10% (w/v) SDS versetzt und mit H,O bidest.
auf ein Gesamtvolumen von 1 | aufgefullt.

5.7.4 Coomassie-Farbung

Proteinfarbelésung

Entfarbel6sung

0,275 g Coomassie Blue R250; 90 ml Methanol:H,O 1:1 (v/v)
Gemisch; 10 ml Eisessig

40% Methanol; 10% Eisessig; 50% H,O

5.7.5 Puffer und Losungen fur Western Blot-Analyse

TBS

TBS-T
TBS-T-Milch
Transferpuffer

ECL-Kit

5.7.6 Inhibitoren

Aprotinin
Benzamidin
Calphostin
Colchizin

Tris-buffered saline: 150 mM NaCl; 25 mM Tris pH 7,4

TBS mit 0,05% (v/v) Tween-20

5% (w/v) Magermilchpulver in TBS-T

192 mM Glycin; 25 mM Tris/HCI, pH 8,3; 20% (v/v) Methanol;
0,1% (w/v) SDS

Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Schweden)

10 mg/ml in 0,01 M Tris/HCI, pH 8,0; bei -20 °C lagern.
0,5 M in 50% Ethanol, bei 4 °C lagern.

1 mM in DMSO, bei -20 °C lagern.

1 mg/ml in Ethanol, bei -20 °C lagern.
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Cytochalasin D
Genistein

G06976

Leupeptin
Monodansylcadaverin

N-Ethylmaleimid
Nocodazol
Pepstatin A
PMA

PMSF
Staurosporine
Taxol

1 mg/ml in DMSO, bei -20 °C lichtgeschtzt lagern.

10 mM in DMSO, bei -20 °C lagern.

1 mM in DMSO, bei -20 °C lichtgeschutzt lagern.

1 mg/ml in H,O bidest., bei -20 °C lagern.

100 mg in 3,97 ml 1 x PBS aufnehmen und tropfenweise konz.
NaCl zugeben, bis es sich I8st (75 mM), bei -20 °C lagern.
0,5 M in Ethanol, bei 4 °C lagern.

10 mM in DMSO, bei -20 °C lagern.

1 mg/ml in Methanol, bei 4 °C lagern.

1 mg/ml in DMSO, bei -20 °C lagern.

100 mM in Isopropanol, bei -20 °C lagern.

1 mg/ml in DMSO, bei -20 °C lagern.

1 mg/mlin DMSO, bei -20 °C lagern.

5.8  Puffer fur die Kopplung von Antikérpern an Latexbeads

Karbonatpuffer
Phosphatpuffer
2% Carbodiimid
Boratpuffer
Ethanolamin

Storagepuffer

0,1 M Na,CO3; werden zu 0,1 M NaHCO3; gegeben, bis der pH
9,6 erreicht ist.

0,02 M Na,HPO, werden zu 0,02 M NaH,PO, gegeben, bis der
pH 4,5 erreicht ist.

2% 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethyl Carbodiimid Hydro-
chlorid wird in Phosphatpuffer geldst. Innerhalb von 15 min
verwenden.

0,2 M Borsaure mit 1 M NaOH auf pH 8,5 einstellen.

20 ul Ethanolamin (2-Aminoethanol) zu 1,3 ml Boratpuffer
geben.

0,1 M NaH,PO, werden zu 0,1 M Na,HPO, gegeben, bis der
pH 7,4 erreicht ist. 20 ml des 0,1 M Phosphatpuffers; 0,88 g
NaCl; 1 g BSA; 5 ml Glycerol und 0,1 g NaN3 auf 100 ml mit
H,O bidest. auffillen. pH auf 7,4 mit HCI oder NaOH einstellen.

5.9 Puffer und Lésungen fur Zellassays

Mowiol

10 x PBS

PBS + Mg®* + Ca**

14 g 86% Glycerol abwiegen, mit 4,8 g Mowiol 4-88 (Hoechst)
und 10 ml H,O ersetzen und mindestens Uber Nacht bei RT
stehen lassen; dann 24 ml 0.2 M Tris/HCI, pH 8,5 zugeben, 30
min bei 50 °C inkubieren und 15 min bei 4.000 rpm
zentrifugieren; Lagerung bei 4 °C.

Phosphate-Buffered Saline: 80 g NaCl; 2 g KCI; 2 g KHPOy;
14,42 g Na,HPO42 H,0O; auf 1 | mit H,O bidest. auffillen, pH
auf 7,3 einstellen und autoklavieren.

Zu 900 ml H,0 bidest. werden unter Rihren 0,5 ml 1 M CacCl,,
100 ml 10x PBS und 1 ml 1 M MgCl, dazugegeben, wobei

diese Reihenfolge unbedingt eingehalten werden muf3; danach
wird die Losung sterilfiltriert.
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2% GA/Hepes

3,7% PFA/Hepes

Saponinlésung

2% (v/v) Glutaraldehyd werden in 0,2 M Hepes gelodst und der
pH auf 7,4 eingestellt; Lagerung bei -20 °C.

Zu 320 ml H,O bidest. werden 14,8 g PFA und 250 pl 1 N
NaOH gegeben, dieses Gemisch wird 30 min bei 55 °C bis 60
°C unter gelegentlichem Schwenken inkubiert, bis es gelost ist,
danach erfolgt die Zugabe von 80 ml 1 M Hepes, pH 7,2 und
800 pl 1 N HCI, der pH sollte zwischen 7,2 und 7,4 liegen (pH-
Papier!); Lagerung bei -20 °C.

1 x PBS+MgZ++Ca2+; 1% (w/v) Saponin einwiegen,
sterilfiltrieren.

5.10 FACS-Analyse

FACS-Puffer
Propidiumjodid
FACS Flow
FACS Rinse
FACS Safe

PBS + Mg®* + Ca®" mit 3% FCS
2,5 mg/ml in Ethanol

(Becton Dickinson)

(Becton Dickinson)

(Becton Dickinson)

5.11 Antikérper und Fluorochrome

5.11.1 Priméare Antikorper

AK 93

AK 213

AK 231

3G10

6.5B5

8G3

10E4

SG/19

Polyklonales Kaninchen Serum gegen ganze Bakterien von N.
gonorrhoeae Stamm MS11 (MPI Tuabingen), 1:100 far
Immunfluoreszenz.

Polyklonales Kaninchen Serum gegen ganze Bakterien von N.
gonorrhoeae Stamm VP1 (MPI, Tubingen), 1:400 fir
Immunfluoreszenz.

Polyklonales Ratten Serum gegen ganze Bakterien von N.
gonorrhoeae Stamm MS11 B2.1 (MPI, Tubingen), 1:200 fur
Immunfluoreszenz.

Monoklonaler Maus 1gG2 Antikérper gegen Heparitinase-
verdaute Proteoglykane(Lories et al., 1989), 1.60 fur Western
Blots.

Monoklonaler Maus 1gG Antikorper gegen ICAM-1 (Dr. D.
Haskard, Hammersmith Hospital, London)

Monoklonaler Maus IgG1 Antikérper gegen Syndekan-4 (David
et al.,, 1992), 1:80 fur Immunfluoreszenfarbungen, 1:200 fir
Western Blots.

Monoklonaler Maus IgM Antikorper gegen HSPGs (David et al.,
1992), 1:100 fur Immunfluoreszenzfarbungen.

Monoklonaler Maus IgG1l Antikbrper gegen humanes [3;-
Integrin (Seikagaku, Tokio, Japan)
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MCA Monoklonaler Maus IgG1l Antikorper gegen Syndekan-1
(Serotec, Oxford, England), 1:100 fur Immunfluoreszenz-
farbungen, 1:200 fur Western Blots.

PKCa Monoklonaler Maus 1gG2b  Antikdrper gegen PKCa
(Transduction Laboratories, Lexington, KA), 1:100 fur
Immunfluoreszenzfarbungen, 1:1000 fur Western Blots.

PKCa Polyklonaler Kaninchen Antikorper gegen PKCa (Dr. C.
Schachtele, Klinik fir Tumorbiologie, Freiburg), 1:500 fur
Western Blots.

PKCy Monoklonaler Maus IgG1 Antikérper gegen PKCy (Transduction
Laboratories), 1:200 fur Immunfluoreszenzfarbungen, 1:5000
fur Western Blots.

5.11.2 Fluorochrome

FITC Phalloidin Stammloésung 0,5 mg/ml Methanol p.a., lichtgeschitzt bei -20
°C aufbewahren, 5 pg/ml einsetzen.

TRSC Phalloidin Stammloésung 0,5 mg/ml Methanol p.a., lichtgeschitzt bei -20
°C aufbewahren, 2,5 pg/ml einsetzten.

Konjugierte sekundare Antikorper wurden von Biorad, Dianova (Hamburg,
Deutschland), JacksonimmunoResearch Laboratories (West Grove, PA), Serotec
(Oxford, England) und Sigma bezogen.

5.12 Chemikalien

Die eingesetzten Chemikalien wurden Uber folgende Firmen (in Klammern
genannt) bezogen:
Agarose (SeaKem), Acrylamid (Serva), Agar-Agar (Difco), Ammoniumperoxodisulfat
(Serva), [PP]JATP (Amersham), Coomassie Brilliant Blue R250 (Serva), DEAE-
Sephacel (Pharmacia), Dithiothreitol und DMSO (Serva), DNA-Marker (New England
Biolabs), Dulbecco's Modified Eagles Medium (GibcoBRL), Dynal RAM IgG1 Cellection
Kit (Dynal), FACSFlow (Becton Dickinson), FCS (Boehringer Mannheim), GC Agar
Base (GibcoBRL), Glukose (Riedel), Glycerol (Roth), G6 6976 (Calbiochem),
Hefeextrakt (Difco), Immersionsdl (Zeiss), IPTG (Serva), Lipofectamin, Lipofectin,
M199 (GibcoBRL), B-Mercaptoethanol (Serva), Methylenblau (Serva), Mowiol 4-88
(Hoechst), N-Octyl-B-D-glucopyronosid (Calbiochem), Nukleotide (Boehringer),
Polyacrylamid und N,N'-Methylen-bisacrylamid (Serva), Polybead Carboxylate
Microspheres @ 1,909 um, (Polysciences Inc.), Protein-G Sepharose 4Cl (Pharmacia),
Proteinmarker (BioRad), Proteose-Peptone (Difco), Rinderserumalbumin (BSA) (Miles
Laboratories), Starke (Difco), Szintillationsflissigkeit Quickszint (Zinsser), TEMED
(Serva), Tris-Base (Roth), Trypton (Difco), Tween 20 (Serva); alle Gbrigen Chemikalien
wurden von Merck, Sigma oder Roth bezogen.
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5.13 Gerate und sonstige Materialien

Folgende Gerate und Materialien (Bezugsquelle in Klamern) wurden
eingesetzt:
Brutschréanke (Buhler, Heraeus, Heinicke, Memmert), Drucker (Macintosh, Hewlett
Packard und Kodak), Dynal MPC E-1 (Dynal), Elektroblot-Apparatur (Biotech-Fischer),
Elektonenmikroskop (Philips), Elektroporationskiivetten (BioRad), Feldemissions-
Scanning Elektronenmikroskop (Hitachi), Fluoreszenzmikroskop (Nikon, Zeiss),
Filtersatze fur Fluoreszenzmikroskopie am Axiovert 35 von Zeiss (Zeiss), FACsort und
Zubehor (Becton Dickinson), Filme fur Farbdiapositive (Kodak und Fuji), Filme fir EM-
Aufnahmen (Agfa), Gasbrenner (Tecnomara und Hanau), Gelapparatur fir
Polyacrylamidgelelektrophorese (BioRad), Gelkammern fir Agarosegele (BioRad),
Glaswaren (Schott), Hamilton-Spritzen (Hamilton Bonaduz AG), Heizblocke (Grant
Instruments), Immunfluoreszenzmikroskop /Konfokales Laser Scanning Mikroskop
(Leica), Kanulen und Einmalspritzen (Becton Dickinson, Braun Melsungen), Kihl- und
Gefrierschranke (Colora, Liebherr), Kivetten (Sarstedt), 3 MM-Papier (Whatman),
Magnetrihrer (Heidolph und Kamag), Mehrkanalpipette (Micronic), Cellcounter
(Scharfe System), Mikroskopische Deckgldschen rund @ 12 mm (Multimed),
Mikrowellenherde (Phillips und Bosch), Milli-Q Ultra Pure Water System (Millipore),
Nitrocellulose-Filter (Millipore, Schleicher & Schuell, Sartorius), Objekttrager 67x26 mm
(Assistent), P81 Papier (Whatman), Papier fir Schwarz/Wei3-Abziige vom Negativ
(Tetenal und lliford), Parafiim (American Can Company), Pasteurpipetten (Brand,
Hirschmann), Plastikwaren (Eppendorf, Falcon, Greiner, Nunc, Sarstedt), fir die
Zellkultur  (Greiner, Nunc), pH-Meter (Radiometer Kopenhagen), Photometer
(Beckmann, Hach), Pipetten (Gilson, Greiner), Pipettierhilfen (Hirschmann), Quiagen-
tip Saulen (Diagen), Rontgenfilme (Fuji, Kodak), Schuttler (Buhler), Spannungsgerate
(Bachhofer, LKB, Fischer, Delta Elektronic), Sterilbank (Gelaire, Heraeus), Sterilpumpe
(Millipore), Szintillationszahler (Beckmann), Taumler (Heidolph), Ultramikrotom (LKB),
UV-Lampen (Benda), Vortex (Bender & Hobein AG), Videolmager (Intas), Waagen
(Sauter, Mettler, Sartorius), Wasserbader (Bachofen, GFL), Wattestadbchen (steril)
(Becton Dickinson), Zentrifugen und Zubehor (Eppendorf, Heraeus, Hermle, Sorvall,
Beckmann), Zeta-Probe-Membran (Biorad)

5.14 Computer und Software
5.14.1 Computer

Apple-Computer Macintosh Quadra 650 fur Erfassung und Auswertung von
FACS-Daten

HP ScanJet 4C

IBM /IBM-Kompatible fir Textverarbeitung, Tabellenkalkulation, Konfokale Laser
Scanning Mikroskopie, graphische Daten- und Bildverarbeitung
und Online-Literaturrecherchen
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5.14.2 Software

Microsoft Word 6.0 und 7.0 fur Textverarbeitung

Microsoft Excel 7.0 fir Tabellenkalkulation

Microsoft Power Point 7.0 fir graphische Datenverarbeitung

Clone Manager 4.0 fur die Erstellung von Plasmidkarten

Leica TCS NT fur Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Adobe Photoshop 4.0 fur graphische Datenverarbeitung und Bearbeitung von
konfokalen Bilddaten

Ovid fur Online-Literaturrecherchen

CellQuest 1.1.1 fur FACS-Messung und Daten-Auswertung

Reference Manager 8.0 fur Erstellung des Literaturverzeichnisses
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6 Methoden

6.1.1 Kultur von Bakterien

6.1.2 Anzucht von Bakterien

Alle Gonokokken werden bei 37 °C/5% CO, inkubiert, E.coli bei 37 °C/2%
COa. E. coli wird auf LB-Platten kultiviert, die bei Bedarf die zur Selektion notwendigen
Antibiotika enthalten. N. gonorrhoeae wird auf GC-Platten kultiviert, die bei Bedarf die
zur Selektion notwendigen Antibiotika enthalten. Gonokokken werden immer
phanotypisch bzgl. Opa selektiert, bevor sie in Infektionsversuchen eingesetzt werden.

6.1.3 Einfrieren von Bakterien

Alle Mikroorganismen werden bei —70 °C gelagert, wobei fur E. coli PPM-
Medium mit 20% Glycerol (v/v) als Einfriermedium verwendet wird. Gonokokken
werden in PPM-Medium mit 20% Glycerol (v/v) suspendiert und sterile Glasbeads mit
dieser Suspension fur ca. 1 min inkubiert, wobei die Bakterien an den Plastikbeads
adhérieren. Die Suspension wird verworfen und die Glasbeads eingefroren.

6.2 Arbeiten mit Zellkulturen
6.2.1 Allgemeines

Die gesamte Arbeit mit den Zellen erfolgt unter einer Sterilbank. Es werden
separate GefalRe, Pipetten und sonstige Gerate verwendet. Glasflaschen fur die
Aufbewahrung von Zellkulturmedien werden mit speziellen Detergenzien gewaschen
und bei 220 °C ausgebacken. Rickstdnde von Reinigungsmitteln sollten nicht in den
Flaschen zuriickbleiben, da diese schon in geringen Konzentrationen fir die Zellen
schadlich sind.

6.2.2 Auftauen von Zellen

Die bei —135 °C gelagerten Zellen werden im 37 °C warmen Wasserbad
aufgetaut und der Inhalt des Kryorohrchens wird in ein kleines PPN-Ro6hrchen
Uberfuhrt. Das PPN-RoOhrchen wird mit Medium aufgefillt, danach erfolgt eine
Zentrifugation fir 5 min bei 500 rpm. Der Uberstand wird verworfen, das Pellet in 6 ml
Wachstumsmedium resuspendiert, die Zellsuspension in eine kleine Zellkulturflasche
(25 cm2) Uberfihrt und bei 37 °C/5% CO,, inkubiert.

6.2.3 Einfrieren von Zellen

Eine konfluente 75 cm’ Flasche wird trypsiniert, die Zellen in Medium
aufgenommen und bei 500 rpm fiir 5 min bei RT abzentrifugiert. Der Uberstand
abgenommen und die Zellen in 1,5 ml Wachstumsmedium mit 20% FCS
resuspendiert. Danach wird langsam 1,5 ml Wachstumsmedium mit 20% FCS/15%
DMSO zugegeben. Jeweils 1 ml Zellsuspension wird in einem Kryoréhrchen
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eingefroren und bei -70 °C gelagert. Nach 24 h werden die Zellen auf -135 °C
Uberfuihrt und dort aufbewahrt.

6.2.4 Kultivierung von Zellen

Zellen werden in Zellkulturflaschen (75 sz) im jeweiligen Wachstumsmedium
kultiviert. Die Inkubation erfolgt bei 37 °C in einer Atmosphéare von 5% CO,. Die
Subkultivierung der Zellen findet alle zwei bis drei Tage statt. Dazu werden die Zellen
nach Entfernung des alten Kulturmediums mit 1 ml einer auf 37 °C vorgewarmten
Trypsinlésung gewaschen, um abgestorbene Zellen und Mediumreste zu entfernen.
Anschliel3end erfolgt fir einige Minuten eine Inkubation in ca. 1 ml Trypsinldsung bei
37 °C. Die Ablosung der Zellen wéhrend der Inkubationszeit wird mikroskopisch
kontrolliert. Anschliel3end wird je nach gewiinschter Zelldichte Medium zugegeben,
wobei die Zellen vorsichtig abgespult und durch mehrmaliges Aufziehen in einer
sterilen Plastikpipette vereinzelt werden. Das noch vorhandene Trypsin wird durch die
im Serum vorhandenen Proteine inaktiviert. Die Zellen werden in neuen
Zellkulturflaschen ausgesat.

6.2.5 Behandlung von Deckglaschen

Die Deckglaschen werden zweimal in Aceton gewaschen und dann in einem
glasernen Becherglas verteilt. Das Sterilisieren erfolgt fir 4 h bei 180 °C.

6.2.6 Trypanblau Farbung

Die Zellen werden fur 5 min mit 0,175% Trypanblau inkubiert, danach einmal
mit PBS gewaschen und mikroskopiert. Da die Zellmembran von toten Zellen
permeabilisiert ist, nehmen sie das Trypanblau auf und kénnen von lebenden Zellen
unterschieden werden.

6.2.7 Transfektionen

Die Zellen werden in einer 6-Well Platte am Tag vorher ausgesat, so daf3 sie
60-70% konfluent sind. Fur jede Transfektion werden 1,25 pg DNA in 1 ml serumfreien
OPTIMEM gelést, ebenso 20 pl Lipofectamin Reagenz. Beide Losungen werden
vorsichtig gemischt und fir 15 min bei RT inkubiert, damit sich DNA-Liposomen
Komplexe bilden kénnen. Die Zellen dreimal mit serumfreiem OPTIMEM waschen,
dann mit der DNA-Liposomen L6sung uberschichten und fir 6 h bei 37 °C/5% CO,
inkubieren. Die Transfektion wird durch Zugabe von 1 ml OPTIMEM mit 10% FCS
abgestoppt. Nach 48 h wird mit der Selektion durch Hygromycin B (200 pg/ml)
begonnen. Zellen, die nicht transfiziert wurden, sterben innerhalb der nachsten zwei
bis vier Wochen ab, wahrend die transfizierten Zellen hochwachsen.

Fur transiente Transfektionen werden die Zellen einen Tag vorher in einer 24-
Well Platte ausgeséat. Folgenden Mengen werden fir die Transfektion eingesetzt: 200
ng DNA, 4 ul Lipofectamin und jeweils 200 ul OPTIMEM.
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6.2.8 Selektion von Zellen Uber Magnetbeads

Die Dynabeads werden sorgféltig gemischt und pro Ansatz 15 pl Dynabeads in
ein Eppendorfgefal3 geben. Das Eppendorfgefal? wird fir 2 min in den Dynal MPC
gestellt, der Uberstand abgenommen und die Dynabeads in 1 ml RPMI mit 1% FCS
resuspendiert. Danach den Waschschritt nochmals wiederholen. Die Dynabeads in 30
ul RPMI/1% FCS resuspendieren und fur 30 min bei RT mit dem zu koppelnden
Antikorper rollend inkubieren. Die gekoppelten Beads dreimal Gber den Dynal MPC
waschen, um nicht gebundenen Antikorper zu entfernen.

Die Zellen einer konfluenten 75 cm? Flasche werden mit PBS/2 mM EDTA
abgelost, in RPMI mit 1% FCS aufgenommen und bei 500 rpm fir 5 min
abzentrifugiert. Das Zellpellet wird in 500 pl RPMI/1% FCS resuspendiert und die
Zellen zu den Antikdrper gekoppelten Dynabeads geben. Fir 15 min bei 4 °C rollend
inkubieren. Die Dynabead-tragenden Zellen so lange Uber den Dynal MPC waschen,
bis alle Zellen entfernt sind, die keine Dynabeads tragen, die Kontrolle erfolgt Giber das
Mikroskop.

Die Dynabeads kénnen aufgrund eines DNA-Linkers von den Zellen entfernt
werden. Dazu werden die Zellen mit 4 pl (200 U) DNase fur 15 min bei 37 °C rollend
inkubiert. Die Zellen wieder tiber den Dynal MPC waschen, allerdings den Uberstand
aufheben, da dieser die Zellen enthalt.

6.3 Arbeiten mit DNA

6.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA (Mini-Prap)

Eine Viertel Platte einer UN-Kultur wird mittels eines Wattestabchens in einem
Eppendorfgefald in 350 ul P1-Puffer resuspendiert, mit 300 ul Puffer P2 gemischt und
bei RT 5 min inkubiert. Nach Zugabe von 300 pl eiskaltem P3-Puffer wird durch
Invertieren gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Es folgt eine Zentrifugation fur 30
min bei 13.000 rpm/RT, die sofortige Abnahme des Uberstands und die Prazipitation
der DNA mit 0,7 Volumen Isopropanol. Nach der Zentrifugation ftir 20 min bei 13.000
rpm/RT wird das DNA-Pellet mit 0,5 ml Ethanol gewaschen, bei 37 °C im Heizblock
getrocknet und in 50 pl H,O bidest. aufgenommen.

6.3.2 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus E.coli mit Qiagen-
Saulen (Midi-Préap)

50 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum werden mit einer
Bakterienkultur angeimpft und UN bei 37 °C/225 rpm geschiittelt. Die Bakterien
werden 10 min bei 6000 rpm/RT in einem SS34 Sorvall-Rotor zentrifugiert und das
Zellpellet in 4 ml Puffer P1 resuspendiert. Nach Zugabe von 4 ml Puffers P2 wird der
Ansatz vorsichtig durch Invertieren des Rohrchens gemischt und fir 5 min bei RT
inkubiert. Das durch die alkalische Lyse erhaltene Zellysat wird anschlie3end zur
Neutralisation mit 4 ml eisgekuhltem Puffer P3 versetzt und 15 min auf Eis gestellt. Es
folgt eine Zentrifugation von 30 min bei 15.000 rpm/4 °C im oben erwdhnten Rotor; der
resultierende Uberstand wird dann nochmals unter denselben Bedingungen 15 min
zentrifugiert. Der Uberstand dieser zweiten Zentrifugation wird auf eine mit 4 ml QBT-
Puffer aquilibrierte Qiagen tip 100 Saule gegeben. Nach dem Durchlauf der Probe wird
die Saule zweimal mit je 10 ml Puffer QC gewaschen, bevor die DNA mit 2,65 ml
Puffer QF eluiert wird. Die Prazipitation erfolgt durch Zugabe von 0,7 Volumen
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Isopropanol bei RT mit anschlielBender Zentrifugation flr 20 min bei 13.000 rpm in der
Eppendorfzentrifuge. Nach dem Waschen des Pellets mit 70% Ethanol wird die DNA
bei 37 °C getrocknet und in 100 pl H,O bidest. aufgenommen. Anschlie3end erfolgt
eine DNA-Konzentrationsbestimmung.

6.3.3 DNA-Féallung mit Ethanol

Diese Methode wird zur Konzentrierung und Entsalzung DNA-haltiger
Losungen angewendet. Alle Schritte werden bei RT durchgefuhrt, da bei 4 °C
zusétzlich noch Proteine geféllt werden. Die DNA-L6sung wird mit 1/10 Volumen einer
3 M Natriumacetat-Lésung, pH 5,2 und dem 2,5fachen Volumen Ethanol versetzt, kurz
gevortext und 25 min bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Das Pellet
wird mit 70% Ethanol gewaschen, danach bei 37 °C getrocknet und dann in dem
gewulnschten Volumen H,O aufgenommen.

6.3.4 DNA-Fallung mit Isopropanol

Eine gepufferte DNA-LOsung wird mit 0,7 Volumen Isopropanol gemischt und
dann 20 min bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert, das Pellet
anschlie@end mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen, 5 min bei 37 °C im Heizblock
getrocknet und in H,O aufgenommen. Diese Methode fallt weniger Salze als die
Ethanolfallung. Enthélt die DNA-LOsung keine Salze, ist vor der Fallung mit
Isopropanol 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat, pH 5,2 zur Lésung hinzuzugeben.

6.3.5 Analytische Gelelektrophorese von DNA

In dieser Arbeit wurden horizontale Gele mit einer Agarosekonzentration
zwischen 0,8 und 1,2% (w/v) verwendet. Bei analytischen Gelelektrophoresen wird die
Agarose durch Aufkochen in 1 x TBE gel6st und nach dem Abkihlen auf etwa 50 °C in
eine Gelkassette gegossen, in die zur Aussparung der Probentaschen ein Kamm
eingesetzt worden ist. Vor dem Auftragen werden die DNA-Proben mit 1/5 Volumen
des Probenpuffers 5 x GEBS gemischt. Nach der 1 bis 2 h dauernden Auftrennung
(80-100 V), bei der 1 x TBE als Laufpuffer verwendet wird, erfolgt die Farbung in einer
Ethidiumbromidldsung (10 pg/ml) fir 15 min Nach dem Entfarben fur 10 min in H,O
werden die DNA-Banden durch Bestrahlung mit UV-Licht mit einer Wellenlange von
254 nm sichtbar gemacht und anschlie3end fotografiert.

6.3.6 Praparative Gelelektrophorese von DNA

Fur praparative Gelelektrophoresen zur Fragmentisolierung werden ebenfalls
Agarosegele verwendet. Im Unterschied zu den analytischen Gelen wird jedoch die
Agarose in 1 x TAE gel6st, wobei dieser Puffer auch als Laufpuffer verwendet wird. Je
nach Probenmenge werden die Taschen durch Abkleben der Zwischenrdume
einzelner Zahne des Kamms vergrofRert. Die DNA-Banden werden entweder durch
Farben mit Ethidiumbromid fur 15 min oder mit Methylenblau-Lésung (0,1% v/v) fir 5
min und anschlieBendem Entfarben in H,O bidest. sichtbar gemacht und mit Hilfe
eines Skalpells aus dem Gel ausgeschnitten. Die Isolierung der DNA erfolgt durch
Verwendung des Geneclean-Kits (siehe b.3.7].
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6.3.7 Elution der DNA aus Agarose mittels Geneclean-Kit

Diese Methode eignet sich zur schnellen und effizienten Elution von DNA-
Fragmenten zwischen 500 bp und 8 kbp aus TAE-Agarosegelen. Das aus dem
praparativen Agarosegel ausgeschnittene Gelblockchen mit der zu isolierenden DNA-
Bande wird gewogen, mit der dreifachen Menge einer 6 M Natriumjodid-L6sung
versetzt und bei 55 °C geschmolzen. Anschlieend werden 6 pul Glasmilch
(Silicamatrix) zugegeben, der Ansatz grindlich gemischt und fir 10 min auf Eis
gestellt. Die Glasmilch mit der daran gebundenen DNA wird 7 Sek. in der
Tischzentrifuge pelletiert, der Uberstand verworfen und das Pellet dreimal mit je 500
New Wash gewaschen. Die Elution der DNA von der Glasmilch erfolgt durch
Zentrifugation fir 1 min bei 13.000 rpm, der Aufnahme des Pellets in 8 pl H,O und
anschlieBender 10minutiger Inkubation bei 50 °C. Dieser Elutionsschritt wird einmal
wiederholt und die vereinigten Elutionstibersténde werden erneut fir 2 min bei 13.000
rpm zentrifugiert, um die letzten Reste von Glasmilch zu entfernen.

6.3.8 Restriktion von DNA

Restriktionen fur analytische Zwecke werden in einem Volumen von 20 pl
durchgefihrt. Puffer und Reaktionsbedingungen richteten sich nach den Angaben der
Herstellerfirmen der entsprechenden Restriktionsenzyme. Die DNA-Menge betragt 0,1
bis 0,5 pg DNA pro Ansatz, wobei in der Regel 5 U Restriktionsenzym eingesetzt
werden. Alle Restriktionen finden bei 37 °C statt, die Zeitdauer betragt 1 h bis UN. Die
Reaktionen werden durch Zugabe von 1/5 Volumen 5 x GEBS gestoppt.

Restriktionsverdaus fur praparative Zwecke werden in einem Gesamtvolumen
von 100 pl durchgefiihrt, die DNA Mengen liegen hierbei bei 1 bis 3 pg DNA, von den
Enzymen werden zwischen 20 und 40 U eingesetzt. Der Verdau wird fir 2 bis 3 h bei
37 °C inkubiert.

Wird ein Restriktionsverdau mit zwei Restriktionsenzymen durchgefihrt, so
sollte, falls nicht derselbe Puffer verwendet werden kann, vor dem zweiten
Restriktionsverdau eine Zentrifugationsentsalzung durchgefiihrt werden (siehe ,
ggf. sollten die Restriktionsenzyme durch 20minitige Erhitzung auf 70 °C zuvor
hitzeinaktiviert werden.

6.3.9 Zentrifugationsentsalzung

Diese gelchromatographische Methode dient dem Entfernen
niedermolekularer Bestandteile (z.B. Salze, SDS, Farbstoffen, sehr kleinen DNA-
Fragmenten) aus DNA-LOsungen. In den Boden eines hohen 05 ml
Eppendorfgefales wird mittels einer glihenden Kanule ein kleines Loch gestochen.
Zur Abdichtung werden in das Eppendorfgefald ca. 30 pl silikonisierte Glaskugelchen
gegeben, das Eppendorfgefal? dann mit 400 ul Sephacryl 250 aufgefullt. Das so
entstandene "Saulchen” wird in den durchbohrten Deckel eines 1,5 ml
Eppendorfgefal3es gesteckt, die gesamte Anordnung in der Hermle-Zentrifuge 2 min
bei 2.000 rpm/RT zentrifugiert (hierbei dient das groRe Eppendorfgefald als
AuffanggefalR fur zu verwerfende Losungen), das Séulchen unter erneuter
Zentrifugation dann mit 100 pl H,O bidest. gewaschen. Das gewaschene Saulchen
wird auf ein steriles 1,5 ml Eppendorfgefa? umgesteckt und die Probe auf die
Saulenmatrix aufgetragen. Nach erneuter Zentrifugation bleiben die abzutrennenden
Substanzen in der Saule zurtick, die gereinigte DNA-LOsung wird im Eppendorfgefal}
aufgefangen.
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6.3.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationen wurden in dieser Arbeit in einem Gesamtvolumen von 15 pli
angesetzt und die Inkubation erfolgte UN im Wasserbad bei 14 °C. Das molare
Verhaltnis von Insert zu Vektor betrdgt 5:1 und es wird 1 pl T4-Ligase (1 U/ul)
eingesetzt.

6.3.11 Plasmidubertragung in E. coli

6.3.11.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli

500 ml LB-Medium wird mit 5 ml einer UN-Kultur angeimpft und bei 37 °C im
Schuttler bis zu einer ODgoo von 0,5 bis 1,0 herangezogen (4 bis 6 h). Nach einer
15minutigen Inkubation auf Eis werden die Zellen in einem Sorvall-GS3-Rotor 15 min
bei 6.000 rpm/4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wird in 500 ml eisgekiihltem sterilem
H,O resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach der Resuspension in 500 ml
eisgekuhltem, sterilem H,O und anschlie3ender erneuter Zentrifugation wird das Pellet
in 1,5 ml eisgekuhltem, sterilem und destilietem H,O mit 10% (w/v) Glycerol
resuspendiert, was einer 50 bis 100fachen Konzentration der Ausgangskultur
entspricht. Die Zellen werden in 40 pl Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei —70 °C gelagert. Die Waschschritte sind notwendig, um die Salzkonzentration
und damit die Leitfahigkeit der Zellsuspension herabzusetzen.

6.3.11.2 Elektroporation

Die kompetenten Zellen werden auf Eis aufgetaut und mit 1 pl der zu
transformierenden Plasmid-DNA auf Eis gemischt und mindestens 5 min auf Eis
inkubiert. Danach wird der Ansatz in eine eisgekihlte Transformationsktvette (0,2 cm,
BioRad, Cambridge) uberfuhrt. Die Elektroporation wird in einem Gene Pulser der
Firma BioRad bei 2,5 kV, 25 pF und 200 Q mit einem Puls von 4 bis 5 ms
durchgefihrt. Unmittelbar danach werden die Zellen in 1 ml vorgewarmtem LB-
Medium resuspendiert und zur Auspragung der Resistenzen in einem 10 ml PPN-
Rohrchen fir 1 h bei 37 °C/225 rpm im Schttler inkubiert. Anschliel3end werden 100
ul und 900 pl des Ansatzes auf Selektionsplatten ausplattiert und UN bei 37 °C
inkubiert.

6.3.11.3 Herstellung transformationskompetenter E. coli nach der CacCls,-
Methode

Eine Kolonie von E. coli wird in 5 ml LB-Medium UN bei 37 °C inkubiert. 400
ml LB-Medium werden mit 4 ml der UN-Kultur angeimpft und bei 37 °C bis zu einer
ODggo von 0,375 unter guter Belluftung kultiviert. Die Flissigkultur wird in vorgekuihlte
SS34 Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und fir 10 min auf Eis inkubiert. Alle folgenden
Inkubations- und Zentrifugationsschritte finden bei 4 °C statt. Nach dem Ernten der
Bakteriensuspension durch Zentrifugation fir 7 min bei 3.000 rpm mit dem SS34-Rotor
wird jedes Pellet in 10 ml kalter 100 mM CaCl,-L6sung resuspendiert und erneut fir 5
min bei 2.500 rpm zentrifugiert. Dieser Waschschritt wird zweimal wiederholt, wobei
das Pellet nach der letzten Zentrifugation in 2 ml CaCl,-L6ésung resuspendiert wird.
Nach anschlieRender 30mindtiger Inkubation kénnen 200 pl Aliquots schockgefroren
und bei —70 °C gelagert werden.
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6.3.11.4 Transformation von E. coli nach der CaCl,-Methode

Fur die Transformation werden 100 ul der kompetente Zellen aufgetaut und
mit 10 bis 15 pl der zu transformierenden DNA (Mini-Prap- oder Midi-Prap-DNA)
versetzt und das Gemisch mindestens fur 10 min auf Eis inkubiert. Zur Aufnahme der
DNA durch die Bakterien wird ein Temperaturschock bei 42 °C fur 90 Sek.
durchgefihrt, danach wird zu jedem Ansatz 1 ml LB-Medium hinzugefiigt und fir 1 h
im Schattler bei 225 rpm/37 °C inkubiert. Im Anschlufd daran wird fir 5 min bei 5.000
rpm zentrifugiert, das Pellet in 100 pl LB-Medium aufgenommen und auf
Selektionsplatten ausplattiert. Die Inkubation erfolgt UN bei 37 °C.

6.3.12 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde in dieser Arbeit zur Erstellung von Genfragmenten fiur die
Klonierung benutzt. Die Reaktionen werden in einem Volumen von 100 pl angesetzt,
wobei nach folgendem Pipettierschema vorgegangen wird:

10 x Puffer 10

MgCl; (2 mM) 4 ul

dNTP (1,25 mM) 16 ul
Template-DNA max. 100 ng
Primer (50 pmol/ul) jeweils 1 pl
Tag-Polymerase (5 U) 1l

ad 100 pl H,O bidest

Jeweils 100 pl Reaktionsansatz wird in einem PCR-Eppendorfgefald vorgelegt
und auf Eis gehalten. Nach Uberfiihrung der PCR-Reaktionsgefale in den Thermo
Cycler wird die Reaktion mit folgenden Parametern gestartet: Einmalige Erhitzung der
Proben fur 10 Sek. auf 94 °C zur Denaturierung der DNA, Anlagerung der Primer fur
10 Sek. bei der, den Primern entsprechenden annealing Temperatur,
Polymeraseschritt bei 72 °C, wobei hier pro kbp 30 Sek. zu rechnen sind. Nach Ablauf
von 30 Zyklen werden die Proben 2 min auf 72 °C gehalten, um nicht abgeschlossene
Reaktionen zu beenden. Im Anschlufd werden die Proben auf 4 °C gekuhlt.

6.4  Arbeiten mit Heparansulfat-Proteoglykanen (HSPGSs)
6.4.1 Vorbereitung des Saulenmaterials

Das DEAE-Sephacel Séaulenmaterial wird in der zweifachen Menge an
Zellwaschpuffer gel6st und Gber Nacht bei 4 °C auf dem Taumler inkubiert. Die DEAE-
Sephacel Korner sedimentieren lassen, den Puffer verwerfen, durch neuen Puffer
ersetzen und nochmals fir 15 min auf dem Taumler inkubieren. Den Puffer wiederum
abnehmen und durch frischen Puffer ersetzten. Das Saulenmaterial bei 4 °C
aufbewahren.

6.4.2 Isolierung von Heparansulfat-Proteoglykanen aus kultivierten Zellen

Die Isolierung erfolgt nach dem Prinzip der lonenaustauschersaule. Als Saule
wird eine entleerte Qiagen tip 20 verwendet. Von 4 blauen Spitzen wird die Kappe
abgeschnitten und diese auf die Qiagen tip 20 gesetzt. Fur die Isolierung der HSPGs
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wird jeweils eine 175 cm? Zellkulturflasche der entsprechenden Ziellinie bendétigt, die
gesamte Aufarbeitung erfolgt bei 4 °C. Das Medium der konfluent gewachsenen Zellen
wird verworfen und die Zellen dreimal mit 10 ml Zellwaschpuffer gewaschen. Der
Zellwaschpuffer wird moglichst vollstandig abgenommen, jeweils 3 ml des
Extraktionspuffers zu den Zellen gegeben und die Zellen fir 20 min bei 4 °C auf einem
Taumler inkubiert. Die Zellreste werden mit einem Zellschaber (rubber policeman)
abgeschabt und mit dem Extraktionspuffer in ein 10 ml Corex-Réhrchen tberfuhrt. Die
Zellkulturflaschen werden mit 3 ml Extraktionspuffer gewaschen, die Zellreste ein
weiteres Mal abgeschabt und die Suspension ebenfalls in das Corex-Rdhrchen
Uberfuhrt. Nach einer Zentrifugation fir 10 min bei 4.000 rpm/4 °C in der Sorvall-
Zentrifuge wird mit dem Uberstand eine Gesamtproteinbestimmung nach Bradford
(siehe durchgefiihrt. Gleiche Mengen an Protein werden mit 1.5 ml DEAE-
Sephacel fur 1 h bei 4 °C auf dem Taumler inkubiert, wobei die R6hrchen waagrecht
gelagert werden. Die aufgeschwemmte S&ulenmatrix wird auf die Saulen aufgebracht
und nach dem Durchlauf des Uberstandes wird die Saule mit 8 ml Saulenwaschpuffer
gewaschen. Die Proteoglykane werden mit 5 ml Elutionspuffer von der S&ule eluiert
und in einem 30 ml Corex-Rdhrchen aufgefangen. Als Prazipitierhilfe werden zu der
Losung 50 pg/ml Chondoritinsulfat C hinzugegeben, anschlieBend werden die
Proteoglykane mit 15 ml Ethanol absolut (-20 °C) geféllt. Der Ansatz wird 30 min auf
Eis inkubiert und dann 30 min bei 5.000 rpm/4 °C in der Sorvall-Zentrifuge
abzentrifugiert. Die Uberstande werden verworfen, die Rohrchen mit Kleenextiichern
ausgewischt und die Pellets luftgetrocknet. Die Proteoglykan-Pellets werden jeweils in
1 ml Heparitinase-Puffer aufgenommen. Die Proben kdnnen nach diesem Schritt bei —
70 °C tiefgefroren werden.

6.4.3 Heparitinase-/Chondroitinase ABC-Verdau

Dieser Verdau schlief3t sich an die Extraktion von Proteoglykanen an (siehe
6.4.2). Der Verdau dient der Entfernung der Glukosaminoglykan-Seitenketten
(Heparansulfate und Chondroitinsulfate) von den Proteoglykanen. Nur dadurch ist es
maoglich, die Proteoglykane als definierte Bande auf dem Western Blot zu sehen.

Zu den in Heparitinase-Puffer geldsten Proteoglykanen werden je 1,25 muU
Heparitinase und 62,5 mU Chondoritinase ABC gegeben. Nach einer zweistiindige
Inkubation bei 37 °C im Wasserbad wird die gleiche Menge an Enzym nochmals
hinzugegeben und der Ansatz fur weitere 2 h im Wasserbad inkubiert. Der Ansatz wird
in 10 ml Corex-Rohrchen Uberfuhrt und die Proteoglykane mit 2 ml Aceton absolut (-20
°C) geféllt. Nach 30 min Inkubation auf Eis erfolgt eine Zentrifugation flr 15 min bei
10.000 rpm/4 °C in der Sorvall-Zentrifuge. Der Uberstand wird verworfen, nochmals 2
ml 50% Aceton (eiskalt) zugegeben und ein weiteres Mal zentrifugiert. Der Uberstand
wird wieder verworfen, das Réhrchen mit Kleenextiichern ausgewischt und die Pellets
luftgetrocknet. Nach Abdampfen des Acetons wird das Pellet in 50 pl PBS geldst, 50 pl
2x SDS-Probenpuffer hinzugegeben und eingefroren. Fir Western Blots erwiesen sich
Proben zwischen 3,5 pl und 10 pl als ausreichend.

6.4.4 Immunprazipitation von Syndekan-4

Die Zellen von zwei konfluenten 75 cm? Flaschen werden mit insgesamt 3 ml
Lysepuffer abgeschabt und fir 30 min bei 4 ° C auf dem Rotor inkubiert. Alle weiteren
Schritte werden bei 4 °C durchgefihrt. Es erfolgt eine Zentrifugation fir 5 min bei 1000
rom und die Inkubation des Uberstandes fiir 30 min mit Protein G Sepharose.
Zentrifugation und Bestimmung des Proteingehalts (siehe . Gleiche
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Proteinmengen werden mit 3 pg 8G3 Antikdrper fur 3 h inkubiert. Zugabe von 30 pl
Protein G-Sepharose und Inkubation fur 2 h Danach erfolgen fiinf Waschschritte mit
jeweils 1 ml Lysepuffer, dazwischen wird fir 5 min bei 1.000 rpm zentrifugiert. Am
Schluf3 wird das Pellet in 30 pl 2 x Probenpuffer aufgenommen.

6.4.5 Proteinbestimmung (Bradford, 1976)

Zur Bestimmung der Proteinmenge in einem Lysat mul3 vorab eine Eichkurve
mit bekannten Proteinproben erstellt werden. Dazu wird eine Stammlésung von 1
mg/ml BSA in dem jeweiligen Puffers hergestellt, um eine Verdinnungsreihe mit BSA
zu erstellen. Die Proben werden auf gleiches Volumen eingestellt. Nach Zugabe von 1
ml Bradford-Reagenz (BioRad) werden sie gevortext, mindestens 5 min inkubiert und
die ODsgs am Spektralphotometer bestimmt. Danach kann eine Eichkurve -
ODsgs/Konzentration BSA - erstellt werden.

Ebenso wie mit den BSA-Proben wird auch mit den zu bestimmenden Proben
verfahren. Mittels der photometrisch bestimmten ODsgs kann in der Eichkurve die
Proteinkonzentration abgelesen werden.

6.4.6 PKC-Overlay Assay (Hyatt et al., 1990)

Nach dem Blotten von isolierten HSPGs auf Nitrozellulose wird der Blot mit 5%
TBS-T Milch fur 1 h rollend blockiert. Danach wird der Blot mit 1 pug/ml gereinigter PKC,
20 pg/ml Phosphatidylserin, 50 mM Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, 1,2 mM
CaCl, und 1 mM EGTA in TBS-T mit 1% BSA Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Danach
wird der Blot mit 0,1 mM CacCl, in TBS-T dreimal gewaschen. Die Detektion erfolgt
durch Inkubation mit anti-PKCa Antikorper sowie einem sekundéaren, Peroxidase-
konjugierten Antikorper.

6.5 Arbeiten mit Protein Kinase C (PKC)

6.5.1 PKC-Isolierung aus verschiedenen Fraktionen (Chun et al., 1996)

Die Zellen werden einen Tag vorher in einer 100 mm Schale konfluent
ausgesat. Nach zweimaligem Waschen mit kaltem PBS werden die Zellen in 1 ml
Puffer A abgekratzt und fur 3 x 15 Sek. mit Ultraschall behandelt (Stellung 3). Durch
eine Zentrifugation in der Ultrazentrifuge bei 50.000 rpm/4 °C im TLA-100.3 Rotor fir 1
h werden die Membranen und die unldslichen zytoskelettalen Bestandteile pelletiert,
der Uberstand entspricht der zytosolischen Fraktion. Von dieser wird eine
Proteinbestimmung durchgefiihrt (siehe [6.4.5) und der Uberstand mit TCA gefallt
(siehe . Die Membranproteine werden durch eine Inkubation fir 30 min bei 4 °C
mit Puffer B extrahiert. Danach wird fir 15 min bei 4 °C in der Eppendorfzentrifuge
zentrifugiert. Der Uberstand entspricht der I6slichen Membranfraktion und wird
ebenfalls durch TCA gefallt, das Pellet entspricht der unléslichen Fraktion und wird in
15 pl Puffer C gel6st.

6.5.2 PKC Peptid Assay (Chakravarthy et al., 1991)

Die membranassoziierte PKC Aktivitat wird direkt in isolierten Membranen
nachgewiesen, indem der Einbau von radioaktivem [32P]-ATP in ein PKC-selektives
Peptid-Substrat gemessen wird. Die Zellen werden einen Tag vorher in einer 35 mm
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Schale konfluent ausgesat. Nach dem dreimaligen Waschen mit kaltem PBS werden
die Zellen abgeschabt und in 1 ml kaltem Lysepuffer aufgenommen. Alle weiteren
Schritte erfolgen bei 4 °C. Die Zellen werden fur 2 min lysiert und 2 min gevortext.
Nach der Zentrifugation bei 2.800 rpm fur 5 min in der Eppendorfzentrifuge pelletieren
die Nuklei und unlysierte Zellen. Der Uberstand wird fir 20 min bei 16.000 rpm im
SS34 Rotor zentrifugiert, wodurch die Membranen pelletieren. Das Pellet wird in 150 pl
2 x Assay-Puffer aufgenommen, resuspendiert und gevortext. Ein 50 ul Aliquot (4-6
pg) wird mit 10 pl Peptid-Substrat (900 uM) gemischt und mit 2 x Assay-Puffer auf 90
ul aufgefullt. Es erfolgt die Zugabe von 10 ml 50 mM [32P]-ATP und die Inkubation ftr
10 min bei 25 °C. Die Reaktion wird durch die Zugabe von 10 ul 5% Essigsaure
abgestoppt. Nach der Zentrifugation fir 5 min bei 4 °C werden die Proben auf Eis
gestellt. 90 pl Reaktionsansatz werden auf P81 Whatman Papier getropft und zweimal
fur 10 min mit 5% Essigsaure rollend inkubiert. Danach erfolgt die Zugabe von
Szintillationsflussigkeit und die Messung der Inkorporation im Szintillationszahler.

6.5.3 TCA-Féllung

TCA mit einer Endkonzentration von 10% wird zu dem zu féallenden Lysat
gegeben. Das Lysat wird fir 30 min bei 4 °C inkubiert und anschliel3end in der
Eppendorfzentrifuge fur 10 min bei 13.000 rpm/4 °C zentrifugiert. Das Pellet wird mit
kaltem Aceton gewaschen, nochmals zentrifugiert und luftgetrocknet. Aufnahme in 2 x
Probenpuffer. Wenn sich der Probenpuffer gelblich verfarbt, muf? mit einem in
Ammoniak getrAnkten Wattestdbchen, das ins Eppendorfgefald gehalten wird, ein
Farbumschlag herbeigefihrt werden.

6.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli,
1970)

Proteine werden aufgrund ihrer Grol3e mittels SDS-PAGE getrennt, wobei das
Detergenz SDS alle nicht-kovalenten Bindungen zerstort. Durch seine Anlagerung an
die Proteine diese eine negative Ladung und bewegen sich proportional zu ihrer
Masse im Polyacrylamidgel.

Die Polyacrylamid-Konzentration der Sammel- und Trenngele richtet sich nach
der GroRe der zu untersuchenden Proteine, wobei bei kleinen Proteinen
hochprozentige Gele verwendet werden.

Es wird das vertikale Minigelsystem von BioRad verwendet, wobei fir zwei
Gele folgende Mengen pipettiert werden:

Sammelgel 8% 10% 12,5% Trenngel
H,O [ml] 3,9 3,33 2,66 1,63
Trenngelpuffer [ml] 2 2 2

Sammelgelpuffer [ml] 0,63
30% Acrylamidlésung [ml] 2,13 2,66 2,93 0,38
TEMED [pl] 10 10 10 10
10% APS [ul] 40 40 40 17,5

Das Trenngel wird nach Zugabe von TEMED und APS zwischen zwei, mit
70% Ethanol entfettete Glasplatten gegossen und mit Isopropanol ca. 0,5 cm hoch
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Uberschichtet. Nach der Polymerisation wird Isopropanol mit H,O entfernt und das
Sammelgel Gber das Trenngel gegossen, wobei zur Aussparung von Probentaschen
ein Kamm in das Sammelgel vor dessen Aushartung eingesetzt wird. Nach Abnehmen
des Kamms werden die Probentaschen mit H,O bidest. ausgespiilt, das Gel in die
Gelkammer eingesetzt und in 1 x Laemmli-Puffer getaucht. Nach dem Auftragen der
Proben erfolgt die Auftrennung bei einer Spannung von 140 V.

6.7 Western Blot

Nach der Proteinauftrennung durch SDS-PAGE wird das Gel aus der
Elektrophoreseapparatur genommen und das Sammelgel entfernt. Der Transfer der
Proteine auf eine PVDF- Nitrozellulose- oder Zeta-Probe-Membran (fur
Heparansulfate) erfolgt in einem Semi-Dry Verfahren.

Dazu werden auf einer Graphitanode zwei dicke und ein dinnes, in
Transferpuffer getréankte Whatmanfilter, die ebenfalls in Transferpuffer getrankte
Membran, das Trenngel und nochmals zwei dicke und ein dinner Whatmanfilter
Ubereinander gelegt. Hierbei ist zu beachten, dal3 sowohl die Whatmanfilter als auch
die Membran auf die Gro3e des Trenngels zugeschnitten werden. Nach sorgfaltiger
Entfernung aller Luftblasen zwischen den Schichten wird die zweite Graphitanode auf
den Stapel gesetzt. Der Proteintransfer erfolgt fur 1,5 h bei einer Stromstarke von 2
mA/cm? Membran. Nach Beendigung des Blots wird das Polyacrylamidgel zur
Ermittlung der Effizienz des Proteintransfers mit Coomassie gefarbt (siehe [6.8.1). Die
Membran wird zur Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen 1 h bei RT auf dem
Taumler in 10 ml TBS-T-Milch inkubiert.

6.8  Proteindetektionen
6.8.1 Coomassie-Farbung von Proteingelen

Zur Fixierung und Anfarbung wird das Gel fur ca. 15 min in Coomassie-
Farbeldsung geschittelt und UN auf dem Schiittler in Entfarbelésung entfarbt.

6.8.2 Spezifische Markierung von Proteinen mit Antikdrpern

Nach der Blockierung wird die Membran mit dem priméaren Antikorper UN bei 4
°C inkubiert. Danach wird einmal in TBS-T Milch und dreimal in TBS-T fur jeweils 5 min
bei RT gewaschen. Die darauffolgende Inkubation mit dem sekundaren Antikorper
(verdinnt in TBS-T-Milch) erfolgt bei RT fur mindesten 2 h Es folgen drei
Waschschritte von mindestens 10 min mit TBS-T bei RT. Fur alle Inkubationen und
Waschschritte wird ein Taumler benutzt.

6.8.3 Proteindetektion durch Chemolumineszenz

Die Detektion des sekundaren, Meerrettich-Peroxidase gekoppelten
Antikdrpers erfolgt durch den ECL-Kit der Firma Amersham, der sich ein
Luminolsystem zunutze macht. Durch die Oxidation von Luminol in Gegenwart von
Wasserstoffperoxid und alkalischen Bedingungen wird das Luminol in einen
angeregten Zustand gebracht. Beim Zuriickkehren in den Grundzustand wird Licht
emittiert, das durch Schwérzung eines Rontgenfilms sichtbar gemacht wird.
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Je 1 ml von Fertiglosung 1 (Luminol) wird mit 1 ml von Fertiglosung 2
(phenolhaltige Verstarkersubstanz) gemischt und die Antikdrper markierte Membran
darin 1 min bei RT inkubiert. Sofort danach wird auf diese Membran ein Réntgenfilm
aufgelegt und dieser je nach Starke des Signals zwischen 15 Sek. und 15 min
belichtet.

6.9 Kopplung von Antikorpern an Latexbeads

Zur Kopplung von Antikdrpern an Latexbeads werden 200 ul 2,5%
carboxylierte Latexbeads in einem Eppendorfgefal3 mit 1 ml Karbonatpuffer gemischt,
6 min bei 10.000 rpm in der Eppendorfzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand
entfernt. Es wird nochmals mit 1 ml Karbonatpuffer gewaschen und die Latexbeads
dann in 1 ml Phosphatpuffer resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation werden die
Latexbeads dreimal mit Phosphatpuffer gewaschen und in 0,625 ml Phosphatpuffer
resuspendiert. Tropfenweise wird 0,625 ml 2% Carbodiimidldsung zugegeben und die
Latexbeads fur max. 4 h auf einem Rotor bei RT inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation wird der Uberstand verworfen, die Beads in Phosphatpuffer
resuspendiert und noch zweimal mit Phosphatpuffer gewaschen, um tberschiissiges
Carbodiimid zu entfernen. Die Beads werden in 600 pl Boratpuffer aufgenommen, 100
pg des zu koppelnden Antikorpers zugegeben und auf dem Rotor Uber Nacht bei RT
inkubiert. Am néchsten Tag werden 25 ul Ethanolamin zugegeben und die Beads flr
weitere 30 min auf dem Rotor inkubiert. Dieser Schritt blockiert Stellen auf den
Latexbeads, die nicht mit dem Antikbrper reagiert haben. Nach einem
Zentrifugationsschritt von 10 min wird das Pellet in 1 ml Boratpuffer mit 1 mg/ml BSA
fur 30 min bei RT inkubiert, wodurch alle nicht-spezifischen Proteinbindungsstellen
abgesattigt werden. Nach erneuter Zentrifugation mit BSA in Boratpuffer wird
nochmals zentrifugiert und das Pellet anschlieend in 200 ul "storage” Puffer
aufgenommen.

6.10 Zellassays
6.10.1 Durchfihrung von in vitro Infektionsexperimenten

Die Durchfihrung der in vitro Infektionsexperimente erfolgt mit konfluenten
Zellen (5 x 10%, die einen Tag vorher in einer 24-Well Zellkulturplatte ausgesét
wurden. Uber Nacht angezogene Bakterien werden mit einem sterilen Wattestabchen
von der Platte genommen und in PBS resuspendiert. Zur Bestimmung der
Bakterienzahl werden 100 ul der Bakteriensuspension 1:10 verdinnt und die ODssg
bestimmt. Die entsprechende Bakterienzahl kann einer Eichkurve entnommen werden.
Die konfluenten Epithelzellen werden dreimal mit dem jeweiligen Wachstumsmedium
gewaschen und dann fur die entsprechende Zeit mit 1 x 10° Bakterien/Well bei 37
°C/5% CO, inkubiert. Das Abstoppen der Infektion erfolgt durch dreimaliges Waschen
mit PBS + Mg®* + Ca*".

Anschlie3end kann ein Adhérenz- bzw. Invasionsassay durchgefiihrt werden
oder die Zellen werden fir die Immunfluoreszenz mit 3.7% PFA/Hepes fur mindestens
20 min bei RT fixiert.
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6.10.1.1 Adharenzassay

Zur Bestimmung der Adharenz werden die Zellen mit 1 ml Saponinldsung fur
15 min bei 37 °C/5% CO, inkubiert, dadurch werden die Zellen lysiert, aber nicht die
Bakterien. Es werden 1:10 Verdunnungen mit PBS hergestellt und nach 3 bzw. 4
Verdunnungsschritten jeweils 25 pl auf eine GC-Platte plattiert. Nach Inkubation der
Platten fur zwei Tage bei 37 °C/5% CO, werden die Kolonien ausgezéhlt.

Bei der Verwendung verschiedener Zellinien im gleichen Experiment, wird die
Zahl der Zellen in einem Well mit dem cell-counter (Scharfe System) bestimmt, um die
Anzahl der erhaltenen Kolonien auf die Gesamtzahl an Zellen zurtckrechnen zu
konnen. Aulerdem wird jede Probe dreifach angesetzt, um die Genauigkeit der
Durchfiihrung zu erhdhen.

6.10.1.2 Invasionsassay (Gentamicinassays)

Um die Invasion der Bakterien in die Zellen zu bestimmen, wird nach der
Infektion 50 ug Gentamicin/ml zu den Zellen gegeben. Nach Inkubation fur 2 h bei 37
°C/5% CO, sind die extrazellularen Bakterien abgetotet. Die Zellen werden dreimal mit
PBS + Mg2+ + Ca* gewaschen, um das Gentamicin zu entfernen und dann wie beim
Adhéarenzassay mit Saponinlésung lysiert. Des weiteren wird analog zum
Adharenzassay vorgegangen, allerdings werden jeweils 25 ul des ersten bzw. zweiten
Verdunnungsschritts ausplattiert.

6.10.2 Inhibitionsstudien

Experimente, die eine Blockierung von eukaryontischen Prozessen zum Ziel
hatten, wurden, wenn nicht anders angegeben, wie die in vitro Infektionsexperimente
(siehe durchgefuhrt. Dazu wurden die entsprechenden Mengen an Inhibitoren
15 min vor Zugabe der Bakterien zu den Zellen gegeben, um ein "priming” der
Wirtszellen zu erreichen. Die Inhibitoren waren wéhrend der gesamten Inkubationszeit
vorhanden. Die Toxizitat der Inhibitoren wurde durch eine Trypanblau Farbung (siehe
ausgeschlossen.

6.10.3 Inkubation von adharenten Zellen mit Antikérper-gekoppelten
Latexbeads

Die Durchflihrung erfolgt analog zu den Infektionsbedingungen mit Bakterien
in vitro (siehe [p.10.1]. Die Zellen werden dreimal mit dem jeweiligen
Wachstumsmedium gewaschen und dann ungefahr 7 x 10° Latexbeads (entspricht
140 Beads pro Zelle) zugegeben. Die Beads werden fir 5 min bei 500 rpm auf die
Zellen zentrifugiert und fur die entsprechende Zeit bei 37 °C/5% CO, inkubiert. Die
Inkubation wird durch drei Waschschritte mit PBS + Mg2+ +Ca* abgebrochen und die
Zellen mit 3.7% PFA/Hepes fur mindestens 20 min bei RT fixiert.

Bei der Verwendung von Inhibitoren wurden diese ebenfalls 15 min vor
Zugabe der Latexbeads zu den Zellen gegeben.
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6.11 Immunfluoreszenzfarbungen

6.11.1 Sequentielle Doppelimmunfluoreszenzfarbung von HSPGs und N.
gonorrhoeae

Die folgenden Schritte werden bei RT in 24-Well Zellkulturplatten ausgefihrt.
Die Deckglaschen mit den fixierten Zellen werden dreimal fir 5 min mit 1 x PBS
gewaschen und danach fur 20 min mit 1% (v/v) Triton X-100 in 1 x PBS
permeabilisiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 1 x PBS erfolgt das Absattigen
der unspezifischen Bindungsstellen durch eine 20minttige Inkubation mit 0,2% (w/v)
BSA in 1 x PBS. Als néchstes werden 25 pul des jeweiligen Syndekan Antikorpers auf
eine mit Parafilm beschichtete Glasplatte pipettiert, die Deckglaschen mit der
zellbeschichteten Seite nach unten luftblasenfrei auf den Antikorpertropfen gelegt und
fur 1 h in einer abgedunkelten Feuchtkammer bei RT inkubiert. Die Deckglaschen
werden mit einer Pinzette in einen Tropfen 1 x PBS uberfuhrt und dort fir 5 min
inkubiert. Dieser Waschschritt wird noch zweimal wiederholt, bevor die Inkubation mit
25 I des FITC-konjugierten Ziege anti-Maus Antikorpers unter denselben
Bedingungen wie fur den ersten erfolgt. Nach drei Waschschritten in 1 x PBS werden
die Deckglaschen mit dem polyklonalen Kaninchen anti-N.gonorrhoeae Antiserum (AK
213) fur 1 h inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wird das Deckglaschen fir 1
h mit dem Texas-Rot konjugierten Ziege anti-Kaninchen Antikorper inkubiert, bevor die
Deckglaschen mit der zellbeschichteten Seite nach unten auf einen Objekttrager
transferiert werden. Fir die Einbettung wird Mowiol verwendet, die Abdichtung erfolgt
mit Nagellack und die Praparate werden im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt, bis sie mit
dem TCS NT-System von Leica mit einem Krypton/Argon-Laser bei den Wellenlangen
488 nm, 568 nm und 647 nm durch konfokale Laser Scanning Mikroskopie
angeschaut werden.

6.11.2 Immunfluoreszenzfarbung von Antikérper-gekoppelten Latexbeads

6.11.2.1 HSPG-gekoppelte Latexbeads

Die Farbung der HSPG-gekoppelten Latexbeads verlauft analog zu der
sequentiellen Doppelimmunfluoreszenzfarbung (siehe . Die Zellen werden
dreimal mit 1 x PBS gewaschen und fur 20 min mit 0,2% BSA in PBS inkubiert. Die
erste Inkubation erfolgt mit dem Texas-Rot konjugierten Ziege anti-Maus Antikorper fur
1 h, dann die Permeablisisierung mit 0,1% Triton X-100 in PBS fur 20 min, die
Blockierung mit 0,2% BSA in PBS fur 20 min und die Inkubation mit dem Cy5-
konjugierten Ziege anti-Maus Antikérper zusammen mit FITC-markiertem Phalloidin in
PBS fur 1 h Jeweils drei Waschschritte mit PBS kommen vor und nach jedem
Inkubationsschritt. Die gefarbten Deckglaschen werden in Mowiol eingebettet.

6.11.2.2 Andere Antikdrper-gekoppelte Latexbeads

Die Farbung von ICAM-1 1gG, anti-B; Integrin IgG, anti-Syndekan-1 IgG, anti-
Syndekan-2 1gG oder anti-Syndekan-4 1gG gekoppelten Latexbeads wird durch einen
weiteren Inkubationsschritt verstarkt. Die Zellen werden nach der Fixierung dreimal mit
1 x PBS gewaschen und flr 20 min mit 0,2% BSA in PBS inkubiert. Die Inkubation
erfolgt mit einem Kaninchen anti-Maus IgG Antikorper und dann mit dem Texas-Rot
konjugierten Ziege anti-Kaninchen Antikorper fur jeweils 1 h Permeabilisierung mit
0,1% Triton X-100 in PBS fur 20 min, Blockierung mit 0,2% BSA in PBS fur 20 min und
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Inkubation mit dem Kaninchen anti-Maus IgG Antikdrper sowie dem Cy5-konjugierten
Ziege anti-Kaninchen Antikoérper, zusammen mit FITC-markiertem Phalloidin in PBS
fur jeweils 1 h Jeweils drei Waschschritte mit PBS kommen vor und nach jedem
Inkubationsschritt. Die gefarbten Deckglaschen werden in Mowiol eingebettet.

6.11.3 Quantifizierung von adharenten wund intrazellularen, Antikorper-
gekoppelten Latexbeads

Die gefarbten Deckglaschen werden mit dem Leica TCS NT konfokalen Laser
Scanning Mikroskop, ausgerustet mit einem Argon/Krypton Gaslaser angeschaut.
Durch standiges auf- und abfokussieren wurde die Gesamtzahl an adharenten und
intrazellularen Latexbeads pro Zelle bestimmt. Aufgrund der Variabilitat zwischen den
Zellen wurde die Anzahl der adharenten und intrazellularen Latexbeads pro Zelle als
Mittelwert von 30 einzelnen Zellen bestimmt. Die Standardabweichungen errechnen
sich aus den Mittelwerten von drei Gruppen a 30 Zellen, die in verschiedenen
Regionen des Deckgldschens gezahlt wurden. Die Daten reprasentieren eines von drei
unabhangigen Experimenten.

6.12 Elektronenmikroskopie
6.12.1 Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)

Fir die Transmissions-Elektronenmikroskopie werden die PFA-fixierten
Deckglaschen nochmals mit 1% Osmiumtetroxid in PBS fur 1 h auf Eis nachfixiert.
Nach einem Waschschritt mit H,O bidest. werden die Deckgléaschen mit 1% waflrigem
Uranylacetat fur 1 h bei 4 °C inkubiert. Die Proben werden durch eine Reihe von
Ethanolschritten dehydriert und in Epon eingebettet. Ultradiinne Schnitte werden mit
Uranylacetat und Bleizitrat gefarbt und in einem Philips CM10 Elektronenmikroskop
angeschaut.

6.12.2 Raster-Elektronenmikroskopie (REM)

Fir die Raster-Elektronenmikroskopie werden die PFA-fixierten Deckglaschen
mit 1% Glutaraldehyd nochmals fixiert und anschlieBend mit 1% Osmiumtetroxid
nachfixiert. Es erfolgt eine Dehydrierung mit Ethanol und eine Trocknung am kritischen
Punkt von CO,. Die Proben werden mit einer 1 nm dicken Schicht aus Chrom bedeckt
und bei 10 kV Beschleunigungsspannung in einem Hitachi S-800 Feldemissions
Scanning Elektronen-mikroskop angeschaut.

6.13 FACS-Analyse (Flow Cytometry)
6.13.1 Vorbereitung der Proben

Die Zellen in einem Well einer 6-Well Platte werden mit 2 mM EDTA in PBS
abgeldst und in 5 ml FACS-Puffer resuspendiert. Nach einer Zentrifugation flr 5 min
bei 500 rpm wird der Uberstand entfernt und die Konzentration der Zellen auf 5 x 10°
Zellen in 30 pl FACS Puffer eingestellt. In einer 96-Well Platte werden die Zellen mit
jeweils 20 ul des entsprechenden primaren Antikorpers (100 pg/ml) fir 1 h bei 4 °C
inkubiert. Die 96-Well Platte wird bei 1.500 rpm fir 5 min/4 °C zentrifugiert und
zweimal mit jeweils 200 pl FACS-Puffer pro Well gewaschen. Die Inkubation mit dem
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sekundaren, DTAF-konjugierten Antikorper erfolgt fir 1 h bei 4 °C. Nach zweimal
Waschen mit FACS-Puffer werden die Zellen in 300 pl FACS-Puffer mit 5 pg/ml
Propidiumjodid aufgenommen. Als Kontrolle werden die Zellen mit einem Isotyp-
gleichen Antikorper gefarbt.

6.13.2 FACS-Analyse

Die Analyse erfolgt an einem FACSort von Becton Dickinson bei einer
Anregungswellenlange von 488 nm im Fluoreszenzkanal (FL-1), wobei die Messung
abgebrochen wird, nachdem 10.000 Ereignisse ein vorher definiertes Fenster passiert
haben (forward scatter gegen side scatter). Der forward scatter ist proportional zum
Zelldurchmesser, der side scatter ist proportional zur Granularitdt der Zellen. Tote
Zellen werden durch eine Propidiumjodid Farbung und Analyse im Fluoreszenzkanal 3
(FL-3) ausgeschlossen. Die Auswertung der Messungen erfolgt mit dem CellQuest-
Programm von Becton Dickinson.
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8 Abklrzungen

AK
APS
ASM
Asp
ATCC
ATP

bp
BSA
CAMP-NANA
CEA
CHO
CMmvV
DAG
DMSO
DNA
dNTP
DTAF
EDTA
FACS
FCS
FITC
Glu

Gly
GPI
GTP

h
Hepes
HS
HS-GAG
HSPG
Huvecs
ICAM-1
Ig

kDa
LB-Medium
LOS
MBP
min

oD
opa
PAGE
PBS
PC-PLC
PCR
PFA
PIP,
PKC
PMA

Antikorper

Ammoniumpersulfat

saure Sphingomyelinase
Aspartat

American Type Culture Collection
Adenosintriphosphat

Basenpaare

bovine serum albumin

Cytidin 5-monophospho-N-Acetylneuraminsaure
carcinoembryonic antigen
chinese hamster ovary
Zytomegalovirus

Diacylglycerol

Dimethylsulfoxid
deoxyribonucleic acid
Desoxynukleosidtriphosphat
Dichlorotriazinyl Amino Fluorescein
Ethylendiamintetraacetat
Fluorescence-activated cell sorter
fotales Kalberserum
Fluoresceinisothiocyanat
Glutamin

Glycin
Glykosyl-Phophatidylinositol
Guanosintriphosphat

Stunden

N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N"-2-ethansulfonsaure

Heparansulfat
Heparansulfat-Glukosaminogkykan
Heparansulfat-Proteoglykane
Human umbilical vein endothelial cells
Interzellulares Adhasionsmolekul-1
Immunglobulin

Kilodalton

Luria-Bertani-Medium
Lipooligosaccharid

Myelin Basic Protein

Minuten

Optische Dichte

opacity
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
phosphate-buffered saline
Phosphatidyl-abh&ngige Phospholipase C
polymerase chain reaction
Paraformaldehyd
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Protein Kinase C
Phorbolmyristat-Acetat
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Abkurzungen

PMN
REM
rpm
RPMI
RSV
RT
SDS
Sek
Ser
TAE
TBE
TBS
TEM
TEMED
Thr
Tris
TRITC
UN
viv

Vn
wiv

polymorphonukleadre Leukozyten
Raster-Elektronenmikroskopie
Umdrehungen pro Minute

Roosevelt Park Memorial Institute Medium
Rous Sarcoma Virus
Raumtemperatur
Sodiumdodecylsulfat

Sekunde

Serin

Tris Essigsaure EDTA Puffer

Tris Borsaure EDTA Puffer
Tris-buffered saline
Transmissions-Elektronenmikroskopie
N, N, N', N', -Tetramethylendiamin
Threonin
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan
Tetramethylrhodamin B Isothiocyanat
units

Uber Nacht

volume per volume

Vitronektin

weight per volume
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