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A Einleitung

A Einleitung

A 1. Nosokomiale Infektionen mit gram-negativen Bakterien

Nosokomiale Infektionen mit gram-negativen Bakterien (GNB) stellen eine
grolde Bedrohung der offentlichen Gesundheit dar. Laut dem Europaischen
Zentrum fur die Pravention und die Kontrolle von Krankheiten (ECDC) erleiden
3,2 Millionen Patienten jedes Jahr eine Infektion in europaischen
Krankenhausern (1 von 18 Patienten). Die Zahl der Toten belauft sich auf
175.000 jahrlich in Europa (Chopra et al. 2008). Damit gehdéren nosokomiale
Infektionen zu den haufigsten Todesursachen in Europa. In den USA ist eine
ahnliche Entwicklung zu beobachten. Von insgesamt 1,7 Millionen Patienten
mit nosokomialen Infektionen versterben fast 100.000 (Klevens et al. 2007).
Die daraus entstehenden Kosten fir das amerikanische Gesundheitssystem
belaufen sich auf 5 bis 10 Milliarden US-Dollar pro Jahr (Stone et al. 2005).
Unter den 15 am haufigsten isolierten Keimen als Verursacher nosokomialer
Infektionen in Europa gehoéren neun zu den GNB (siehe Abbildung A 1). In den
USA werden 30 % aller nosokomialer Infektionen durch GNB verursacht
(Hidron et al. 2008). Zu den haufigsten nosokomialen Infektionen in Europa
gehoren postoperative Wundinfektionen, gefolgt von Harnwegsinfektionen,
Pneumonien und Sepsis (Cassini et al. 2016). Hauptverursacher sind GNB,
insbesondere Escherichia coli (E. coli), Klebsiella pneumoniae und
Enterobacter-Spezies (spp.) (Peleg und Hooper 2010). Hauptrisikofaktoren fir
Krankenhausinfektionen sind eine lange stationare Liegezeit, das Wohnen in
einem Pflegeheim, Immunsuppression oder medizinische Fremdkorper. So
sind Blasenkatheter wesentlich mit nosokomialen Harnwegsinfekten
assoziiert, invasive Beatmungen mit Pneumonie und zentrale Venenkatheter
mit Sepsis. Die Behandlung von nosokomialen Infektionen mit GNB wird

zunehmend schwieriger, da in den letzten Jahren die Entstehung und
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Verbreitung multiresistenter Organismen zugenommen hat (Petty et al. 2014,
Canton et al. 2012). Insbesondere in Europa konnte ein dramatischer Anstieg
von multiresistenten (MDR von englisch (engl.) multidrug-resistant) Bakterien
beobachtet werden (Souli et al. 2008). MDR bedeutet hierbei die erworbene
Resistenz gegenluber mindestens drei der folgenden antimikrobiellen
Substanzklassen: Aminoglykoside, Cephalosporine, Chinolone, Cotrimoxazol,
Glycylcycline, Monobaktame, Peniciline mit p-Lactamase-Inhibitoren,
Phenikole, Fosfomycin, Polymyxine und Tetrazykline.  AuRerst
besorgniserregend sind Berichte Uber panresistente GNB, die gegenuber allen
verfigbaren Antibiotika unempfindlich sind (Falagas et al. 2005). Vier wichtige
Antibiotikagruppen in der Behandlung von Infektionen mit gram-negativen
Erregern sind Ureidopenicilline wie Piperacillin, Cephalosporine der dritten
(Cefotaxim, Ceftazidim) und vierten Generation (Cefepim), Carbapeneme und
Fluorquinolone. In Deutschland hat sich der Begriff 3SMRGN bzw. 4MRGN fir
multiresistente gram-negative Erreger (MRGN) etabliert, die gegen drei bzw.
vier dieser Klassen resistent sind (Bundesgesundheitsbl. 2012).

Antimikrobielle Resistenzen bedrohen taglich das Uberleben von Patienten in
Krankenhausern weltweit. Die klrzlich publizierte Analyse von Cassini und
Kollegen zeigt, dass im Jahr 2015 in Europa etwa 672.000 Patienten an
resistenten Bakterien erkrankt und ca. 33.000 verstorben sind (Cassini et al.
2019). Die Entwicklung neuer Antibiotika konnte mit diesem Trend nicht Schritt
halten. Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) wurden seit dem Jahr
2000 nur funf neue Antibiotikaklassen auf den Markt gebracht (Renwick et al.
2016): Oxazolidinone (z.B. Linezolid), Lipopeptide (Daptomycin),
Pleuromutilin-Antibiotika (z.B. Lefamulin), Makrozykline (Fidaxomicin) und
Diarychinoline (Bedaquilin). Keines dieser funf neuen Antibiotika eignet sich
zur Bekampfung von GNB. Die Grunde fur die fehlende Innovation sind
vielseitig. Die aufwendige Grundlagenforschung und die komplexe

praklinische und klinische Entwicklung verursachen hohe Kosten (Peleg et al.
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2010). O’'Neill schatzt die Ausgaben flr die Entwicklung eines Antibiotikums
auf 700 Millionen bis 1,1 Milliarden Euro (O’Neill 2015). Dem stehen
gleichzeitig im Vergleich zu anderen Medikamenten niedrige Einnahmen
entgegen. Aulerdem bestehen Bedenken, dass eine schnelle
Resistenzentwicklung gegen ein neues Praparat dieses wertlos machen kann
(Peleg et al. 2010). Um der Gefahr durch multiresistente GNB
entgegenzutreten, missen die Anstrengungen in der Antibiotikaforschung
verstarkt werden. Daruber hinaus sind neue Ansatze im Management von
nosokomialen Infektionen mit gram-negativen Erregern dringend vonndéten.
Neben Hygieneprogrammen und leitliniengerechter antibiotischer Behandlung
unter mikrobiologischer Flhrung (antibiotic stewardship) kdnnten Impfungen

einen wesentlichen Beitrag leisten.
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Abb. A 1 Haufigste isolierte Bakterien als Verursacher nosokomialer Infektionen in Europa in
Prozent (n = 10.076). In Griin sind die gram-negativen Bakterien gekennzeichnet, in Rot gram-
positive Erreger und in Blau Pilze. Eigene Darstellung der Daten aus der ECDC-
Punktpravalenzerhebung Uber nosokomiale Infektionen und den Einsatz antimikrobieller Mittel
in Akutkrankenhausern (ECDC-PPS) im Zeitraum 2011-2012. European Centre for Disease
Prevention and Control. Point prevalence survey of healthcare-associated infections and
antimicrobial use in European acute care hospitals. Stockholm: ECDC; 2013. Abfrage

22.06.2020. Spp. = Spezies.

Ol mheccccctcenccccercccensccccnccacens

H
L

10

15

Mikroorganismen in Prozent

20



A Einleitung

A 2. Impfungen

Impfungen sind eine der effektivsten GesundheitsmaRnahmen zur Reduktion
von Morbiditat und Mortalitat weltweit. Laut der WHO bewahren Impfungen
zwei bis drei Millionen Menschen jedes Jahr vor dem Tod und weit mehr vor
akuter oder chronischer Erkrankung (Vaccines work 2018). Das Ziel einer
Impfung ist effektiver Schutz vor einer Infektion mit einem Pathogen.
Gleichzeitig soll die Vakzine selbst keine Erkrankung oder andere schwere
Nebenwirkungen verursachen. Den Grundstein moderner
Impfstoffentwicklung legte der britische Arzt Edward Jenner vor mehr als 200
Jahren. Er beobachtete, dass Melkerinnen nach einer Infektion mit den
harmlosen Kuhpocken vor der todlichen Pockenerkrankung geschutzt waren.
In seinen Studien impfte er Probanden erst mit dem Sekret von Ulzera am
Euter von Kiihen, um sie danach mit dem Pockenerreger zu konfrontieren. Die
Probanden erwiesen sich als immun (Jenner 1798). In Anlehnung an Jenners
Pionierarbeit bezeichnet man Impfungen heute als Vakzine, von lateinisch
vacca fur ,Kuh®. Aus diesen frihen Studien wurde die Schlussfolgerung
abgeleitet, dass ein Vakzin einem Erreger ahneln muss, ohne selbst die
Erkrankung auszulésen. Zwei Strategien wurden entwickelt. Zum einen
wurden Keime durch Labormethoden abgeschwacht und als Vakzine
eingesetzt. Wegweisende Entdeckungen von Louis Pasteur fihrten zu den
ersten attenuierten Impfungen gegen die sogenannte ,Geflligelcholera®,
Tollwut und Anthrax (Pasteur 1880). Zum anderen wurden ganze Erreger
abgetotet oder Bestandteile von ihnen extrahiert und inaktiviert. Diese Technik
wurde zur Basis der Impfstoffe gegen Diphtherie, Tetanus und Pertussis. Es
folgte eine groRe Erfolgsgeschichte moderner Medizin. Die letzten
Pockenerkrankungen traten 1977 in Somalia auf, 1980 erklarte die WHO die
Ausrottung der Pocken (Fenner et al. 1988). Mitte des 20. Jahrhunderts
verursachte das Poliovirus weltweit pro Tag Lahmungen bei etwa 1.000

Kindern (Vaccines work 2018). Durch die Impfungen im Rahmen des
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Polioeradikationsprogramms sind jetzt drei Regionen poliofrei: Europa,
Amerika und der Westpazifik. Eine Ausrottung des Erregers scheint moglich.
Dies sind nur zwei Beispiele aulierordentlicher Leistungen durch Vakzine.
Trotz dieser gro3en Erfolge stellen Infektionserkrankungen weiterhin eine
Hauptursache weltweiter Mortalitédt dar. Malaria, Tuberkulose oder AIDS (von
engl. acquired immune deficiency syndrome, erworbenes
Immunschwachesyndrom) sind Beispiele flr Erkrankungen ohne effektive
Impfung. Wirksame und sichere Vakzine gegen nosokomiale Infektionen mit
GNB waren ebenfalls dringend notig, insbesondere in Anbetracht der
zunehmenden Entwicklung und Verbreitung multiresistenter Erreger.
Bewahrte Strategien der Impfstoffentwicklung sind bei der Suche nach neuen
effektiven Vakzinen nur bedingt hilfreich. Problematisch am Einsatz
abgeschwachter Erreger als Impfung ist, dass sie bei immunsupprimierten
oder schwangeren Patienten zu schweren Infektionen fihren kénnen. Von
nosokomialen Infektionen bedroht sind jedoch haufig immunsupprimierte
Patienten. Die zweite Strategie, das Inaktivieren von Erregern, kann zu einer
eingeschrankten Immunantwort fuhren, da native antigene Strukturen der
Pathogene durch die Denaturierung zerstort werden. Aulderdem werden die
heutigen Impfstoffe meistens parenteral verabreicht. Viele Krankheitserreger,
insbesondere gram-negative Erreger nosokomialer Infektionen, dringen
jedoch Uber die Schleimhaute ein. Asymptomatische Kolonisation durch GNB
ist ein wesentlicher Risikofaktor fur das Entwickeln einer nosokomialen
Infektion (Martin et al. 2016, Gorrie et al. 2017). Eine mukosale Impfung konnte
zum einen durch eine lokale Immunantwort die Schleimhaute vor Besiedelung
und Infektion schitzen. DarUber hinaus kann die systemische Immunitat den
Patienten vor schwerer Erkrankung und Tod bewahren. Besonders
wunschenswert fur eine Impfung waren nicht lebende bakterielle
Komponenten, die native Antigene beinhalten. So kénnte eine schitzende

Immunitat induziert werden, ohne Patienten durch eine Infektion zu gefahrden.



A Einleitung

Ein mukosaler Applikationsweg erscheint in diesem Zusammenhang

vielversprechend.

A 3. AuBenmembranvesikel

3.1 Aligemein

Die Zellwand von GNB besteht aus einer inneren und einer aufleren Membran.
Dazwischen liegt der periplasmatische Raum. Alle GNB produzieren wahrend
ihres Wachstums Aullenmembranvesikel (OMV von engl. outer membrane
vesicle). OMV entstehen aus Ausstulpungen der bakteriellen Aulienmembran
(OM von engl. outer membrane) und schniren sich als Vesikel mit einem
Durchmesser von ca. 50 — 250 nm ab (Beveridge 1999). Die Membran der
OMV setzt sich wie die bakterielle AuRenmembran aus zwei Schichten
zusammen. Sie enthalt Uberwiegend Phospholipide (PL), Lipopolysaccharide
(LPS) und AuRenmembranproteine (OMP von engl. outer membrane proteins)
(Kulp und Kuehn 2010). Im Lumen der Vesikel finden sich unterschiedliche
bakterielle Produkte. Darunter sind zum einen periplasmatische (PP) und
zytoplasmatische Proteine (ZP) (Bonnington und Kuehn 2014). Zum anderen
kbnnen OMV in geringer Menge auch DNA, RNA und Peptidoglykan
beinhalten (Kaparakis et al. 2010, Fulsundar et al. 2014). Abbildung A 3.1 zeigt
beispielhaft ein OMV. Die OMV-Produktion von GNB ist ubiquitar. Sie findet
einerseits in vitro (Hoekstra et al. 1976) in Flussig- und Festkulturen sowie in
Biofilmen statt (Kuehn und Kesty 2005). Andererseits bilden sich OMV auch in
vivo wahrend der Infektion (Hellman et al. 2000). Das Ausmal} der OMV-
Produktion ist von Stamm zu Stamm unterschiedlich und abhangig von der
bakteriellen Wachstumsphase und unterschiedlichen Umweltbedingungen

(Manning und Kuehn 2013, Peter und Wieser, unveroffentl.).
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Abb. A 3.1 Schematische Darstellung eines Aullenmembranvesikels (OMV von engl. outer
membrane vesicle). Die Membran des OMV besteht aus zwei Schichten und beinhaltet
Phospholipide (PL), Lipopolysaccharide (LPS) und AuBenmembranproteine (OMP). Das
Lumen enthalt periplasmatische und zytoplasmatische Proteine (PP, ZP) sowie die
Nukleinsauren (NS) DNA und RNA. Eigene Darstellung.

3.2 Funktionen

Die Produktion von OMV stellt einen Sekretionsmechanismus gram-negativer
Erreger zur Interaktion mit der Umwelt dar (Kulp und Kuehn 2010). Gegenuber
anderen Systemen bieten OMV einige Vorteile. Zum einen ist ihr Inhalt besser
geschutzt vor Verdlinnung oder Degradation im extrazellularen Raum (Kesty
und Kuehn 2004). Zum anderen konnen Oberflachenbestandteile der OMV
spezifische Rezeptoren an anderen Zellen binden und einen zielgerichteten
Transport von Substanzen bewirken (Kothary et al. 2017). Nach Erreichen des
Ziels kommt es durch eine Fusion des Vesikels mit der Membran pro- oder
eukaryotischer Zellen zu einer Freisetzung des Inhalts (Li et al. 1998, Furuta

et al. 2009). Dieses einzigartige Sekretionssystem tragt wesentlich zum

11
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bakteriellen Uberleben bei. Nach MacDonald und Kuehn tibernehmen OMV
sowohl defensive als auch offensive Funktionen (MacDonald und Kuehn
2012). OMV schitzen das Bakterium durch die Absorption gefahrlicher
Umweltpartikel wie Antibiotika, Komplementfaktoren oder Bakteriophagen
(Tan et al. 2007, Loeb und Kilner 1978, Ciofu et al. 2000). Durch die Induktion
von Biofilmbildung schirmen OMV Bakterienkolonien von antimikrobiellen
Substanzen ab (Gorby et al. 2008). AuRerdem kann ein Bakterium tber OMV
mit anderen Erregern seiner oder anderer Spezies kommunizieren (Mashburn
und Whiteley 2005) und genetische Informationen austauschen (Renelli et al.
2004). Uber diesen Mechanismus kénnen sich Antibiotikaresistenzen
zwischen unterschiedlichen Erregern verbreiten (Yaron et al. 2000). DarUber
hinaus erleichtern OMV die Nahrungsaufnahme (Lin et al. 2017) und geben
dem Bakterium eine Mdglichkeit nicht benotigte Stoffe zu entfernen (McBroom
und Kuehn 2007). Wahrend der Infektion eines Wirts kommen die offensiven
Eigenschaften der OMV zur Geltung. Erstens befordern sie Toxine direkt in die
Wirtszelle (Bomberger et al. 2009, Kato et al. 2002). Zweitens zerstéren OMV
konkurrierende Bakterienpopulationen (Li et al. 1998). Drittens erleichtern sie
die Kolonisation des Wirtsgewebes mittels verbesserter Adhasion der

Bakterien an Wirtszellen bzw. an anderen Bakterien (Inagaki et al. 2006).

3.3 Interaktionen der OMV mit dem Immunsystem

Die Oberflache von OMV ist beladen mit Pathogen-assoziierten molekularen
Mustern (PAMPs von engl. pathogen-associated molecular patterns) und
bakteriellen Antigenen. Die Erkennung dieser Strukturen durch Immunzellen
fuhrt zu einer starken Aktivierung der angeborenen und adaptiven
Immunantwort (Ellis und Kuehn 2010). Einen wichtigen Beitrag zu dieser
Immunstimulation leisten LPS und diverse Lipoproteine. Die beiden Letzteren
sind Hauptbestandteile der Vesikelmembran. LPS fuhrt durch eine Bindung an

Toll-like Rezeptor 4 (TLR4), Lipoproteine durch Bindung an TLR2 zu einer

12
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Aktivierung des NF-kB (engl. nuclear factor, kappa-light-chain-enhancer, aus
aktivierten B-Lymphozyten) Signalwegs und folglich des angeborenen
Immunsystems (van der Pol et al. 2015, Jin et al. 2007, Li et al. 2013). Die
Grofle der OMV erleichtert ihren Eintritt in Lymphgefal3e und die Aufnahme
durch antigenprasentierende Zellen (Bachmann und Jennungs 2010).
Aktivierte Makrophagen und dendritische Zellen setzen proinflammatorische
Botenstoffe frei und prasentieren Antigene der OMV auf ihren
Haupthistokompatibilitatskomplex-Oberflachenrezeptoren. Diese Antigene
werden von B-Lymphozyten und T-Helferzellen erkannt und fihren zur
Produktion von Antikérpern im Rahmen der humoralen Immunantwort (Alaniz
et al. 2007). Diese immunstimulierenden Eigenschaften machen OMV als

Bestandteile von Impfungen attraktiv.

3.4 OMV als Impfungen

OMV prasentieren bakterielle Oberflachenantigene in nativer Konformation
gegeniiber den Immunzellen. Uber ihre PAMPs induzieren bzw. verstarken sie
die Immunantwort gegenuber diesen Antigenen und haben daher
.Selbstadjuvantierende Eigenschaften®. Insgesamt macht dies OMV sehr
interessant fur die Impfstoffentwicklung. Wie von van der Pol und Kollegen
zusammengefasst, wurden einige OMV-basierte Vakzine entwickelt (van der
Pol et al. 2015). Die erfolgreichsten OMV-Impfungen richten sich gegen
Meningokokken der Gruppe B. Darunter ist die einzige OMV-Impfung, die fur
Menschen verwendet wird, Bexsero®. Dieses OMV-Produkt ist in Uber 35
Landern inklusive USA, Kanada, Australien und den Mitgliedsstaaten der
Europaischen Union zugelassen. Im Zeitraum von 2013 bis 2015 wurden mehr
als eine Million Dosen des Vakzins verabreicht (Watson und Turner 2016). Die
Effektivitat und Sicherheit OMV-basierter Vakzine gegen Meningokokken der
Gruppe B wurde in zahlreichen klinischen Studien bestatigt (Holst et al. 2013).

Ausgehend von diesem Erfolg wurden in den letzten Jahren einige OMV-
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A Einleitung

Impfungen gegen verschiedene GNB in Tiermodellen untersucht. Die
Administration von OMV generierte eine robuste humorale Immunantwort in
den Versuchstieren und schitzte vor Infektion, beispielsweise gegen die
Erkrankungen Keuchhusten (Bordetella pertussis, Bottero et al. 2016),
Gonorrhoe (Neisseria gonorrhoeae, Liu et al. 2017), Bakterienruhr (Shigella
spp., Mitra et al. 2013) oder Cholera (Vibrio cholerae, Bishop et al. 2010).
OMV-Vakzine gegen die nosokomialen Bakterien Acinetobacter baumanii
(McConnell et al. 2011, Huang et al. 2016), E. coli (Fingermann et al. 2018)
oder Staphylococcus aureus (Stevenson et al. 2018) wurden ebenfalls
erfolgreich im Tiermodell entwickelt. Laut unseren Informationen jedoch wurde
das Potential von OMV als breit einsetzbare intranasale Vakzine gegen gram-
negative Erreger, die von Patienten mit nosokomialen Infektionen entnommen

wurden, noch nie untersucht.

A 4. Zielsetzung

Die Zielsetzung dieser Arbeit bestand darin, die Immunogenitat einer
Vakzinierung gegen GNB als Verursacher nosokomialer Infektionen basierend
auf OMV im Mausmodell zu evaluieren. Im ersten Teil wurden Mause mit OMV
dreier gram-negativer Bakterienisolate von Patienten und einem E. coli-
Referenzstamm intranasal vakziniert und die humorale Immunreaktion mittels
unterschiedlicher Tests im Mausmodell untersucht. Im zweiten Teil wurde die
Immunantwort beim Menschen aus Seren der entsprechenden Patienten
charakterisiert und verglichen. Zusatzlich wurde die Vertraglichkeit einer OMV-
gestutzten Vakzinierung durch die histopathologische Untersuchung der

Nasenschleimhaut intranasal geimpfter Mause evaluiert.
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B Material

B 1. Gerate
Tabelle B 1. Gerate

Brutschrianke Bakterien

Heraeus function line T6
Heraeus function line T12
BD 115

Heraeus, Hanau*
Heraeus, Hanau
WTC Binder, Tuttlingen

Bunsenbrenner

Fireboy plus

IntegraBiosciences,
Wallisellen, Schweiz

Digitalkamera fiir

Mikroskopie

Kappa K Typ PS 40 - 285 CL
(DX)

Kappa optronics Inc.,

Monrovia, USA

Dokumentationseinheit
fir Immunoblot

ChemiDoc™ XRS

Biorad, Miinchen

Fluoreszenz-Mikroskop

Leitz Aristoplan

Leitz, Wetzlar

Gefrierschrank -20 °C LGex 3410 MediLine Liebherr Premium, Bulle,
Schweiz
Gefrierschrank -80 °C PLPE 4186 National Lab, MélIn
GieReinheit Mini Protean Casting Stand | Biorad, Miinchen
and Clamps
Heizplatte IKA RCT basic IKA Werke, Staufen
Heizblock Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg
Kiihlschrank FKV 4310 Liebherr Premium, Bulle,
Schweiz
Laborwaage Grobwaage: Kern PBC Kern & Sohn GmbH,
Albstadt
Feinwaage: Sartorius | Sartorius, Géttingen
GHCF15
Laufkammer Protran |l Mini-Vertical unit Biorad, Minchen

Membranvakuumpumpe

ME 2 NT

Vacuubrand GmbH + Co.
KG, Wertheim

Mikroplattenleser

Tristar LB941

Berthold Technologies
GmbH, Bad Wildbad

Netzteil Elektrophorese

Power Pac 200

Biorad, Miinchen

pH-Meter

pH 3000

Wissenschaftlich-technische
Werkstatten, Weilheim

Pipetten Eppendorf Reference (10 pul, | Eppendorf, Hamburg
20 pl, 100 pl, 200 pl,
1.000 pl)

Pipettierhelfer

Accu Jet Pro

Brand GmbH + Co. KG,
Wertheim

Schiittelinkubator

Orbital Incubator S150

Multitron Standart

Stuart
Staffordshire, UK
INFORS HAT, Bottmingen,
Schweiz

Scientific,
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Spektralphotometer

Nanodrop 2000

Ultrospec 3100 pro

Thermo Fisher Scientific
Inc., Wilmington, USA

GE life sciences, Pittsburgh,
USA

Sterilwerkbank UVF 6.18 S BDK Luft- und
Reinraumtechnik GmbH,
Sonnenbuhl-Genkingen

Thermodrucker fur | Thermal printer DPU 414 Seiko Instruments,

Ultrospec 3100 pro Torrance, USA

Ultraschallhomogenisator | Branson Sonifier 250 Emerson Industrials, St.
Louis, USA

Ultrazentrifuge Optima L90K Rotor SW32Ti | Beckman Coulter

Biomedical GmbH, Miinchen

5417 R F 45-30-11 30 Place
Rotor

Vortex Typ VF2 Bachofer
Laboratoriumsgerate,
Reutlingen
Vortex Genie-2 Scientific Industries Inc.,
Bohemia, USA
Zentrifugen 1K15, 12024-H 24 Place | Sigma-Aldrich, St. Louis,
Rotor USA
Super T21 Rotor ST-H70 Thermo Electron
Cooperation (ehe. Sorvall),
Waltham, USA

Eppendorf, Hamburg

* = Wird kein Land genannt, so liegt der Ort in Deutschland.

B 2. Chemikalien
Tabelle B 2. Chemikalien

Aceton

Carl Roth, Karlsruhe

Acrylamid, Bisacrylamid (AA/BA)

National Diagnostics, Argonne, USA

Ammoniumpersulfat (APS)

Bio-Rad, Miinchen

Bovines Serumalbumin (BSA)

Biomol, Hamburg

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Essigsaure Carl Roth, Karlsruhe
Ethanol Carl Roth, Karlsruhe
Formaldehyd Carl Roth, Karlsruhe
Glycin Carl Roth, Karlsruhe
Glycerin Merck KGaA, Darmstadt
Harnstoff Carl Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid (KCI)

Carl Roth, Karlsruhe

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Merck KGaA, Darmstadt

B-Mercaptoethanol

Merck KGaA, Darmstadt

Methanol

Merck KGaA, Darmstadt

Mowiol 4-88

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumcarbonat (Na2COs)

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth, Karlsruhe
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Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

E. Merck, Darmstadt

Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth, Karlsruhe

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Merck KGaA, Darmstadt

Ponceau S Lésung

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trichloressigsaure

Carl Roth, Karlsruhe

Tris Carl Roth, Karlsruhe

Tris-Acetat Thermo scientific, Wilmington, USA
Tris-HCI Thermo scientific, Wilmington, USA
Tween 20 Merck KGaA, Darmstadt

B 3. Puffer und Losungen

3.1 Aligemein

Die Sterilisation des Puffers erfolgte durch Autoklavieren (20 min, 121 °C) oder
durch Filtration mittels 0,22 ul Filter (Corning™ 500 ml Einweg-Filtersystem).

Tabelle B 3.1. Allgemein

PBS (von engl. phosphate buffered
saline) zehnfach Konzentrat

80 g NaCl

2 g KCl

17,8 g Na2HPO4

2,4 g KH2POq4

1.000 ml aqua destillata (Aqua dest.)
pH7,4

3.2 ELISA
Tabelle B 3.2. ELISA
Beschichtungspuffer 3 g Na2COs
6 g NaHCOs3
1.000 ml Aqua dest.
pH 9,6
Waschpuffer PBS
0,05 % Tween 20
Blockierungspuffer PBS
0,05 % Tween 20
1% BSA

Substratpuffer

1.000 ml Aqua dest.
10 g NazHPO4

6,7 g CeHsO7

pH 5,0

Substrat o-Phenylenediamin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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3.3 Gelelektrophorese
Tabelle B 3.3. Gelelektrophorese

Sammelgel (4 % Acrylamid)

3.000 ul Aqua dest.

400 pl ProtoGel

1.500 ul 0,5 M Tris pH 6,8
50 ul SDS

35 ul APS

7 ul TEMED

Trenngel (10 % Acrylamid)

10.000 pl ProtoGel

8.800 ul Aqua dest.

225 ul APS

300 uyl SDS

11.200 pl 1,5 M Tris pH 8,8
18,9 ul TEMED

Laemmli-Laufpuffer zehnfach Konzentrat

30,3 g Tris-HCI, pH 6,8
144 g Glycin

10 g SDS

1.000 ml Aqua dest.

Probenpuffer zweifach Konzentrat

125 mM Tris-HCI, pH 6,8
20 % Glycerin

4 % SDS

2 % B-Mercaptoethanol
0,02 % Bromphenolblau

Ponceau-Farbelésung

0,1 % Ponceau S
5 % Essigsaure
Aqua dest.

Coomassie-Farbelésung

0,125 % Coomassie-Blau
Heidelberg)
10 % Essigsaure

50 % Methanol

(Serva,

Aqua dest.
3.4 Western Blot
Tabelle B 3.4. Western Blot
Waschpuffer PBS

0,05 % Tween 20

Blockierungspuffer

5 % BSA in Waschpuffer

Detektionsreagenz

ECL Western Blotting Detection Reagent,
Amersham Biosciences, Freiburg

Transferpuffer zehnfach Konzentrat

30,3 g Tris Base
144 g Glycin

1.000 ml Aqua dest.
20 % Methanol

GroBRenstandard

PageRuler Prestained Protein Ladder

(Thermo Scientific, Rockford, USA)
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3.5 Fluoreszensmikroskopie

Tabelle B 3.5. Fluoreszensmikroskopie

Waschpuffer PBS
0,1 % Tween 20
Fixierungsmedium PBS

3,7 % Formaldehyd

Blockierungspuffer

PBS
0,05 % Tween 20
5% BSA

Einbettmedium

2,4 g Mowiol 4-88

6 g Glycerin

6 ml Aqua dest.

12 ml 0,2 M Tris pH 8,5
2,5 % DABCO

3.6 Quantitativer Fluoreszenzassay

Tabelle B 3.6. Quantitativer Fluoreszensassay

Probenpuffer PBS

0,1 % BSA
Waschpuffer PBS
Lésungpuffer PBS

0,1 % Tween 20

B 4. Antikorper

4.1 Antikorper fiir ELISA
Tabelle B 4.1. Antikoérper (AK) fur ELISA

Ziege Anti-Maus IgG AK,
Meerrettichperoxidase (von engl.
horseradish peroxidase, HRP)-
konjugiert

Sigma-Aldrich, Wiesbaden

1:1.000

Ziege Anti-Maus IgM AK HRP-konjugiert

Sigma-Aldrich, Wiesbaden

Ziege Anti-Human 1IgG AK HRP-
konjugiert

4.2 Antikorper fiir Western Blot
Tabelle B 4.2. Antikorper fir Western Blot

Sigma-Aldrich, Wiesbaden

RN NN
oo

Ziege Anti-Maus IgG AK HRP-konjugiert

Sigma-Aldrich, Wiesbaden

1:1.000
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4.3 Antikorper fur Fluoreszenzversuche

Tabelle B 4.3. Antikorper flr Fluoreszenzmikroskopie und in vivo Fluoreszenzassay

Ziege Anti-Maus 1gG AK | Sigma-Aldrich, Wiesbaden 1:100
Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markiert
Ziege Anti-Human IgG AK FITC-markiert | Sigma-Aldrich, Wiesbaden | 1:100

B 5. Kits
Tabelle B 5. Kits

Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit Pierce Biotechnology, Rockford, USA

B 6. Bakterienstamme

Die in dieser Arbeit eingesetzten Bakterien wurden von Patienten des
Klinikkums der Universitat Munchen im Zuge der bakteriologischen
Routinediagnostik isoliert und im eigenen Labor auf Agarplatten angezichtet.
Die Forschungsaktivitat hat die klinische Diagnostik und Therapie weder
aufgehalten noch beeinflusst. Die personenbezogenen Daten wurden
eliminiet und die Bakterienstamme  alphabetisch nummeriert.
Dementsprechend wurden die Bakterien A, B und C aus den Patienten A, B
und C isoliert. Diese alphabetischen Bezeichnungen werden im weiteren
Verlauf der Arbeit beibehalten. Das uropathogene E. coli Isolat CFT073 (CFT)
wurde als Referenzstamm ausgewahlt, da es sich in einer der friiheren Studien

aus der Arbeitsgruppe als sehr immunogen erwiesen hat (Pritsch et al. 2016).

Tabelle B 6. Bakterienstamme

Bakterienstamm A Enterobacter cloacae Patientenisolat
Bakterienstamm B E. coli Patientenisolat
Bakterienstamm C Klebsiella pneumoniae Patientenisolat
CFT E. coli Referenzstamm, aus einem

Patienten mit Urosepsis
isoliert (Mobley et al. 1990)
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B 7. Seren

Uberschiissige Serumproben der Patienten A, B oder C, aus denen die

eingesetzten Bakterien isoliert wurden, stammen aus der Routinediagnostik

der Infektionsserologie. Es wurden keine zusatzlichen Blutabnahmen oder

andere MalRnahmen durchgefihrt.

B 8. Nahrmedien

8.1 Flussige Nahrmedien

Die Sterilisierung des flussigen LB (von engl. lysogeny broth) Nahrmediums
erfolgte durch Erhitzen im Autoklaven (20 min bei 121 °C).

Tabelle B 8.1. Flissige Nahrmedien

LB-Medium

10 g Trypton (Becton, Dickinson and
Company, Le Point de Claix, Frankreich)

5 g NaCl

5 g Hefeextrakt (MP Biomedicals, llikirch,
Frankreich)

1.000 ml Aqua dest.

pH74-7,6

8.2 Feste Nahrmedien
Tabelle B 8.2. Feste Nahrmedien

LB-Agarplatten

1.000 ml LB Flassigmedium
15 g Bacto Agar (Becton, Dickinson and
Company, Le Point de Claix, Frankreich)

Blutagarplatten

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

MacConkey Agarplatten

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

B 9. Software
Tabelle B 9. Software

Image Lab Software Bio Rad Laboratories, | 4.1.16
Minchen

MikroWin 2000 Mikrotek Laborsysteme, | 4.41
Overath
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NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific | 1.6.198
Inc., Wilmington, USA

Kappa Camera Control Kappa optronics Inc., | 1.4.0.8053
Monrovia, USA

GraphPad Prism GraphPad Software, La |6
Jolla, USA
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C 1. Bakteriologische Methoden

1.1 Bakterienkultivierung

Die Anzuchtung von Bakterien gelingt generell in flissigen oder in durch Agar
verfestigten Medien.

Flussige Nahrmedien dienen in erster Linie der Anreicherung von Bakterien.
Zur Gewinnung einer Flussigkultur wurde ein steriler 40 ml Glaskolben mit LB-
Medium beflllt und anschlielRend mit einer Bakterienkolonie beimpft. Durch
Abflammen des Gefallrandes sowie Ausgluhen der Impfose vor und nach
Beimpfung wurde das Risiko fir Kontaminationen minimiert. Nach einer
Bebratung Uber Nacht im Schuttelinkubator bei 37 °C wurde das Wachstum
durch Messung der optischen Dichte mit einem Photometer kontrolliert. Vor
der weiteren Bearbeitung wurde die Kultur in ein Falcon™
Zentrifugenrohrchen Ubergeflhrt, abzentrifugiert (2.500 rpm, 10 min, 4 °C) und
in sterilem PBS resuspendiert. Dieser Schritt wurde zur Entfernung restlicher
Medienbestandteile zweimal durchgefihrt. Die Probe wurde bis zum weiteren
Bearbeiten auf Eis gelagert.

Feste Nahrmedien hingegen eignen sich zur Differenzierung der Keime und
Prifung auf Reinheit. Durch Ausstrich im Dreidsenprinzip werden
Einzelkolonien gewonnen, also Kolonien, die aus einem einzelnen Bakterium
entstanden sind. Durch Beurteilung der Koloniemorphologien kdnnen Proben
auf Kontamination mit anderen Keimen gepruft werden. Blutagar-, MacConkey
und LB-Agarplatten wurden im Dreidsenausstrich mit einer kleinen Menge

Materials unter Verwendung einer abgeflammten Impfése beimpft. Die
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Inkubation erfolgte fur 48 h im Brutschrank bei 37 °C, das Wachstum wurde
nach 24 h und 48 h bewertet.

1.2 Lagerung

Zur Langzeitkonservierung von Bakterien muss der bakterielle Stoffwechsel
und die Zellteilung zum Erliegen gebracht werden. Dies wird durch eine
TiefkUhlung bei -80 °C unter Zugabe des Frostschutzmittels Glycerin erreicht.
Eine Ubernachtkultur wurde nach Ausschluss von Kontamination
abzentrifugiert (2.500 rpm, 10 min, 4 °C) und in 25 % sterilem Glycerin
aliquotiert, kurz geschuttelt und bei -80 °C eingefroren. Bei Bedarf wurden aus

diesen Ruckstellproben neue Kulturen angezuchtet.

1.3 Hitzeinaktivierung der Bakterien

Bakterien wurden hitzeinaktiviert, um im ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) (siehe C 4.1) und Immunoblot (siehe C 4.3) als
Antigene zur Detektion spezifischer Antikbrper gegen bakterielle Strukturen
eingesetzt zu werden. Hierzu wurde vom jeweiligen Bakterium eine 50 ml
Flassigkultur im LB-Medium angerichtet und Uber Nacht unter konstantem
Schutteln bei 37 °C bebrutet. Die bewachsenen Kulturen wurden
abzentrifugiert (2.500 rpm, 10 min, 4 °C), gewaschen und in 0,5 ml sterilem
PBS resuspendiert. Nachdem die Bakterienlosung fur 10 min bei 100 °C im
Heizblock gekocht wurde, erfolgte ein grindliches Durchmischen mittels
Vortexer. Eine kleine Menge der gekochten Losung wurde zur Kontrolle der
vollstandigen Inaktivierung auf einer Blutagarplatte ausgestrichen und bei
37 °C bebrutet. Wuchsen keine Keime auf der Platte, konnte von einer
vollstandigen Inaktivierung ausgegangen werden. Die Bakterienlysate wurden

aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Durch die Tiefkuhlung wurde ein Abbau der
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bakteriellen Proteine durch eventuell enthaltene nicht inaktivierte Proteasen

verhindert.

C 2. Produktion der OMV-basierten Vakzine

2.1 Vesikelgewinnung durch Ultrazentrifugation

OMV schniren sich wahrend des bakteriellen Wachstums spontan ab. Um
diese Vesikel als Impfstoff einzusetzen, mussen sie zunachst von den
Bakterien separiert werden. Bakterienkulturen wurden in flissigem LB-
Medium Uber Nacht bei 37 °C im Schuttelinkubator bebritet. Bakterien und
andere Bestandteile wurden in zwei Schritten aus dem Medium entfernt.
Zunachst wurde die Kultur abzentrifugiert (5.000g, 20 min, 4 °C),
anschlieRend wurde der Uberstand mittels Vakuumpumpe steril filtiert
(PorengroRe 0,45 pm). Der Zentrifugationsschritt ist nétig, um ein schnelles
Zusetzen der Filtermembran zu verhindern. Zur Isolation der Vesikel wurde
das nun bakterienfreie Medium bei 150.000 g bei 4 °C fur 3 h ultrazentrifugiert.
Nach AbgielRen des Uberstandes waren die Vesikel am Boden des GefaRes
als weildes Pellet sichtbar. Der Ruckstand wurde in 0,5 ml steril-filtriertem PBS
resuspendiert. Zur Anreicherung von Vesikeln wurden die Ruckstande
mehrerer Gefalle in derselben Flussigkeit gelost. Bakterielle Kontamination
wurde durch Ausstrich einer kleinen Menge der gewonnenen Vesikel auf
einem Festmedium ausgeschlossen. Kontaminationsfreie Vesikel wurden im
Falle einer zlgigen Weiterverarbeitung bei 4 °C gelagert. Eine
Langzeitkonservierung bei -80 °C erfolgte nur fir Analysen, die zur Zerstorung

der OMV fuhren wirden, z.B. Proteinbestimmungen.
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2.2 Quantifikation der OMV

Eine zuverlassige Quantifikation des Impfprodukts ist ein wichtiger Bestandteil
der Qualitatskontrolle im Rahmen der Impfstoffentwicklung. In dieser Arbeit
kam eine OMV-basierte Impfung zum Einsatz. Die OMV wurden durch ein in
der Arbeitsgruppe entwickeltes Verfahren quantifiziert im Rahmen der Arbeit
von Annabell Windisch und Michael Pritsch in der Arbeitsgruppe Wieser
(Wieser et al. 2014). Die Vesikelkonzentration wurde mittels

Durchflusszytometrie bestimmt.

C 3. Tierexperimentelle Methoden

3.1 Haltung der Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden weibliche BALB/c Mause im Alter von sechs bis acht
Wochen mit einem Gewicht von etwa 20 g eingesetzt. Zur Abschirmung von
Erregern wurden die Labormause unter spezifisch pathogenfreien
Bedingungen (SPF = specific pathogen free) gehalten und mit sterilem
Zuchtfutter sowie Trinkwasser versorgt. Beides war ad libitum verflgbar. Die
Tiere wurden in Gruppen mit einer maximalen Anzahl von finf Mausen

tierschutzkonform gehalten.

3.2 Intranasale Immunisierung

Vor der intranasalen Vakzinierung wurden die Labormause mit dem gut
vertraglichen und nicht schleimhautreizenden Inhalationsnarkotikum Isofluran
anasthesiert. Die Impflésung wurde unmittelbar vor der Immunisierung in PBS
angerichtet und kurz geschuttelt. AnschlieBend wurden 5 pl der wassrigen
Impflésung mit Hilfe von 20 pl Eppendorf GE-Loader Pipettenspitzen in jedes

Nasenloch appliziert.
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3.3 Gewinnung der Mausseren

Bei der lebenden Maus lassen sich kleine Mengen an Blut durch Punktion der
Schwanzvene entnehmen. Zunachst wurde die Maus in einer Kunststoffbox
so fixiert, dass der Schwanz aus der Einheit hinausragte. Die Schwanzvene
wurde durch eine Warmelampe dilatiert und mit einer Hohinadel punktiert. Zur
vendsen Blutentnahme kamen 23 G Kanulen zum Einsatz, deren
Kunststoffansatz abgebrochen wurde, um den Totraum fir Mausblut zu
verringern. Das Blut wurde in einem Eppendorf-Gefaly aufgefangen und fur
30 min aufrechtstehend gelagert. Nach abgelaufener Blutgerinnung wurden
die festen Blutbestandteile durch Abzentrifugieren (13.000 rpm, 5 min, 4 °C)
entfernt. Zur Langzeitkonservierung wurde das Mausserum bei -80 °C

eingefroren.

3.4 Toten der Versuchstiere

Die Versuchstiere wurden nach Ende der Versuche mittels CO2 fachgerecht
und tierschutzkonform getotet. Bei Mausen tritt nach dem Einatmen des in die
Kafige geleiteten CO2 nach wenigen Sekunden eine schmerzlose

Bewusstlosigkeit ein, welche bis zum Eintritt des Todes anhalt.

3.5 Finale Blutentnahme

Durch die Punktion der murinen Vena cava caudalis konnte eine grole Menge
an Blut fur die weiteren Untersuchungen gewonnen werden. Nach Eintritt des
Todes wurde die Bauchhdhle der Maus eréffnet und die Vena cava caudalis
mit einer 23 G Hohlnadel punktiert. Das Blut wurde durch eine aufgesetzte
1 ml Spritze abgezogen. Die weitere Verarbeitung erfolgte wie oben
beschrieben (siehe C 3.3).
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C 4. Proteinmethoden

4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

In dieser Arbeit wurde die Effektivitat der Impfung durch Evaluation der
humoralen Immunantwort untersucht. Durch Quantifikation der eingesetzten
Proteine wurden die Ergebnisse der unterschiedlichen Tests vergleichbar.
Nach Fallung mittels Trichloressigsaure (TCA) wurde die Proteinkonzentration

durch den Bradford-Assay determiniert.

4.1.1 Fallung der Proteine

Vor Messung der Konzentration der Proteine mittels Bradford-Assay wurden
die Proben durch Prazipitation mit TCA von anderen Bestandteilen gereinigt.
Zunachst wurde ein Bakterienlysat wie bereits beschrieben hergestellt oder
aus aliquotiertem Material auf Eis schonend aufgetaut (siehe C 1.3). 175 pl
Probe wurden mit 18 ul 100%iger TCA vermischt und 30 min bei 4 °C inkubiert.
In wassriger Losung befindliche Proteine bilden mit ihren geladenen
Seitenketten Wasserstoffbrickenbindungen mit den Wassermolekulen. Das
Hinzuflgen der TCA entzieht den Proteinen diese Wassermolekule. Dadurch
erniedrigt sich die Loéslichkeit der Proteine und sie fallen aus. In einem
nachsten Schritt wurden sie durch Abzentrifugation (12.000 rpm, 15 min, 4 °C)
von der Lésung getrennt. Nach vorsichtigem Abpipettieren des Uberstandes
wurde das Pellet in 300 pl Aceton ruckgelOst, gefolgt von einem weiteren
Zentrifugationsschritt (12.000 rpm, 5 min, 4 °C). Der Uberstand wurde
verworfen, letzte Acetonreste verdunsteten wahrend einer funfminutigen
Inkubation bei Raumtemperatur unter einer Abzugshaube. Der gefallte
Proteinruckstand wurde in 175 pl Harnstofflosung resuspendiert. Das Pellet

wurde zur vollstandigen Ricklésung unter konstantem Schitteln im Heizblock
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inkubiert (900 rpm, 5 min, 45 °C) und bei Bedarf mittels Branson Sonifier 250

homogenisiert.

4.1.2 Quantifikation der Proteine mittels Bradford-Test

Nach Aufreinigung der Proben durch TCA-Fallung wurde die
Proteinkonzentration mit dem Bradford-Test bestimmt. Dieser Test macht sich
zunutze, dass eine Bindung des Coomassie-Brilliant-Blau Farbstoffs an ein
Protein das Absorptionsmaximum von 465 nm (ohne Protein) zu 595 nm (mit
Protein) verschiebt. Ungebundener Farbstoff ist braunlich, proteingebundener
Farbstoff hingegen blau. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist
photometrisch messbar. Zunachst wird eine Eichgerade durch Messung der
Absorptionen einer standardisierten Verdunnungsreihe eines
Referenzproteins erstellt. Durch dieses Eichdiagramm kann bei Messung der
Absorption einer unbekannten Proteinprobe auf dessen Konzentration
rickgeschlossen werden. Der Bradford-Assay wurde nach Angaben des
Herstellers mittels Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit durchgefihrt.
Zunachst wurde zur Bestimmung der Eichgeraden eine Verdlinnungsreihe des
Proteins BSA in PBS angerichtet, von einer Ausgangskonzentration von
4 mg/ml bis zur Endkonzentration von 0,25 mg/ml. Diese Verdlinnungsreihe
wurde ebenfalls mittels TCA ausgefallt (siehe C 4.1.1), um eine
Vergleichbarkeit mit der Probe zu erreichen und eventuelle Proteinverluste
wahrend der TCA-Prazipitation zu berlcksichtigen. Vor der Anwendung wurde
das Coomassie Plus Reagenz geschuttelt, da wahrend der Lagerung
Aggregate aus Farbstoff entstehen kénnen. 50 ul der Standardreihe oder der
unbekannten Proteinprobe wurden mit 1.500 pl Coomassie Plus Reagenz
vermischt und fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurde
die Absorption der BSA Standardreihe und der unbekannten Proteinproben
mittels des Spektralphotometers Nanodrop 2000 gemessen. An Hand der

Eichgerade wurde die Konzentration der Proteinproben ermittelt. Als Leerwert
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diente der Probenpuffer PBS. Alle Messungen wurden in Triplikaten
durchgefuhrt. Falls noétig wurden die Losungen so verdunnt, dass die Messung
im linearen Bereich der Eichgerade lag. Entsprechend der Verdliinnung wurde

der Wert in die Ausgangskonzentration rickgerechnet.

4.2 ELISA

Der ELISA ist ein quantitativer Immunoassay hoher Sensitivitat, der zur
Konzentrationsbestimmung von Stoffen eingesetzt wird. In dieser Arbeit
wurden hiermit antigenspezifische Antikorper in Maus- und Patientenseren
nachgewiesen. Das Grundprinzip des Tests besteht in der Antigen-Antikorper-
Reaktion. In Abbildung C 4.2 sind die wichtigsten Schritte dargestellt. Zunachst
wird das Antigen in konstanter Konzentration adsorbtiv an eine feste Platte
gebunden. Hierzu wurden die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (Maxisorp
F96 flat bottom plate, Sigma-Aldrich, Wiesbaden) mit 100 ul hitzeinaktivierten
Bakterien oder 100 yl OMV des jeweiligen Bakterienstamms beschichtet. Die
Proben wurden in Blockierungspuffer geldst zu einer Proteinendkonzentration
von 20 pug/ml. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4 °C. Das
Antigengemisch wurde durch Abklopfen von der Platte entfernt. Nach
zweimaligem Waschen wurden unspezifische Bindestellen mittels 200 pl
Blockierungspuffer fur 1 h bei 37 °C abgesattigt. Dieser Vorgang verhindert die
unspezifische Bindung von Antikérpern und verringert somit die
Hintergrundaktivitat. AnschlieBend wurden die Serumproben zum Antigen
hinzugegeben (siehe Abbildung C 4.2, Schritt 1). Der im Serum enthaltene
Antikorper (erster Antikdrper) bindet mit seinem Paratop spezifisch das Epitop
am Antigen. Dieser erste Antikdrper ist die Messgrole des Versuchs.
Serumproben wurden seriell in Blockierungspuffer verdiunnt beginnend bei
1:100. Jede Probe wurde in Triplikaten gemessen. 100 ul verdiinntes Serum
wurde fur 1 h bei 37 °C oder uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Zum Entfernen

nicht gebundener Antikérper erfolgten vier Waschschritte mit 300 pl
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Waschpuffer. Zum Nachweis dieses ersten Antikdrpers wird in einem weiteren
Schritt ein zweiter Antikorper gekoppelt an ein Enzym zum Ansatz
hinzugegeben (siehe Abbildung C 4.2, Schritt 2). Antigenspezifische IgG und
IgM wurden durch Zugabe von 100 pl Anti-Maus bzw. Anti-Human IgG und
IgM (zweiter Antikorper) gekoppelt an das Enzym Meerrettichperoxidase
verdunnt 1:1.000 in Blockierungspuffer gebunden. Nach Zugabe der zweiten
Antikorper wurden die Platten flr 1 h bei 37 °C inkubiert und anschliel3end
viermal gewaschen. Darauf wurden 100 pyl des o-Phenylendiaminsubstrats
geldst in Substratpuffer fur 40 min bei Raumtemperatur unter lichtgeschutzten
Bedingungen belassen (siehe Abbildung C 4.2, Schritt 3). Nach Zugabe des
Substrates kommt es zu einer Enzymreaktion, bei der das farblose Substrat
von der Meerrettichperoxidase (HRP von engl. horseradish peroxidase) in ein
blaues Produkt Uberfihrt wird (siehe Abbildung C 4.2, Schritt 4). Dieses
Produkt wurde im letzten Schritt durch Messung der Absorption bei 492 nm im
Mikroplattenleser photometrisch bestimmt. Die Menge an gebildetem Produkt

ist hierbei direkt proportional zur Menge an vorhandenem erstem Antikorper.
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Abb. C 4.2 ELISA zum Nachweis antigenspezifischer Antikérper im Serum von Maus und
Patient. AK = Antikdrper. Eigene Darstellung.

4.3 Western Blot

Der Western Blot erkennt spezifische Antigen-Antikérper-Reaktionen (Towbin
et al. 1979, Gershoni und Palade 1982). Er wird daher auch Immunoblot
genannt. Zum einen kénnen Proteine mit spezifischen Antikérpern detektiert
werden. Zum anderen konnen, wie in vorliegender Arbeit, in Seren enthaltene
Antikorper gegen bekannte Proteine nachgewiesen werden. Der Western Blot
besteht aus mehreren Schritten (siehe Abbildung D 4.3). Nach Vorbereiten der
Proteinproben werden diese mittels SDS-PAGE (Sodium-Dodecyl-Sulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese) elektrophoretisch aufgetrennt.

AnschlieRend werden die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran
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Ubertragen. Dieser Vorgang wird auch als Blot bezeichnet. Schliel3lich erfolgt

der Nachweis der Antigen-Antikorper-Reaktion.

Denaturierung

Sammelgel

] .
Trenngel —

OOO _— Produkt
@
O~ & o0
Substrat @
2. AK

Vorbereitung der Proben
durch Proteindenaturierung
und Ladungsausgleich

Auftrennung des Protein-
gemischs durch SDS-PAGE

Ubertragung der Proteine auf
die Nitrocellulosemembran

Immundetektion durch Inkubation
mit Seren und enzymgekoppeltem
Zweitantikorper

Abb. C 4.3 Western Blot. Nach Vorbereitung der Proben (siehe C 4.3.1) erfolgt eine
Auftrennung des Proteingemischs im SDS-PAGE (siehe C 4.3.2). Die Ubertragung der
Proteine auf die Nitrocellulosemembran (siehe C 4.3.4) erlaubt die Immundetektion der
Serumantikdrper im letzten Schritt (siehe C 4.3.6). AK = Antikdrper, F = Filterpapier, G = Gel,
M = Nitrocellulosemembran, S = Schaumstoffschwamm. Eigene Darstellung.
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4.3.1 Vorbereitung der Proben

Die Vorbereitung der Proben ist unabdingbar fur eine erfolgreiche Separierung
des Proteingemischs in der Gelelektrophorese. Der SDS-PAGE trennt die
Proteine ausschlie8lich nach ihrer molekularen Masse. Voraussetzung hierfur
ist, dass die Proteinstruktur denaturiert wird. Proteine bilden komplexe
dreidimensionale Gebilde, die in mehreren Strukturebenen hierarchisch
gegliedert sind. Die unterste Ebene ist hierbei die Primarstruktur. Sie
bezeichnet die Aneinanderreihung von Aminosauren zu Peptidketten.
Aneinanderheftungen von Peptidbindungen Uber Wasserstoffbricken bilden
die Sekundarstruktur - mit der a-Helix oder dem B-Faltblatt als haufigen
Formen. Mehrere Sekundarstrukturelemente ordnen sich im Raum zur
Tertiarstruktur an. Letztere kann wiederum als Untereinheit in einer
Quartarstruktur organisiert sein. Die Tertiar- und Quartarstruktur eines
Proteins sind vor allem Uber hydrophobe Wechselwirkungen und
Disulfidbricken stabilisiert. Zur Denaturierung wurden die Bakterienlysate
oder OMV in Probenpuffer gelést und 10 min bei 97 °C gekocht. Das B-
Mercaptoethanol im Probenpuffer reduziert die Disulfidbrickenbindungen,
wohingegen das Detergenz SDS die hydrophoben Wechselwirkungen |6st.
Daruber hinaus lagert sich das negativ geladene SDS an die Eiweil3e und
sorgt fUr eine gleichmafig negative Ladung aller Proteine proportional zu ihrer
Masse. Insgesamt konnen so im nachsten Schritt die Proteine nur noch auf
Grund ihrer unterschiedlichen molekularen Masse, nicht auf Grund

unterschiedlicher Ladung oder Proteinkonformation, aufgetrennt werden.

4.3.2 Diskontinuierlicher SDS-PAGE

Der SDS-PAGE trennt Proteine beim Durchlaufen einer Gelmatrix im
elektrischen Feld an ihrer molekularen Masse (Laemmli 1970). Bei der
diskontinuierlichen Variante erhdht der Einsatz eines Sammel- und eines

Trenngels die Auflosung des Verfahrens. Im Sammelgel vereinigen sich die
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Proteine, um dann gleichzeitig ins Trenngel zu laufen (siehe Abbildung D 4.3).
Nach Aufbau der Gelgiel3einheit wurde diese zunachst durch das Einflllen von
Wasser auf Dichtigkeit Uberpruft. Das Trenngel wurde angemischt. Die
Chemikalien APS und TEMED wurden als letztes zum Gemisch hinzugefugt,
da diese die Polymerisation katalysieren. Die Giel3einheit wurde mit Trenngel
bis auf 2 cm des oberen Rands beflullt. Wahrend der 30-minutigen
Polymerisation wurde das Trenngel mit 20%igem Ethanol Uberschichtet, um
einen geraden Abschluss des Gels zu gewahrleisten. Uber das ausgehartete
Trenngel wurde das Sammelgel gegossen. Ein Kamm wurde eingesetzt, um
Probetaschen zu erhalten. Nach vollstandiger Polymerisation wurden die Gele
sofort weiterverarbeitet oder konnten fur mehrere Tage bei 4 °C gelagert
werden. Die Gele wurden in eine mit Laufpuffer beflllte
Elektrophoresekammer gestellt. Die aufbereiteten Proben (siehe 4.2.1)
wurden nach dem Kochen auf Eis gestellt und anschlieRend in die
Probetaschen pipettiert. Der Grollenstandard, eine bereits vorgefarbte
Proteinleiter (PageRuler Prestained Protein Ladder), wurde ebenfalls
aufgetragen. Diese dient zum einen einer Abschatzung der Grole der
Proteine. Zum anderen kann die Auftrennung wahrend der Gelelektrophorese
und der darauffolgende Transfer kontrolliert werden. Daraufhin wurde die
Elektrophorese durch Anlage von 200 V gestartet und bis zum vollstandigen
Durchlaufen der Proteine (30 min bis 45 min) durchgefuhrt. Gasblasenbildung
bestatigte die korrekte Anlage der Spannung. Die Wanderung der Proteine
durch das Gel konnte durch Bromphenolblau im Probenpuffer sichtbar
gemacht werden. Die denaturierten, proportional zu ihrer Molekilmasse
negativ geladenen Proteine wandern zur Anode. Kleine Proteine wandern
schneller durch die engen Poren der dreidimensionalen Gelmatrix als grol3e
Proteine. Dadurch kommt es zur Auftrennung dieser und Bildung
charakteristischer Banden. Die Gele wurden nun auf zwei unterschiedliche

Arten weiterarbeitet. Zur Visualisierung aller aufgetrennten Proteine wurden
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die Gele mittels Coomassie-Blau gefarbt (siehe C 4.3.3). Zur Immundetektion
von Serumantikorpern wurden die aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran Ubertragen (siehe C 4.3.4) und mit den Seren inkubiert
(siehe C 4.3.6).

4.3.3 Coomassie-Farbung

Coomassie-Brilliant-Blau ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der Proteine bindet.
Nach Anfarbung mit Coomassie-Blau unterscheiden sich gleiche Mengen
verschiedener Proteine nur wenig in ihrer Farbintensitat. Diese geringe
Variabilitat macht das Verfahren besonders valide. Daher ist die Coomassie-
Farbung ein Standard-Verfahren der Proteinchemie. Einschrankend ist
anzumerken, dass die untere Nachweisgrenze der Coomassie-Farbung bei
ca. 100 ng Protein pro Bande liegt im Vergleich zu sensitiveren, jedoch auch
aufwendigeren Silberfarbungen (Winkler et al. 2007).

Die Gele wurden fur 30 min unter Schwenken in Coomassie-Blau Farbeldsung
gefarbt. Proteine oberhalb der Nachweisgrenze wurden als blaue Banden

sichtbar.

4.3.4 Ubertragung der Proteine auf die Nitrozellulosemembran

Antikorper konnen keine im Gel liegenden Proteine binden. Um die spezifische
Antigen-Antikérper-Reaktion sichtbar zu machen, missen die aufgetrennten
Proteine vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen werden. Es kam
das nasse Transferverfahren zum Einsatz. Zunachst wurde das Sammelgel
vorsichtig vom Trenngel entfernt. AnschlieBend wurden Filterpapiere, die
Nitrocellulosemembran, Schaumstoffschwamme und das verbleibende Gel in
Transferpuffer getrankt. Das Gel und die Membran wurden zwischen
Whatman-Filterpapieren und  Schaumstoffschwammen Iuftblasenfrei
ubereinandergeschichtet und mit einem Kunststoffgitter fest verriegelt. Fur

eine fehlerfreie Ubertragung durften keine Luftblasen zwischen den Schichten
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liegen. Danach wurde das Gitter senkrecht in eine mit gekuhltem
Transferpuffer gefullte Kammer eingehangt und die Proteine durch Anlage
einer Spannung von 90 V fur 1 h vom Gel auf die Membran transferiert. Die
negativ geladenen Proteine wandern zur Anode und binden auf der

Nitrocellulosemembran.

4.3.5 Ponceau Farbung

Ponceau-S ist ein roter Farbstoff, der reversibel an EiweilRe bindet, schnell
wieder zu entfernen ist und die weiteren Reaktionen nicht beeinflusst. Um den
vollstandigen Proteintransfer nachzuweisen, wurde die
Nitrocellulosemembran durch Einlegen in Ponceau-Losung gefarbt. Vor der
weiteren Bearbeitung erfolgte eine Entfarbung durch destilliertes Wasser uber

mehrere Minuten.

4.3.6 Inmundetektion

Im letzten Schritt wurden die Serumantikérper gegen die Proteine der
Bakterienlysate oder OMV sichtbar gemacht. Um mehrere Seren zu testen,
wurde hierzu die Membran in vertikale Streifen zerschnitten und jeder Streifen
in einer Einzelkammer weiterverarbeitet. Die folgenden Schritte wurden bei
Raumtemperatur durchgefuhrt. Zunachst wurden unspezifische Bindestellen
durch eine einstindige Inkubation mit Blockierungspuffer besetzt.
Anschlieend wurden die Seren 1:1.000 in Blockierungspuffer verdunnt.
150 yl des verdinnten Serums wurde auf die Nitrocellulosestreifen
aufgetragen und 2 h belassen. Durch dreimaliges zehnminutiges Waschen
(PBS mit 0,1 % Tween Detergenz) mittels eines Wippschuttlers konnten
nichtgebundene Antikorper entfernt werden. Als Nachstes wurden die
nachzuweisenden Serumantikérper durch einen enzymgekoppelten
Sekundarantikorper gebunden. Der 1:1.000 verdunnte HRP-konjugierte Anti-
IgG-Antikdrper wurde fur 2 h inkubiert, gefolgt von drei Waschschritten. Zur
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Detektion der gebundenen Antikdrper wurde das Chemolumineszenzsubstrat
eingesetzt. Gemal Herstellerangaben wurde das Substrat gemischt und zu
den Membranstreifen zugesetzt. Das an den zweiten Antikorper konjugierte
Enzym HRP wandelt das Substrat in ein lumineszierendes Produkt um. Das
Signal wurde mit der Dokumentationseinheit ChemiDoc™ bei konstanter

Belichtungszeit festgehalten.

C 5. Immunofluoreszenzmikroskopie

Die Immunofluoreszenzmikroskopie kam zum Einsatz, um die Lokalisation der
von den Serumantikdrpern gebundenen bakteriellen Antigene qualitativ zu
detektieren. Zunachst wurde vom jeweiligen Bakterium eine 20 ml
Flassigkultur im LB-Medium angesetzt und Uber Nacht unter konstantem
Schatteln bei 37 °C inkubiert. Die bakteriellen Kulturen wurden in 40 ml
Falcon™ Rohrchen Ubergeflhrt, abzentrifugiert (2.500 rpm, 10 min, 4 °C) und
dreimal in sterilem PBS gewaschen. Um eine standardisierte Bakteriendichte
flr die Mikroskopie einzusetzen, wurde die optische Dichte bei 600 nm mittels
Photometer kontrolliert. Nach Rucklosung in 20 ml sterilem PBS wurde die
Bakterienlosung auf Eis gelagert. Die Reaktionsfelder von Objektragern
(Medco, Munchen) wurden mit 3 pl der Bakteriensuspension beschichtet,
luftgetrocknet und durch Eintauchen in ein Becken mit 3,7 % Formaldehyd
unter dem Abzug fur 10 min fixiert. Das Fixationsmittel Formaldehyd erfullt
hierbei mehrere Aufgaben. Zum einen werden die Bakterien durch
Quervernetzung ihrer Proteine inaktiviert und kénnen sich so nicht weiter
vermehren. Dieser Effekt ist wenig denaturierend, da die Sekundarstruktur der
Proteine und somit die Antigeneigenschaften groftenteils erhalten bleiben.
Zum anderen haften die Keime fest auf der Glasflache des Objekttragers und
werden bei weiterer Bearbeitung nicht weggespult. Nach einmaligem
Waschen wurden durch ein Bad in Blockierungspuffer unspezifische

Antigenbindestellen abgesattigt, gefolgt von einem erneuten Waschvorgang.
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Die im Waschpuffer enthaltenen Salze wurden jeweils durch kurzes
Eintauchen in destilliertes Wasser entfernt. 3 uyl des 1:200 in
Blockierungspuffer verdinnten Serums wurde auf die Reaktionsfelder
aufgetragen und fur 2 h bei 37 °C oder Uber Nacht bei 4 °C belassen. Alle
Seren und die entsprechenden Kontrollen wurden in Triplikaten bestimmt. Um
das Austrocknen des Praparates zu verhindern, fand die Inkubation in einer
eigens dafur hergestellten feuchten Kammer statt. Zum Entfernen nicht
gebundener Antikdrper wurden die Objekttrager fiunfmal gewaschen. Der
gebundene erste Antikdrper wurde mittels eines Fluorochrom-gelabelten
zweiten Antikorpers sichtbar gemacht. 3 yl FITC-markiertes Anti-Maus 1gG
bzw. Anti-Human IgG wurde in einer Verdinnung von 1:100 in
Blockierungspuffer 1 h bei 37 °C in der Feuchtkammer unter lichtgeschutzten
Bedingungen inkubiert. Zur Konservierung wurde das Praparat in
Mowiol/DABCO Einbettmedium eingedeckt und ein Deckglas aufgesetzt. Das
Antibleichmittel DABCO wirkt dem Farbverlust des Fluoreszenzmarkers
entgegen. Der Objekttrager wurde bei 4 °C fir 30 min lichtgeschutzt
ausgehartet. Die Visualisierung des an die Antigen-Antikorper-Komplexe
gebundenen zweiten Fluorochrom-markierten Antikorpers erfolgte mittels
Fluoreszenzmikroskop unter standardisierten Einstellungen. Fluorochrome
absorbieren und emittieren Licht bestimmter Wellenlange. Das eingesetzte
FITC-Molekul wird bei 485 nm angeregt, sein Emissionsmaximum liegt bei
520 nm. Der in der gewlnschten Position eingespannte Objekttrager wurde
mit Immersionsdl betropft. Die Beurteilung und Dokumentation der
unterschiedlichen Reaktionsfelder erfolgte mittels eines an eine Kamera
angeschlossenen Fluoreszenzmikroskops (Belichtungszeit 177 ms). Der
Malistab wurde aus der Mikroskop-Vergroflerung und mit Hilfe eines
Messokulars erstellt. Es wurden hellfeld- und fluoreszenzmikroskopische

Aufnahmen angefertigt, sowie Uberlagerungen von beiden Modalitéaten.
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C 6. Quantitativer Fluoreszenzassay

Im ELISA, Western Blot und in der Immunofluoreszenzmikroskopie werden
Serumantikorper auf unterschiedliche Art nachgewiesen. Im Rahmen dieser
Tests kommt es zu verschiedenen Formen der Denaturierung der bakteriellen
Antigene. Um zu prifen, inwiefern vitale Bakterien durch die gebildeten
Serumantikérper gebunden werden und das Fluoreszenzsignal zu
quantifizieren, wurde der Fluoreszenzassay durchgefuhrt. Hierbei wurden die
lebenden Bakterien zunachst mit den Seren konfrontiert. Anschliefend
wurden die in den Seren vorhandenen Antikdrper mit Fluorochrom-
konjugierten zweiten Antikdrpern nachgewiesen. Zunachst wurden 20 ml einer
LB-FlUssigkultur mit dem jeweiligen Bakterium beimpft und im
Schuttelinkubator bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Zwei Waschschritte wurden
durchgefuhrt, bestehend jeweils aus einer Zentrifugation (2.500 rpm, 10 min,
4 °C) und Rucklésung des Pellets in 20 ml sterilem PBS. Die Keimzahl wurde
mittels spektralphotometrischer Messung bei 600 nm Uberprift. 50 ul der
Bakterienlosung wurden in ein Mikroreaktionsgefald pipettiert und bei
5.000 rpm fr 10 min bei 4 °C abzentrifugiert. Letztere Einstellungen wurden
fur alle weiteren Laufe beibehalten. Das Pellet wurde in 100 pl des jeweiligen
1:100 verdinnten Serums rickgeldst und 2 h bei 4 °C inkubiert. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt wurden nichtgebundene Antikorper durch
Waschen mit 500 ul sterilem PBS entfernt, gefolgt von einer weiteren
Zentrifugation. Zum Nachweis der gebundenen antigenspezifischen IgG-
Antikdrper wurde der zweite Antikoérper (Anti-Maus IgG FITC) 1:100 in
Probenpuffer verdinnt und fur 2 h bei 4 °C unter lichtgeschutzten
Bedingungen inkubiert. Dreimaliges Waschen eliminierte freie zweite
Antikdrper und konnte so unspezifische Hintergrundaktivitat vermindern. Die
Rucklésung des Pellets nach Abschluss der Waschvorgange erfolgte in 60 pl
Losungspuffer. 50 ul der Probe wurde in die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte
(Microplate 96 well black, Berthold Technologies, Bad Wildbad) pipettiert.
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Nach einer Anregung bei 485 nm konnte das emittierte Fluoreszenzsignal bei
520 nm mit standardisierten Einstellungen gemessen werden. Die

Belichtungszeit betrug 50 ms.

C 7. Histopathologie der Nasenschleimhaut

Ein idealer Impfstoff bietet effektiven Schutz bei geringen Nebenwirkungen.
Um eine mogliche lokale Toxizitat der Impfung zu evaluieren, wurde das
Nasenschleimhautepithel von intranasal geimpften Mausen histopathologisch
untersucht. Die Aufarbeitung des Materials wurde freundlicherweise vom
Pathologischen Institut der Ludwigs-Maximilians-Universitat durchgefiihrt. Die
entnommenen Mausschadel wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur in 4 %
Formaldehyd fixiert, gefolgt von 30-minatigem Spulen. Anschliefiend wurden
die Proben mit einer EDTA-LOsung bei 45 °C fur mindestens 24 h entkalkt.
Durch diesen Vorgang wird auch der knocherne Teil der Nase schneidbar.
Nach erneutem Spulen wurden die Mausnasen durch eine aufsteigende
Alkoholreihe dehydriert. Diese Entwasserung ist Voraussetzung fur die
darauffolgende Einbettung im hydrophoben Paraffin. Die in Paraffin
eingebetteten Organe wurden in 2 um Scheiben geschnitten und mit
Hamatoxylin und Eosin gefarbt. Die Auswertung erfolgte mit einem Leitz Dialux
20 EB-Mikroskop durch einen verblindeten Pathologen, die Aufnahme der
Bilder mit einer Leica DMD108.

C 8. Statistische Auswertung

Alle statistischen Analysen wurden mit Graph Pad Prism 6 durchgefuhrt.

Bei der Durchfiihrung des ELISA wurden alle Seren mindestens in Triplikaten
(Anzahl (n. von lateinisch numerus) = 3) gemessen. Um Seren, die auf
unterschiedlichen Platten bearbeitet wurden, vergleichbar zu machen, wurde

vom arithmetischen Mittelwert (MW) der Triplikate stets der arithmetische
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Mittelwert der Leerwerte, addiert um zehn Standardabweichungen (SD von
engl. standard deviation), abgezogen. Bei der Signifikanzanalyse kam der
Student’s t-Test fur abhangige Stichproben zum Einsatz. Bei unabhangigen
Stichproben wurden die Daten mit dem Mann-Whitney-U-Test analysiert. Im
Fluoreszenzassay wurden die Seren und Kontrollgruppen mindestens dreifach
bestimmt. Vom Mittelwert der Seren wurde der Mittelwert der Leerwerte
abgezogen. Abhangige Stichproben wurden mittels Student's t-Test
untersucht, unabhangige Stichproben mittels Mann-Whitney-U-Test. In der
vorliegenden Arbeit wurden gemessene Wahrscheinlichkeiten eines Fehlers
der 1. Art mit Irrtumswahrscheinlichkeit Alpha von weniger als 5 % als
signifikant definiert (p < 0,05).
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D Ergebnisse

D Ergebnisse

Die Zielsetzung dieser Arbeit bestand darin, die Immunogenitat der
Vakzinierung mit bakteriellen OMV von GNB im Mausmodell zu untersuchen
und mit der Immunantwort beim Menschen nach Infektion zu vergleichen. Im
ersten Teil wurden Mause mit OMV dreier gram-negativer Bakterienisolate von
Patienten und einem E. coli Referenzstamm intranasal vakziniert und die
Immunreaktion im Mausmodell untersucht. Im zweiten Teil wurde die
Immunantwort beim Menschen aus Seren der entsprechenden Patienten
charakterisiert und verglichen. Zusatzlich wurde die Vertraglichkeit einer OMV-
gestutzten Vakzinierung durch die histopathologische Untersuchung der

Nasenschleimhaut intranasal geimpfter Mause evaluiert.

D 1. Intranasale Impfung der Mause

1.1 Charakterisierung der Proteinprofile der OMV

Vor Einsatz der OMV als Impfstoff wurde ihr Proteinprofil charakterisiert und
mit dem Profil der Bakterien, aus denen die Vesikel isoliert wurden, verglichen.
Lysate der Patientenisolate und des Referenzstamms CFT bzw. die jeweiligen
OMV wurden mittels SDS und B-Mercaptoethanol denaturiert (siehe C 4.3.1)
und in der SDS-PAGE Gelelektrophorese an ihrer Molekularmasse getrennt
(siehe C 4.3.2). Die Gele wurden durch Coomassie-Blau Farbstoff gefarbt.

Im direkten Vergleich der Proteinprofile der Bakterienlysate mit denen der
OMV zeigt sich, dass deutlich mehr und unterschiedliche Proteine in den
Ganzzelllysaten vorhanden sind. Daruber hinaus wird deutlich, dass nur
bestimmte Proteine sowohl im Bakterienlysat, als auch in den OMV prasent
sind. Bei Isolat A galt dies beispielsweise fur Banden mit 35 kDa und 15 kDa.

Fir B lieRen sich Proteine mit einem Molekulargewicht von 35 kDa und 70 kDa
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identifizieren. Die Farbung der Bakterienlysate und OMV von C demonstrierte
eine prominente Bande bei 35 kDa. Im Referenzstamm CFT waren deutlich
mehr Proteine im Ganzzelllysat auch in den OMV auffindbar mit prominenten
Banden bei 15 kDa, 25 kDa, 35 kDa und 40 kDa.

Im Folgenden wurden die OMV der unterschiedlichen Bakterien als Impfstoff
im Mausmodell eingesetzt. So konnte Uberpruft werden, ob die OMV im
Mausmodell in vivo immunogen sind und eine Immunantwort gegen die

Bakterien induzieren.

A B C CFT
MM M BL OMv. BL OMV BL OMV wmm M BL OMV
(kDa) - (kDa)
g S
100- 100-
70- 70-
55- e . 55- -
40- — 40- - —
35. — = 35- — —
25-1 . 25-
15-1 .. 15- - -
10- S

Abb. D 1.1 Coomassie-Farbung der mittels SDS-PAGE Gelelektrophorese aufgetrennten
Proteine der Bakterien A, B, C und CFT bzw. den jeweiligen OMV. Als Marker zur Bestimmung
der molekularen Masse kam eine vorgefarbte Proteinleiter zum Einsatz (PageRuler
Prestained Protein Ladder). Die obere Angabe bezieht sich auf das jeweilige Bakterienisolat
A, B, C und CFT. Die untere Angabe unterscheidet zwischen dem Bakterienlysat und den
OMV des jeweiligen Isolats. BL = Bakterienlysat, M = Marker, MM = Molekilmasse.

1.2 Mausgruppen
Die Versuchsgruppe umfasste acht weibliche BALB/c Mause. Vier dieser

Versuchstiere wurden mit OMV des jeweiligen Bakteriums geimpft, weitere
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vier mit OMV adjuvantiert mit Choleratoxin (CT) (Campos et al. 2003).
Dementsprechend war pro Vakzine basierend auf den OMV des jeweiligen
Bakteriums (Bakterium A, B, C und CFT) eine ohne Adjuvanz und eine mit
Adjuvanz geimpfte Maus vorhanden. Die Kontrollgruppe bestand aus zwei
scheinimmunisierten weiblichen Labormausen der BALB/c Zuchtlinie. Eines
dieser Tiere wurde intranasal mit Impfstoffpuffer (steriles PBS) allein

vakziniert, ein weiteres mit Impfstoffpuffer und CT.

1.3 Impfstoffz7usammensetzung

OMV wurden mittels Ultrazentrifugation aus dem Kulturiberstand des
jeweiligen Bakteriums (A, B, C oder CFT) isoliet und mittels
Durchflusszytometrie quantifiziert. Zur intranasalen Vakzinierung wurden 5 pl
OMV-Lésung eingesetzt in einer Konzentration von 5 x 106 OMV/ul. Die
adjuvantierten Vakzine enthielten zusatzlich CT (0,5 pg/10 pl). Als Kontrollen
wurde PBS allein eingesetzt oder PBS mit CT (0,5 pg/10 pl).

1.4 Impfung und Probengewinnung

Zum Start der Versuchsreihe (Tag 0) wurde den Mausen Blut Uber die
Schwanzvene abgenommen. Dieses Praimmun-Serum diente als Kontrolle
bei den weiteren Experimenten. Anschlielend erfolgte am selben Tag die
erste intranasale Impfung. 5 pl der Vakzinlésung wurden angerichtet und den
Versuchstieren in jedes Nasenloch unter Isofluran Anasthesie appliziert. Die
tierexperimentellen Methoden sind detailliert im Abschnitt C 3 beschrieben.
Nach einer Woche (Tag 7) wurde den Mausen wiederholt wie beschrieben Blut
entnommen, um die Immunantwort sieben Tage nach der ersten Impfung zu
untersuchen. Am selben Tag (Tag 7) erfolgte eine Booster-lmmunisierung. Die

finale Blutentnahme erfolgte nach zwei Wochen (Tag 14) uber Punktion der
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murinen Vena cava caudalis. Das Impfschema ist in Abbildung D 1.3
dargestellt.

Die Methode der Blutabnahme Uber die Schwanzvene wurde gewahlt, da sie
bei den Mausen verglichen mit anderen Techniken wie der
Schwanzamputation oder der retrobulbdren Punktion geringen Stress und
wenig Nebenwirkungen verursacht. Durch diese Methode konnten nur
geringere Mengen Blut (ca. 20 yl — 40 pl) entnommen werden. Gleichzeitig
sollten die Labormause nicht unnotig belastet werden durch das Ablassen
grofderer Blutvolumina, insbesondere in Betracht der kurzen Intervalle
zwischen den Abnahmen. Insgesamt wurde aus diesen Grinden bei der
Fluoreszenzmikroskopie und dem in vivo Lumineszenzassay auf eine
Messung der Seren von Tag 7 verzichtet und ausschlieRlich mit den finalen
Seren (Tag 14) gearbeitet. Die Praimmun-Seren (Tag 0) dienten als

Kontrollen.

Tag 7 1'4 ]
Impfung v *

Blut Q ‘ ‘

Abb. D 1.4 Impfschema. Blutentnahmen sind durch einen Blutstropfen gekennzeichnet,
intranasale Immunisierungen durch einen Mauskopf wahrend der Vakzinierung. Der Stern (*)
markiert die finale Blutentnahme nach Opferung des Versuchstiers.
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D 2. Untersuchung der Immunantwort im Mausmodell

2.1 ELISA

Die nach der intranasalen Impfung gebildeten bakterienspezifischen
Serumantikérper wurden mittels ELISA bestimmt. Zunachst wurde das
Testprotokoll validiert. AnschlieRend wurden die Seren der unterschiedlichen

Mausgruppen gemessen.

2.1.1 Optimierung der Inkubationszeit des Substrats
In Folgendem ist ein Kurzprotokoll des ELISA dargestellt. Das Protokoll zur

Messung der Antikdrper war aus Vorversuchen etabliert.

Tabelle D 2.1.1. ELISA Kurzprotokoll. AK = Antikérper, BP = Blockierungspuffer, HRP =
horseradish peroxidase, RT = Raumtemperatur, WP = Waschpuffer.

Beschichtung 100 I hitzeinaktivierte Bakterien 20 ug/ml in BP tber Nacht
bei 4 °C

Blockierung 200 pl BP fir 1 h bei 37 °C

Serum/1. AK 100 pl Serum seriell in BP verdinnt fir 1 h bei 37 °C

Waschen Vier Waschschritte mit 300 pyl WP

2. AK 100 pl Anti-Maus 1gG/IgM HRP-konjugiert verdiinnt 1:1.000
in BP fiir 1 h bei 37 °C

Waschen Vier Waschschritte mit 300 uyl WP

Substrat 100 pl o-Phenylendiaminsubstrat fir 40 min bei RT

Messung Mikroplattenleser bei 492 nm

Da bei den Experimenten in dieser Arbeit ein anderes Substrat zum Einsatz
kam als bei Etablierung des Assays, wurde die Inkubationszeit des Substrats
durch Aufzeichnung der kinetischen Kurve des Substratumsatzes bestimmt.
Der ELISA wurde nach Protokoll durchgefiihrt. Probeweise wurden Seren in
Triplikaten 1:1.000, 1:10.000 und 1:50.000 in Blockierungspuffer verdunnt.
Nach Hinzugabe des 2. AK und des Substrats wurde der Substratumsatz
durch das Enzym HRP in Intervallen von 5 min gemessen. Abbildung D 2.1.1
zeigt die kinetische Kurve des Substrats bei unterschiedlichen
Verdunnungsstufen des 1. AK. Nach Zugabe des Substrates stieg die optische
Dichte durch Bildung des blauen Farbstoffs bei Verdlinnung 1:1.000 an, bis
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sie nach ca. 30 min ein Plateau erreichte. Bis zur Messung bei 20 min zeigte
sich eine signifikante Anderung der Werte zum Vorwert. Bei den
Verdinnungen 1:10.000 und 1:50.000 wurde dieses Plateau nach ca. 40 min
erreicht. Die Anderungen zum Vorwert waren bis 40min (1:10.000) bzw. 25
min (1:50.000) signifikant. Eine 40-minutige Inkubationszeit wurde fur die
folgenden ELISA-Versuche gewahlt.

ns ns ns ns

1.1%10°- ¥ I i S ns
. i I I
1.0%10°4 i i
I
9.0%10"" ”
1:1000
il r e 1:10.000
e _..1fn £ == 1:50.000
‘S‘ 7.0x10"" ) . e
[=2]
* *
2 6.0x10'1" * A8 sausgmrs Foeeret goooreeeerd z
- . E
a x ~ I 2
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g 4.0%10"" x
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1'0,‘10_1_."’. .......................
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Abb. D 2.1.1 Kinetische Kurve des Substratumsatzes bei unterschiedlichen
Verdinnungsstufen des 1. AK (1:1.000, 1:10.000, 1:50.000) Uber die Zeit (0 — 40 min)
gemessen als optische Dichte bei 492 nm (MW +/- SD, n = 3). Die Signifikanz der Anderung
zum Vorwert ist mit Zeichen Gber dem jeweiligen Wert angegeben. * = signifikant, p < 0,05. ns
= nicht signifikant, p = 0,05.
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2.1.2 Evaluation der humoralen Immunantwort mittels ELISA

Die durch die Impfung induzierten bakterienspezifischen Antikorper wurden
durch ELISA bestimmt. Die intranasale Vakzinierung fand an Tag 0 und 7 statt,
die Antikérper wurden eine Woche nach der ersten Vakzinierung (Tag 7) bzw.
eine Woche nach der zweiten Immunisierung (Tag 14) bestimmt. Die Menge
an Antikorpern zu Beginn (Tag 0) diente als Kontrolle. Die Seren wurden seriell
verdunnt beginnend bei 1:1.000. Die serielle Verdiinnung konnte eine valide
Messung sicherstellen, da die Beziehung zwischen Quantitdt an AK und
optischer Dichte nur in bestimmten Bereichen linear verlduft und die Messung
idealerweise in diesen Bereichen stattfindet. Exemplarisch verdeutlicht
Abbildung D 2.1.2 den linearen Messbereich zwischen optischer Dichte und
Verdinnung. Aus diesem linearen Bereich wurde die Verdinnungsstufe
1:1.000 gewahlt, um die bakterienspezifischen Antikorper zu bestimmen und

zwischen den einzelnen Gruppen zu vergleichen.

0.804

0.60 — OMV CFT
=+ OMV CFT +CT

0.40+

Optische Dichte 492 nm

0.20

0.00

T T T
1x103 1x104 1x10%
1/Serum Verdiinnung

Abb. D 2.1.2 Bestimmung einer geeigneten Verdunnungsstufe der Mausseren flir den
Nachweis bakterienspezifischer Antikérper mittels ELISA. Reziproker Wert der
Serienverdinnung von Seren gemessen als optische Dichte (OD) bei 492 nm (MW +/- SD, n
= 3) beginnend bei einer Verdliinnung von 1:1.000. Beispielhaft sind die Seren der Mause
eingesetzt, die mit OMV des Referenzstamms CFT ohne bzw. mit CT als Adjuvanz immunisiert
wurden. Nur in einem bestimmten Bereich ist die Beziehung zwischen Verdiinnung und OD
linear. Aus diesem Bereich wurde die Verdunnungsstufe 1:1.000 fur die weiteren
Darstellungen ausgewahit.
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ELISA zum Nachweis von Antikorpern nach Impfung mit OMV A

Die spezifischen IgG- und IgM-Antikorper von Tag 0, 7 und 14 nach Impfung
mit OMV des Bakterienstammes A (OMV A) ohne und mit CT als Adjuvanz
wurden gemessen (siehe Abbildung D 2.1.3). Als Kontrolle diente das Serum
vor der ersten Vakzinierung (Tag 0) und das Serum einer scheinimmunisierten
Maus (Impfung mit PBS bzw. PBS und CT an Tag 14). Signifikante
Konzentrationen von 1gG- und IgM-Antikérpern im Vergleich zu
scheinimmunisierten Kontrollen konnten nach abgeschlossenem Impfzyklus
(Tag 14) bei der unadjuvantierten und CT adjuvantierten Gruppe festgestellt
werden. Spezifische IgG-Antikdrper konnten in beiden Gruppen bereits sieben
Tage nach der ersten Immunisierung nachgewiesen werden, nach der zweiten
Impfung stiegen die Werte nochmals an. Antikérper der Klasse IgM waren
ebenfalls an Tag 7 signifikant zu detektieren, wobei sie bei der adjuvantierten
Impfung nochmals an Tag 14 zunahmen. Die mit CT adjuvantierte Impfung

war der unadjuvantierten an Tag 14 uberlegen.
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Abb. D 2.1.3 Nachweis bakterienspezifischer 1gG- und IgM-Antikdrper nach intranasaler
Impfung mit OMV A bzw. OMV A mit CT adjuvantiert gemessen im Serum bei Verdiinnung
von 1:1.000 als optische Dichte (OD) bei 492 nm (MW +/- SD, n = 3). 0, 7, 14 = Serum von
Tag 0, 7, 14. C = Kontrollserum der scheinimmunisierten Mause an Tag 14. * = signifikant, p
< 0,05. ns = nicht signifikant, p = 0,05.

ELISA zum Nachweis von Antikorpern nach Impfung mit OMV B

Versuchstiere wurden mit OMV von Bakterienstamm B (OMV B) vakziniert,
ohne und mit CT als Hilfsstoff. Antigenspezifische IgG- und IgM-Antiképer
waren bei mit OMV B bzw. OMV B mit CT geimpften Mausen nach sieben
Tagen signifikant detektierbar, wobei sich nach der zweiten Vakzinierung
nochmals eine signifikante Steigerung zeigte. Daruber hinaus war das Signal
signifikant erhoht gegentber den scheinimmunisierten Kontrollen. Das

Adjuvanz CT verstarkte die Impfwirkung signifikant.
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Abb. D 2.1.4 Nachweis bakterienspezifischer 1gG- und IgM-Antikdrper nach intranasaler
Impfung mit OMV B bzw. OMV B mit CT adjuvantiert gemessen im Serum bei Verdiinnung
von 1:1.000 als optische Dichte (OD) bei 492 nm (MW +/- SD, n = 3). 0, 7, 14 = Serum von
Tag 0, 7, 14. C = Kontrollserum der scheinimmunisierten Mause an Tag 14. * = signifikant, p
< 0,05. ns = nicht signifikant, p = 0,05.

ELISA zum Nachweis von Antikorpern nach Impfung mit OMV C

Nach Impfung mit OMV von Bakterienstamm C (OMV C) zeigte sich in beiden
Gruppen eine signifikante Zunahme von IgG-Antikérpern nach der ersten
Impfung (Tag 7) und nochmals nach der Boosterung (Tag 14). IgM wurden
nach Abschluss des Impfschemas (Tag 14) in einer signifikant héheren Zahl
produziert als zu Beginn (Tag 0). Bei beiden Antikorper Isotypen waren die
Level am Ende der Versuche (Tag 14) signifikant hdher als bei den

scheinimmunisierten Versuchstieren. In der unadjuvantierten Gruppe war ein
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signifikant hoheres Signal nachweisbar als in der mit CT adjuvantierten

Gruppe.
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Abb. D 2.1.5 Nachweis bakterienspezifischer 1gG- und IgM-Antikdrper nach intranasaler
Impfung mit OMV C bzw. OMV C mit CT adjuvantiert gemessen im Serum bei Verdiinnung
von 1:1.000 als optische Dichte (OD) bei 492 nm (MW +/- SD, n = 3). 0, 7, 14 = Serum von
Tag 0, 7, 14. C = Kontrollserum der scheinimmunisierten Mause an Tag 14. * = signifikant, p
< 0,05. ns = nicht signifikant, p = 0,05.

ELISA zum Nachweis von Antikorpern nach Impfung mit OMV CFT
Nach der Erstimpfung mit OMV des Referenzstamms CFT (OMV CFT) konnte

ein signifikanter Anstieg von IgG- und IgM-Serumantikdrpern in beiden

Gruppen nachgewiesen werden. Nach der Zweitimpfung zeigte sich ein
signifikanter Boosterungseffekt. Das Signal der Versuchsgruppen unterschied

sich signifikant von der optischen Dichte (OD) in den Kontrollgruppen. Die IgG-
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und IgM-Antikdrperspiegel gegen CFT waren unadjuvantiert etwas hdher als

CT adjuvantiert, aber nicht signifikant unterschiedlich.
0.8+ IgG igM
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Abb. D 2.1.6 Nachweis bakterienspezifischer 1gG- und IgM-Antikdrper nach intranasaler
Impfung mit OMV CFT bzw. OMV CFT mit CT adjuvantiert gemessen im Serum bei
Verdinnung von 1:1.000 als optische Dichte (OD) bei 492 nm (MW +/- SD,n=3).0, 7, 14 =
Serum von Tag 0, 7, 14. C = Kontrollserum der scheinimmunisierten Mause an Tag 14. * =
signifikant, p < 0,05. ns = nicht signifikant, p = 0,05.
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Zusammenfassung der ELISA-Ergebnisse

Die Quantifizierung der totalen IgG-Serumantikorper zeigt, dass alle OMV
immunisierten Mause der unterschiedlichen Gruppen signifikant detektierbare
lgG-Antikorper sieben Tage nach der ersten intranasalen Impfung aufwiesen.
Daruber hinaus kam es in allen Gruppen zu einer signifikanten Erhéhung der
lgG-Antikorper sieben Tage nach der Boosterimmunisierung. Die individuelle
Signalstarke war variabel in den unterschiedlichen Gruppen mit der
schwachsten IgG-Signalstarke nach Immunisierung mit OMV B.

Die IgM-Antikorperantworten ergaben ein weniger einheitliches Bild. Nach
einer Immunisierung mit OMV A, OMV B und OMV CFT konnten 7 Tage nach
der ersten Immunisierung IgM signifikant nachgewiesen werden. Bei der
Impfung mit OMV C liel3 sich 7 Tage nach der ersten Impfung keine
signifikante Menge an IgM nachweisen. In allen Gruppen kam es nach der
Boosterung zu einer signifikanten Erhéhung der IgM-Antikérper mit Ausnahme
der nicht adjuvantierten OMV A Vakzinierung.

Die Wirkung des Adjuvanz CT auf die Antikérperantwort war in den Gruppen
unterschiedlich. In den Gruppen OMV A und OMV B verstarkte die Zugabe
des Adjuvanz CT zur Impfstofflosung die IgG- und IgM-Immunantwort
signifikant. Bei der Vakzinierung mit OMV C zeigte sich das Gegenteil. Fur
OMV CFT ergab sich ein ahnlicher, jedoch statistisch nicht signifikanter Trend.
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2.2 Western Blot

Der Western Blot weist das Vorhandensein antigenspezifischer Antikdrper im
Serum der immunisierten Mause nach. Verglichen mit dem ELISA hat der
Western Blot eine hohere Spezifitdt. Nach der Immunisierung mit OMV
interagiert das murine Immunsystem mit den Vesikeln. Es kommt zur
Ausbildung von Antikérpern gegen Bestandteile der OMV. Durch den ELISA
konnte nachgewiesen werden, dass diese Antikorper in unterschiedlichem
Male in der Lage sind Antigene im Bakterienlysat zu binden. Ein Bakterium
exponiert zahlreiche dieser Antigene als Zielstrukturen fur die Antikorper. Im
Western Blot werden wahrend der Gelelektrophorese diese Zielproteine an
Hand ihrer molekularen Masse sortiert. Nach Zugabe des Serums binden die
Antikorper ihre Zielstrukturen und werden durch Zugabe des zweiten
Antikorpers detektiert. Eine detektierte Bande im Western Blot beweist nicht
nur die Existenz der Antikorper, sondern bietet auch eine Aussage uber die
Grolde der jeweiligen Zielproteine.

Als Ziele eingesetzt wurden Lysate der unterschiedlichen Bakterien (A, B, C,
CFT) und ihre jeweiligen aufgereinigten OMV. So konnte verglichen werden,
welche bakteriellen Strukturen die Antikdrper binden, bzw. welche OMV-
assoziierten Proteine von den Antikérpern erkannt werden. Die
Bakterienlysate und die OMV wurden durch Kochen und Zugabe von SDS und
B-Mercaptoethanol denaturiert. Nach Proteinauftrennung mittels SDS-PAGE
und Membrantransfer wurden die Antigene mit den jeweiligen Seren und
einem HRP-gekoppeltem Anti-lgG Antikorper inkubiert. Nach Zugabe des
Substrats stellten sich Antigen-Antikérper-Komplexe als schwarze Banden
dar.

Die Mausseren wurden den Versuchstieren vor der ersten Impfung (Tag 0),
eine Woche nach der ersten Impfung (Tag 7) sowie nach der zweiten Impfung
(Tag 14) abgenommen. Als Kontrollen wurden die Seren scheinimmunisierter
Mause (PBS und PBS + CT) von Tag 14 eingesetzt.
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Ergebnisse fir OMV A immunisierte Mause

Bereits nach der ersten Immunisierung mit OMV A (Tag 7) zeigten sich
Antikdrper gegen Proteine aus dem Bakterienlysat (siehe Abbildung D 2.2.1).
Die Antikérperantwort nahm nach der zweiten Impfung (Tag 14) zu, sichtbar
an den starkeren Banden. Die Antikorper erkannten Proteine mit einer Grofe
von 35 kDa und 10 kDa. Die Kombinationsimpfung aus OMV A und CT zeigte
erst an Tag 14 eine Reaktion bei 35 kDa. Antikérper gegen die OMV
demonstrierten ein ahnliches Muster. Nach erster unadjuvantierter Impfung
zeigten sich an Tag 7 schwache, an Tag 14 dann starke Banden. Bei CT
adjuvantierter Impfung hingegen war der Western Blot erst am Ende der
Versuche (Tag 14) positiv. Zusatzlich zu der Bande bei 35 kDa reagierte das
Serum beider Gruppen deutlich gegen drei OMV-assoziierte Proteine mit einer
GroRe von ca. 13 bis 20 kDa. In den Kontrolltieren zeigte sich keine
Antikdrperantwort, mit Ausnahme einer sehr schwachen Aktivitat der mit PBS

und CT scheinimmunisierten Mause gegen Proteine der OMV.

Bakterienlysat oMV

(kDa) OMV A OMVA+CT OMV A OMVA+CT
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Abb. D 2.2.1 Western Blot zum Nachweis antigenspezifischer Antikérper gegen das Bakterium
A (siehe horizontale Beschriftung: Bakterienlysat) oder gegen OMV des Bakteriums A (siehe
horizontale Beschriftung: OMV) im Serum der Versuchs- und Kontrolltiere nach Impfung mit
OMV A.0, 7,14 = Serumvon Tag 0, 7, 14. K = Kontrollserum der scheinimmunisierten Mause
an Tag 14. MM = MoleklIimasse.
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Ergebnisse fir OMV B immunisierte Mause

Nach der Impfung mit OMV B ohne Adjuvanz zeigte sich im Western Blot eine
sehr schwache Immunantwort gegen das Bakterium und keine Immunantwort
gegen die OMV (siehe Abbildung D 2.2.2). An Tag 14 wurde ein sehr
schwaches Signal im Blot gegen das Bakterienlysat bei 35 kDa nachgewiesen,
kongruent zu den Ergebnissen im ELISA. Im Gegensatz dazu reagierte in der
Adjuvanzgruppe das Serum sowohl gegen das Bakterienlysat als auch gegen
die OMV. An Tag 7 zeigten sich Antikérper gegen ein Zielprotein mit einer
GrofRe von 35 kDa. Nach der zweiten Vakzinierung (Tag 14) war zusatzlich ein
weiteres Signal bei 70 kDa sichtbar. Die scheinimmunisierten Mause
produzierten keine spezifischen Antikdrper, mit Ausnahme einer sehr

schwachen Antikdrperantwort nach Vakzinierung mit PBS und CT.

Bakterienlysat oMV

MM oMV B OMV B +CT oMV B OMV B + CT
(kDa)
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Abb. D 2.2.2 Western Blot zum Nachweis antigenspezifischer Antikdrper gegen das Bakterium
B (siehe horizontale Beschriftung: Bakterienlysat) oder gegen OMV des Bakteriums B (siehe
horizontale Beschriftung: OMV) im Serum der Versuchs- und Kontrolltiere nach Impfung mit
OMV B. 0, 7, 14 = Serum von Tag 0, 7, 14. K = Kontrollserum der scheinimmunisierten Mause
an Tag 14. MM = Molekulmasse.
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Ergebnisse fir OMV C immunisierte Mause

Nach der Immunisierung mit OMV C ohne und mit CT konnten Antikdrper
gegen ein 35 kDa grolles Protein des Bakterienlysats in beiden Gruppen
zunachst schwach (Tag 7), nach Boostersimpfung stark (Tag 14)
nachgewiesen werden. Die Seren reagierten aullerdem an Tag 14 gegen ein
OMV-assoziiertes Protein gleicher GroRe (35 kDa). Nach Inkubation der
Bakterienlysate und der OMV mit den Seren scheinimmunisierter

Versuchstiere waren keine Banden sichtbar.

Bakterienlysat oMV

oMV C OMV C +CT oMV C OMV C +CT
MM
«oa) 0 7 14 K 0 7iiid )k 0 7 14 K 0 7 14 K
170-
130-
100-
70-
55-
40-

pu—. —— -

35- -

25-

Abb. D 2.2.3 Western Blot zum Nachweis antigenspezifischer Antikdrper gegen das Bakterium
C (siehe horizontale Beschriftung: Bakterienlysat) oder gegen OMV des Bakteriums C (siehe
horizontale Beschriftung: OMV) im Serum der Versuchs- und Kontrolltiere nach Impfung mit
OMV C. 0, 7, 14 = Serum von Tag 0, 7, 14. K = Kontrollserum der scheinimmunisierten Mause
an Tag 14. MM = MoleklIimasse.

Ergebnisse fiir OMV CFT immunisierte Mause

Im Western Blot war nach der ersten Impfung mit OMV CFT eine schwache,
nach wiederholter Vakzinierung eine starke Antikdrperantwort gegen ein
Protein des Bakterienlysats mit einer Gréfie von ca. 38 kDa nachweisbar. Dies
galt sowohl nach Immunisierung mit den OMV allein oder in Kombination der
OMV mit dem Hilfsstoff CT. Die Reaktivitat derselben Seren gegen die OMV
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des Bakteriums CFT war deutlich ausgepragter. Nach der ersten Impfung (Tag
7) zeigten sich schwache Banden bei 40, 100, 130 und 170 kDa. Das Signal
nahm nach der zweiten Impfung zu. Daruber hinaus war eine starke Bande bei
55 kDa nachweisbar. Die Kontrolltiere waren negativ, mit Ausnahme einer
sehr schwachen Aktivitat der mit PBS und CT scheinimmunisierten Mause

gegen Proteine der OMV.

Bakterienlysat oMV

OMV CFT OMV CFT + CT OMV CFT OMV CFT + CT
MM
«ay 0 7 14 K 0 7 14 K 0 7 14 K 0 7 14 K
170-
130- - —
100-
70-
e ——— Lo
40-

- - . - ‘n e | 1

35-

25-

Abb. D 2.2.4 Western Blot zum Nachweis antigenspezifischer Antikdrper gegen das Bakterium
CFT (siehe horizontale Beschriftung: Bakterienlysat) oder gegen OMV des Bakteriums CFT
(siehe horizontale Beschriftung: OMV) im Serum der Versuchs- und Kontrolltiere nach
Impfung mit OMV CFT. 0, 7, 14 =Serum von Tag 0, 7, 14. K = Kontrollserum der
scheinimmunisierten Mause an Tag 14. MM = Molekilmasse.

Zusammenfassung der Western Blot Ergebnisse

Mittels Western Blot konnte die IgG-Antikorperantwort der Mause nach der
Immunisierung weiter evaluiert werden. Im Serum der Versuchstiere zu Beginn
der Immunisierungen (Tag 0) und im Serum der Kontrollmause konnte keine
spezifische Antikorperantwort nachgewiesen werden, mit Ausnahme einer
hdchstens schwachen Aktivitat der Seren der zweifach mit PBS und CT
scheinimmunisierten Mause als Zeichen einer unspezifischen Stimulation des

Immunsystems durch CT. Das Serum aller Versuchstiere der
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unterschiedlichen Gruppen nach beiden intranasalen Immunisierungen (Tag
14) reagierte stark mit Proteinen, die sowohl in den OMV als auch in den
Ganzzelllysaten vorhanden waren. Eine Ausnahme stellte die Immunisierung
mit unadjuvantierten OMV B dar. Im Western Blot zeigte sich, kongruent zur
schwachen Signalstarke im ELISA, nur eine schwache Reaktivitat des Serums
gegen das Bakterienlysat und keine gegen die OMV. Unabhangig von der
jeweiligen Signalstarke wird aus dem Vergleich von Coomassie-Farbung
(siehe D 1.1) und Western Blot deutlich, dass sich die Immunantwort nur
gegen mehrere (A, B und CFT) bzw. hauptsachlich ein Protein (C) richtet.
Diese Proteine sind sowohl in den OMV als auch in den Ganzzelllysaten

enthalten und offensichtlich immunogen.
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2.3 Immunofluoreszenzmikroskopie

Durch Vakzinierung kommt es idealerweise zur Ausbildung spezifischer
Antikorper gegen Strukturen des Erregers. Durch die
Immunofluoreszenzmikroskopie kann die Lokalisation dieser Antigene
qualitativ nachgewiesen werden. Die Reaktionsfelder von Objektragern
wurden mit einer Bakteriensuspension beschichtet und mit Formaldehyd-
Lésung (3,7 % v/v) fixiert. Anschlielend wurde mit Patienten- und Mausseren
inkubiert. Antigenspezifische Antikorper im Serum wurden mittels
Fluorochrom-markierten zweiten Antikorpern sichtbar gemacht. Im
Fuoreszenz-Mikroskop kann die Intensitat und raumliche Verteilung der
Anfarbung dargestellt werden werden. Die Objekttrager wurden in drei
Modalitaten betrachtet. Hellfeldmikroskopische Aufnahmen zeigten die dem
Objekttrager anhafteten Bakterien. Die Fluoreszenzmikroskopie diente der
Ortsbestimmung der spezifischen Antigen-Antikorper-Reaktion. Die
Uberlagerung der beiden Modalitdten enthiilite, ob alle im Hellfeld sichtbaren
Bakterien nach Antikorperbindung angefarbt sind. Unspezifische Farbungen
konnten durch die eingesetzten Kontrollen (siehe Tabelle D 2.3.)
ausgeschlossen werden.

Bezuglich der Kontrollen lasst sich Folgendes zusammenfassen: Es konnte
keine Autofluoreszenz der Bakterien (Kontrolle 1) gesehen werden. Ebenso
wenig kam es zu unspezifischen Bindungen des zweiten Antikorpers an die
Bakterien (Kontrolle 2). Nach Inkubation mit Praimmunseren (Tag 0) und
zweitem Antikdrper zeigte sich keine Anfarbung (Kontrolle 3). DarUber hinaus
konnten keine antigenspezifischen Antikdrper im Serum scheinimmunisierter
Mause (Mockserum Tag 14) detektiert werden. Die Aufnahmen auf Abbildung
D 2.3.1 sind reprasentativ fir die eingesetzten Kontrollen.

Nach Inkubation mit Seren von Mausen, die mit unadjuvantierten und CT
adjuvantierten OMV A, B, C und CFT immunisiert wurden, war eine grine

Fluoreszenz der bakterielen Membran zu sehen. Damit konnten
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antigenspezifische 1gG-Antikdrper im Serum aller immunisierten Mause
detektiert werden. Die Oberflache der Bakterien konnte als Hauptlokalisation
der Antikérper bestimmt werden. Die Uberlagerung der
Fluoreszenzmikroskopie mit dem Hellfeld Bild zeigte, dass alle Bakterien im

Praparat von den Antikdrpern gebunden wurden.

Tabelle D 2.3. Messreihen Immunofluoreszenzmikroskopie.

Name Beschichtung 1. AK 2. AK

Kontrolle 1 Bakterium - -

Kontrolle 2 Bakterium - Anti-Maus IgG FITC

Kontrolle 3 Bakterium Mausserum Tag 0 Anti-Maus IgG FITC

Kontrolle 4 Bakterium Mockserum Tag 14 | Anti-Maus IgG FITC

Messung/Versuch Bakterium Mausserum Tag 14 | Anti-Maus IgG FITC
Fluoreszenz Hellfeld Uberlagerung

10 pm 10 ym 10 pym

Abb. D 2.3.1 Reprasentative Kontrolle der Immunofluoreszenz zum Ausschluss unspezifischer
Farbungen. Von links nach rechts: fluoreszenzmikroskopische Aufnahme, Hellfeldmikroskopie
und Uberlagerung beider Modalitaten. Es konnte keine unspezifische Farbung in den
Kontrollen gesehen werden.
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Fluoreszenz Hellfeld Uberlagerung

oMV A

OMV A +CT

OMV B

OMV B +CT

oMV C

OMV C +CT

OMV CFT

OMV CFT + CT

Abb. D 2.3.2 Immunofluoreszenzmikroskopie nach Inkubation der jeweiligen Bakterien (A, B,
C, CFT) mit den Seren intranasal immunisierter Mause (Tag 14) und zweitem Antikdrper (Anti-
Maus IgG FITC). Im oberen rechten Bildteil eine VergroRerung der Ubersichtsaufnahmen. Von
links nach rechts: fluoreszenzmikroskopische Aufnahme, Hellfeldmikroskopie und
Uberlagerung beider Modalitaten. Antigenspezifische IgG-Antikérper im Serum der
immunisierten Mause banden an der Bakterienoberfliche und wurden durch Fluorochrom-
konjugierte Zweitantikdrper sichtbar gemacht.
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2.4 Quantitativer Fluoreszenzassay

Im ELISA, dem Western Blot und der Immunofluoreszenzmikroskopie wurden
antigenspezifische Antikérper im Serum der Versuchstiere nachgewiesen.
Dabei wurden Bakterien als Antigene eingesetzt. Im ELISA wurden die
Bakterien hitzeinaktiviert. Im Western Blot wurden sie nach Kochen durch
Zugabe von SDS und B-Mercaptoethanol denaturiert. In der
Immunofluoreszenzmikroskopie wurden die Bakterien durch 3,7 %
Formaldehyd abgetotet. Um zu prifen, inwiefern die Antikorper lebende
Bakterien binden konnen, wurde der quantitative Fluoreszenzassay
durchgefuhrt. Hierzu wurden 50 pl einer Bakterienldsung definierter Keimzahl
mit Serum inkubiert. Antigenspezifische Antikdrper banden an ihre bakteriellen
Zielstrukturen. Die Komplexe aus Bakterien und Antikdrpern wurden durch den
Einsatz von Fluorochrom-konjugierten zweiten Antikorpern (Anti-Maus I1gG
FITC) nachgewiesen, nicht gebundene Antikorper wurden durch Waschen
entfernt. Das nach Anregung der Fluorochrome emittierte Fluoreszenzsignal
wurde im Mikroplattenleser quantifiziert.

Zum Einsatz kam das Serum der Versuchstiere vor und nach den intranasalen
Immunisierungen mit den OMV (Tag 0 und Tag 14). Folgende Kontrollen
wurden bei diesem Experiment eingesetzt: Zum einen erfolgte eine Inkubation
der lebenden Bakterien mit Probenpuffer anstelle von Serum und zweitem
Antikdrper. So konnte eine bakterielle Autofluoreszenz ausgeschlossen
werden. Zum anderen wurden Bakterien nur mit Probenpuffer und
anschlielend mit zweitem Antikorper inkubiert, um eventuelle unspezifische
Bindungen des zweiten Antikorpers an das Bakterium sichtbar zu machen. Die
Kontrollen wurden in allen Versuchsschritten analog zu den Proben
verarbeitet.

In allen Versuchsgruppen (OMV A, B, C und CFT) erhdhte sich das
Fluoreszenzsignal nach der zweifach intranasalen Vakzinierung signifikant

(siehe Abbildung D 2.4). AulRerdem unterschied sich das Fluoreszenzsignal

65



D Ergebnisse

signifikant von dem der Kontrollen. Somit konnten in allen Gruppen Antikorper
nachgewiesen werden, die in der Lage waren, native Antigene auf vitalen

Bakterien zu binden.

1%105 * 4x10* .
_ . _ —_—
g o0 —_— g axo0t
g ex0t 8
8 g  2x10* —_—
§ 4x10° 2
-]
& 2x10% Mausserum Tag 0 2 1x10¢ — Mausserum Tag 0
— - Il Mausserum Tag 14 - Bl Mausserum Tag 14
OMV A OMVA+CT oMvB OMVB+CT
1%10° — 6x10% .
— .
- " s 5x10% —
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g’ . “5’ ax10*
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§ —_ 2 Mausserum Tag 0
2 —_ L 1x10*
[ 2x10* Mausserum Tag 0 * T Bl Mausserum Tag 14
Il Mausserum Tag 14 o
OMVC OMVC +CT OMV CFT OMV CFT+CT

Abb. D 2.4 Quantitativer Fluoreszenzassay. Fluoreszenzsignal (Anregung 485 nm, Emission
520 nm, MW +/- SD, n = 3) nach Inkubation der vitalen Bakterien (A, B, C, CFT) mit den Seren
intranasal immunisierter Mause der unterschiedlichen Gruppen abgenommen nach
abgeschlossenem Impfschema (Tag 14). Zur Kontrolle wurden Seren der Mause vor den
Impfungen (Tag 0) eingesetzt. * = signifikant, p < 0,05.
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D 3. Untersuchung der Immunantwort beim Menschen

In dieser Arbeit sollte die Immunogenitat einer Vakzinierung mit bakteriellen
OMV von GNB im Mausmodell charakterisiert werden. Hierzu wurden Mause
mit OMV dreier Bakterienisolate von Patienten und einem Referenzbakterium
immunisiert. Um eine Wirkung der OMV-basierten Impfung im Menschen
abzuschatzen, wurde die humane Immunantwort aus Seren der
entsprechenden Patienten untersucht. Die Patienten hatten eine Infektion mit
dem jeweiligen Bakterium A, B oder C erlitten. Im Rahmen dieser Infektion war
es zu einer Konfrontation des menschlichen Immunsystems mit dem
jeweiligen Erreger gekommen. In der Folge wurde eine spezifische
Immunantwort gegen das Bakterium induziert. In folgenden Experimenten
wurde die Reaktivitat der Patientenseren gegen die Bakterien untersucht und

mit der Reaktivitat gegen die zur Impfung eingesetzten OMV verglichen.

3.1 ELISA

Die Serumantikorper gegen die Bakterien oder gegen ihre OMV wurden mittels
ELISA gemessen. Hierzu wurden Mikrotiterplatten mit hitzeinaktivierten
Bakterien oder OMV beschichtet. Nach Absattigen unspezifischer Bindestellen
wurde das Patientenserum in Verdiunnungsreihen beginnend bei 1:100
inkubiert. Der Einsatz verschiedener Verdlinnungsstufen machte die
Beziehung zwischen Quantitat an Antikérpern und optischer Dichte sichtbar.
Fur den Vergleich der verschiedenen Seren wurden Bereiche eingesetzt, in
denen die Beziehung zwischen den beiden Parametern weitgehend linear war
(siehe Abbildung D 3.1.1). Dementsprechend kam fur A, OMV A, B und OMV
B die Verdunnungsstufe 1:1.000 zum Einsatz. Fiur C und OMV C wurde
1:10.000 gewahlt. Nach vier Waschschritten wurden die Antigen-Antikorper-
Komplexe mittels zweitem Antikorper (Anti-Human IgG HRP-konjugiert)
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gebunden. Der Nachweis erfolgte durch Detektion des Substratumsatzes im
Mikroplattenleser.

Alle Patientenseren, abgenommen nach der Infektion mit den Bakterien A, B
oder C, =zeigten eine signifikant hohere Antikorperantwort gegen die
Bakterienlysate als gegen ihre OMV (siehe Abbildung D 3.1.2). Gleichzeitig
waren alle Patientenseren in der Lage sowohl Bakterium als auch OMV zu
binden. Die Reaktivitat aller Seren gegenlber den Bakterien war signifikant
hoher als gegentiber ihren OMV. Ein Serum der Patienten vor der Infektion
war jedoch nicht vorhanden. So konnte nicht zwischen durch die Infektion
induzierten und eventuell praformierten Antikdrpern unterschieden werden.

1.0+

0.5+

Optische Dichte 492 nm

0.0+

L] L] L] L} L} L] L} 1
10’ 102 0%  10* 105 10% 107 108 10°
1 /Serumverdiinnung

Abb. D 3.1.1 Bestimmung einer geeigneten Verdinnungsstufe zur Messung der
Serumantikérper der Patienten nach Infektion mit Bakterium A, B oder C mittels ELISA.
Mikrotiterplatten wurden mit Bakterienlysat oder OMV des jeweiligen Bakteriums beschichtet
und mit seriell verdiinnten Patientenseren inkubiert. Aufgetragen ist der reziproke Wert der
Verdiinnung von Seren gemessen als optische Dichte (OD) bei 492 nm (MW +/- SD, n = 3)
beginnend bei einer Verdiinnung von 1:100 (102) bis 1:10.000.000 (108). Es wird deutlich,
dass die Beziehung zwischen Menge an Antikbrper und gemessenem Signal nur in
bestimmten Bereichen linear verlduft. Die geeignete Verdinnungsstufe wurde aus den
linearen Bereichen ausgewahilt.
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Abb. D 3.1.2 ELISA zur Bestimmung der Serumantikdrper der Patienten nach Infektion mit
Bakterium A, B oder C gegen Bakterienlysate oder gegen OMV. Gemessen wurde das Serum
bei einer Verdinnung von 1:1.000 (fir A und B) bzw. 1:10.000 (fiir C) als optische Dichte (OD)
bei 492 nm (MW +/- SD, n = 3). * = signifikant, p < 0,05.

3.2 Western Blot

Mittels Western Blots wurden Serumantikdrper der Patienten gegen Proteine
aus dem Bakterium oder gegen ihre OMV bestimmt. Als Proteinproben wurden
Lysate der Bakterien A, B und C oder ihre OMV eingesetzt. Nach
elektrophoretischer Auftrennung der denaturierten Eiweilde mittels SDS-PAGE
wurden sie auf eine Nitrocellulosemembran geblottet (siehe C 4.3.1 — C 4.3.3).
Der korrekte Transfer wurde durch Einsatz eines vorgefarbten Protein
Grolenstandards und durch Ponceau-Farbung der Membran Uberpriift (siehe
C 4.3.4). AnschlieRend erfolgte die Immundetektion der Serumantikdrper
(siehe C 4.3.5) durch Inkubation mit entsprechendem Sekundarantikérper und
Substrat.

In den ersten Western Blot Versuchen zeigte sich eine hohe
Hintergrundaktivitat bei Inkubation der geblotteten Proteine von Bakterienlysat
und OMV mit den Patientenseren. Trotz Austestung unterschiedlicher Antigen-
und Antikorperkonzentrationen lie3 sich dieses Hintergrundsignal nicht

wesentlich reduzieren. Dies schrankte die Aussagekraft des Tests ein. Die
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Ergebnisse der Western Blot Experimente sind in Abbildung D 3.2 dargestellt.
Im Serum des Patienten A konnte eine starke Antikdrperantwort gegen
zahlreiche Proteine unterschiedlicher Gréf3e von 100 kDa bis 10 kDa gesehen
werden. Die Reaktivitat des Patientenserums gegen die OMV war schwacher
ausgepragt. Es kam sowohl zur Bindung gleichgro3er Proteine von Bakterium
und OMV (z.b. bei 50 kDa, ca. 22 kDa und 15 kDa), als auch unterschiedlich
grolder Proteine.

Zahlreiche Banden von 100 kDa bis 15 kDa zeigten sich bei Inkubation des
Bakterienlysats B mit Serum des Patienten B. Eine schwachere Aktivitat des
Serums gegen die OMV konnte gesehen werden.

Auf Grund der hohen Hintergrundaktivitat konnten mittels Western Blot keine
Aussagen Uber die Serumantikorper des Patienten C gegen das Bakterium C
und seine OMV getroffen werden.

Insgesamt bestatigt der Western Blot die Ergebnisse des ELISA fir die
Antikdrperantwort der Patientenseren gegen Bakterium (bzw. OMV) A und B.
In beiden Fallen konnte das Patientenserum sowohl Bakterium als auch OMV
binden. Die Reaktivitat gegen die Bakterien war starker ausgepragt als gegen
die OMV. Eine gute Aussage Uber das Patientenserum C war wegen hoher
Hintergrundaktivitat nicht moglich, es lassen sich einige Banden erahnen, die

spezifische Bindungen anzeigen kénnten.
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Abb. D 3.2 Western Blot zum Nachweis von Antikérpern im Patientenserum gegen die
Bakterienlysate (BL) oder die OMV nach Infektion des jeweiligen Patienten A, B oder C. Nach
gelelektrophoretischer Auftrennung der Bakterienlysate und der OMV wurden sie auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet und mit Patientenserum inkubiert. Der Nachweis der
gebundenen Antikorper erfolgte mit einem Zweitantikorper (Anti-Human IgG HRP-konjugiert).
BL = Bakterienlysat. MM = Molekulmasse.

3.3 Immunofluoreszenzmikroskopie

In den vorangehenden Experimenten konnten Antikérper im Patientenserum
nach Infektion mit den Bakterien A, B und C nachgewiesen werden. Diese
Antikdrper waren auch dazu in der Lage die OMV der betreffenden Bakterien
zu binden. OMV schniren sich als Vesikel von der bakteriellen
Aullenmembran ab. Kénnen Antikérper sowohl die Erreger als auch ihre OMV
erkennen, sollte eine Deposition an der Bakterienmembran sichtbar werden.
Die Lokalisation der Antigen-Antikbrper-Komplexe wurde mittels
Immunofluoreszenzmikroskopie bestimmt. Objekttrager wurden mit dem
jeweiligen Bakterium beschichtet und mit Formaldehyd fixiert. Nach Inkubation
mit dem verdinnten Patientenserum wurden gebundene Serumantikdrper
durch einen geeigneten zweiten Antikorper (Anti-Human IgG FITC) sichtbar

gemacht. Die mikroskopische Dokumentation beinhaltete eine Hellfeld- und
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eine Fluoreszenzmikroskopie, sowie eine Superposition beider Modi. Durch
den Einsatz entsprechender Kontrollen konnten unspezifische Farbungen wie
eine bakterielle Autofluoreszenz oder eine unspezifische Bindung des zweiten
Antikorpers ausgeschlossen werden. Nach Inkubation der Bakterien A, B oder
C mit den jeweiligen Patientenseren konnte eine Anfarbung der Erreger
gesehen werden (siehe Abbildung D 3.3). Bakterienspezifische IgG-Antikorper
wurden so im Serum aller Patienten detektiert. Wie erwartet, lagerten sich die
Immunoglobuline hauptsachlich an der Bakterienmembran an. In der
Uberlagerung von Fluoreszenz- und Hellfeldmikroskopie wurden alle
Bakterien grin fluoreszierend und somit von den Antikbrpern gebunden
dargestellt.

Fluoreszenz Hellfeld Uberlagerung

Abb. D 3.3 Immunofluoreszenzmikroskopie zum Nachweis der Lokalisation der Antigen-
Antikérper-Bindung. Bakterien (A, B, C) wurden mit den Patientenseren, abgenommen nach
Infektion mit dem jeweiligen Erreger, und zweitem Antikérper (Anti-Human IgG FITC)
inkubiert. Von links nach rechts: fluoreszenzmikroskopische Aufnahme, Hellfeldmikroskopie
und Uberlagerung beider Modalitdten. Griine Fluoreszenz der Bakterienoberfliche
demonstriert eine Anlagerung antigenspezifischer IgG-Antikérper an die Bakterienmembran.
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D 4. Evaluation der Vertraglichkeit des Impfstoffs

Um die Vertraglichkeit eines Impfstoffes basierend auf OMV zu prufen, wurden
verschiedene Parameter erhoben. Zum einen wurden die geimpften Mause im
Verlauf der Experimente auf Verhaltensauffalligkeiten (z.B. Lethargie,
vermehrtes Putzen des Schnautzchens), Anzeichen emotionaler oder
korperlicher Belastung und Zeichen lokaler oder systemischer Toxizitat
beobachtet. Das Gewicht wurde wochentlich gemessen. Die Impfungen
wurden ohne Anzeichen von Nebenwirkungen gut vertragen, es kam zu
keinem Gewichtsverlust und alle Tiere nahmen kontinuierlich an Gewicht zu.
Todesfalle unter den Versuchstieren traten ebenfalls nicht auf. Somit erwies
sich das Impfschema als exzellent vertraglich. Um die Sicherheit einer OMV-
gestutzten Immunisierung weiter zu charakterisieren, wurde basierend auf der
intranasalen OMV-Applikation die Nasenschleimhaut histopathologisch
untersucht. Je zwei BALB/c Mause wurden entweder mit OMV des
Referenzstamms CFT gelost in Kochsalzlésung oder mit Kochsalzldésung
allein als Kontrolle immunisiert. Nach abgeschlossenem Impfzyklus wurden
die Mausschadel entnommen und zur mikroskopischen Beurteilung
vorbereitet (siehe C 7) . Das Material wurde in Formaldehyd fixiert, mittels
EDTA entkalkt und anschlieRend durch eine aufsteigende Alkoholreihe
dehydriert. Nach der Einbettung in Paraffin wurden die Organe in 2 ym dunne
Scheiben geschnitten, mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt und
lichtmikroskopisch betrachtet.

In der histologischen Untersuchung des Nasengewebes nach der
Immunisierung mit OMV zeigte sich eine physiologische Struktur der Mukosa
(siehe Abbildung D 4). Es konnte keine Infiltration von Granulozyten gesehen
werden. Es befanden sich keine Gewebsnekrosen oder Ulzerationen auf den
Praparaten. Ebenso wenig konnte eine Hyperamie der Blutgefalle festgestellt
werden. Die Nasenhohlen waren frei von entzundlichem Exsudat, welches im

Rahmen einer Affektation des Nasenepithels von Drisenzellen produziert
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werden kann. Insgesamt bot sich somit kein Anhalt fur eine lokale Toxizitat der
OMV-Impfung. Die mit Kochsalz geimpften Kontrollmause zeigten ebenfalls

eine gesunde Nasenschleimhaut (siehe Abbildung D 4).

. ﬂ!“

Af *

Abb. D 4 Reprasentatlve Hlstopathologle des Hamatoxylin- und Eosin-gefarbten
Nasengewebes von BALC/c-Mausen nach intranasaler Immunisierung mit OMV des
Referenzstamms CFT (linke Bildhélfte) oder Kochsalz als Kontrolle (rechte Bildhalfte). Das
obige Bild als vierfache VergroRerung, das untere Bild als 40-fache Vergréerung des
umrahmten Ausschnitts (A). In beiden Gruppen zeigte sich eine physiologische Struktur der
Nasenschleimhaut ohne Infiltration von Entziindungszellen, Nekrose, Hyperdamie oder
entziindlichem Exsudat. A = Ausschnitt, B = Blutgefall, DZ = Driisenzellen, M = Mundhohle,
NaCl = Kochsalz, NH = Nasenhdhle, NK = Nasenknorpel, NS = Nasenseptum, S = nasale
Schleimhaut.
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E Diskussion

Nosokomiale Infektionen mit gram-negativen Erregern bedrohen taglich das
Leben von Patienten in Europa und weltweit. Die haufigsten
Krankenhausinfektionen durch gram-negative Bakterien (GNB) sind
Harnwegsinfekte, Pneumonien und Sepsis (Cassini et al. 2016). Eine schnelle
und effektive Antibiotikatherapie fuhrt zu einer deutlichen Reduktion von
Mortalitdt und Morbiditdt durch diese Infektionen. Gleichzeitig wird die
wirksame Behandlung von nosokomialen Infektionen durch GNB zunehmend
erschwert durch die Entstehung und Verbreitung von resistenten Bakterien bei
gleichzeitig fehlenden neuen antibiotischen Substanzen (Petty et al. 2014,
Canton et al. 2012). Neue Strategien im Kampf gegen
Krankenhausinfektionen mit GNB sind daher dringend erforderlich. Neben
Antibiotika gehoéren Impfungen zu den erfolgreichsten medizinischen
Interventionen gegen Infektionserkrankungen (Vaccines work 2018). Eine
wirksame und effektive Vakzinierung kdnnte einen wichtigen Beitrag gegen die
Bedrohung durch nosokomiale Infektionen mit resistenten GNB leisten.

Aullenmembranvesikel (OMV von engl. outer membrane vesicle) werden
konstant von GNB produziert und prasentieren native Antigene auf ihrer
Oberflache (Beveridge 1999, Kulp und Kuehn 2010). Durch Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (PAMPs von engl. pathogen-associated
molecular patterns) in ihrer Membran stimulieren sie das Immunsystem und
induzieren eine humorale wie zellulare Immunantwort (van der Pol et al. 2015).
OMV-basierte Vakzine werden klinisch bereits erfolgreich gegen
Meningokokken der Gruppe B eingesetzt (Watson und Turner 2016), im
Tiermodell wurden einige weitere Impfungen erprobt (Bottero et al. 2016, Liu
et al. 2017, Stevenson et al. 2018). In dieser Arbeit sollte die Immunogenitat
einer Vakzinierung mit bakteriellen OMV von GNB als Verursacher

nosokomialer Infektionen im Mausmodell untersucht und mit der
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Immunantwort von Patienten verglichen werden. Erstens wurden Labormause
mit OMV dreier gram-negativer Bakterienisolate von Patienten und einem E.
coli-Referenzstamm intranasal geimpft und die Immunantwort charakterisiert.
Zweitens wurde die Immunreaktion in den Seren der entsprechenden
Patienten untersucht und verglichen. Drittens wurde die Vertraglichkeit der
OMV-gestutzten Vakzinierung durch die histopathologische Untersuchung der

Nasenschleimhaut intranasal immunisierter Versuchstiere evaluiert.
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E 1. Diskussion der Methode

Gute Impfstoffe sind in der Lage eine spezifische und schitzende Immunitat
gegen Infektionserkrankungen zu induzieren. Fur eine erfolgreiche
Entwicklung von Vakzinen spielen praklinische Testungen im Tiermodell eine
wichtige Rolle. Innerhalb der kontrollierten Bedingungen von Tiermodellen
kann die Immunogenitat einer Impfung naher charakterisiert werden. Wichtige
Informationen wie Dosis, Impfplan, Verabreichungsweg und Kombination mit
Adjuvanzien kénnen untersucht werden. Vor diesem Hintergrund sollte in
dieser Arbeit eine intranasale OMV-basierte Impfung gegen GNB im
Mausmodell evaluiert werden. Um im Rahmen dieser als Pilotstudie
ausgelegten Analyse Daten Uber die breite Einsetzbarkeit des Verfahrens zu
erhalten, wurden nicht eine, sondern acht dezent unterschiedliche
Impfstoffformulationen eingesetzt und untersucht: Die OMV dreier
Patientenisolate und die des Referenzstamms, jeweils zum einen als reine
OMV-Impfstofflésung und zum anderen als Choleratoxin (CT) adjuvantierte
OMV-L6sung.

Trotz der Wichtigkeit der Aussagen aus praklinischen Studien ist durch die
Evaluation einer Vakzinierung im Tiermodell allein oft keine sichere
Vorhersage von Immunogenitat und Wirksamkeit im Menschen mdéglich (Davis
2008). Diese Einschrankungen in der Ubertragbarkeit der Ergebnisse von der
Maus auf den Menschen sind in speziesspezifischen Unterschieden der
Immunsysteme begrindet (Jameson und Masopust 2018, Mestas und Hughes
2004). Um eine Wirkung der OMV-basierten Impfung im Menschen
abzuschatzen, wurde die Immunantwort derjenigen Patienten untersucht, die
eine Infektion mit den zur Impfstoffproduktion eingesetzten Bakterien Uberlebt
hatten.

Die humorale Immunantwort gilt als der wichtigste Mechanismus in der
Abwehr von bakteriellen Pathogenen (Twigg 2005). Sie basiert auf Antikbrpern

produziert von Plasmazellen. Patienten mit einer eingeschrankten humoralen
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Immunantwort und Antikdrpermangelsyndromen, insbesondere IgG-Mangel,
sind anfallig fur wiederkehrende, schwere bakterielle Infektionen (Siber et al.
1980, Barton et al. 2016, Yamazaki et al. 2018). Daher ist der Nachweis der
Bildung von spezifischen Antikorpern wichtiger Bestandteil der
Impfstoffentwicklung. Zur Untersuchung der humoralen Immunantwort in der
Maus nach Impfung und im Menschen nach Infektion kamen in dieser Arbeit
verschiedene Immunoassays zum Einsatz (ELISA, Western Blot,
Immunofluoreszenzmikroskopie, Fluoreszenzassay). All diese Tests messen
auf unterschiedliche Art und Weise das Vorhandensein bakterienspezifischer
Serumantikorper. In dieser Arbeit wurde der IgG-Subtyp bestimmt (im ELISA
auch IgM). Die unterschiedlichen Tests erlauben unterschiedliche Aussagen
und helfen so bei der naheren Charakterisierung der Immunantwort. Der
ELISA findet als Test oft Anwendung in der Beurteilung von Immunitat nach
Impfung. Durch die indirekte Markierung der Antikorper erreicht er eine hohe
Sensitivitat bei schneller Durchfuhrbarkeit und erlaubt eine Quantifizierung der
totalen Antikorper. Der Western Blot verfligt durch den Elektrophoreseschritt
Uber eine hohe Spezifitat und erlaubt eine Beurteilung der molekularen Masse
der von den Immunoglobulinen  gebundenen Proteine. Die
Immunofluoreszenzmikroskopie liefert Informationen Uber die Lokalisation der
Antigene auf dem Bakterium. Alle drei Verfahren wurden im Mausmodell
angewandt, um die IgG-Antikorper (im ELISA auch IgM) zu untersuchen, die
sich im Laufe der Impfung gebildet haben. Im Patientenserum wurden die nach
der Infektion formierten Immunoglobuline untersucht. Problematisch ist, dass
bei diesen Assays die Antigene teilweise in denaturierter Form vorliegen. Im
ELISA bestand das beschichtete Antigen aus hitzeinaktivierten Bakterien, im
Western Blot denaturierten die Chemikalien SDS und 3-Mercaptoethanol die
Proben. Bei der Immunofluoreszenzmikroskopie ist eine Fixierung der
Bakterien mit Formalin nétig. Bei dieser Methode kommt es ebenfalls zu einer

partiellen Denaturierung der Antigene durch Quervernetzung der Proteine bei
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erhaltener Sekundar-/Tertiarstruktur (Mason und O‘Leary 1991, Thavarajah et
al. 2012). Die Mause jedoch wurden mit nativen OMV geimpft. Auch bei der
Infektion im Patienten waren die bakteriellen Antigene in nativer Konformation
prasent. Komplexe Strukturen wie bakterielle Membranen oder OMV bestehen
aus vielen verschiedenen Antigenen mit unterschiedlichen Epitopen.
Antikorper  richten  sich  gegen lineare  Epitope oder native
Konformationsepitope (Sela et al. 1967, Thornton et al. 1986, Rubinstein et al.
2008, Forsstrom et al. 2015). Durch die Denaturierung in ELISA, Western Blot
oder der Immunofluoreszenzmikroskopie besteht die Moglichkeit des Verlusts
immunogener Konformationsepitope. Daher wurde zusatzlich der
Fluoreszenzassay durchgeflhrt. Er erlaubte zum einen die Quantifizierung
des in der Mikroskopie nur qualitativ vorhandenen Fluoreszenzsignals. Zum
anderen werden die nativen Antigene der vitalen Bakterien mit den Antikérpern
konfrontiert. Es kommt zu keiner Denaturierung und somit nicht zum Verlust
von Konformationsepitopen. Gleichzeitig zeigte der Fluoreszenzassay in
dieser Arbeit deutlich hdhere Standardabweichungen als der ELISA bei der
Quantifikation der Antikorper, obwohl stets mit der gleichen Menge an Material
gearbeitet wurde. Dieser Nachteil ergibt sich moglicherweise aus der Arbeit
mit vitalen Bakterien. Bei der Durchfuhrung dieses Tests wurden die Proben
stets bei 4 °C verarbeitet, um bakterielle oder enzymatische Aktivitdten zu
reduzieren, die mit dem Signal oder der Bindung wechselwirken konnten.
Gleichzeitig ist der Metabolismus vieler Bakterien auch bei deutlich tieferen
Temperaturen noch tatig (Price und Sowers 2004). Bakterielle Enzyme
konnten demnach zur Degradation von Antikdrpern fihren und so die
Detektion variabel abschwachen (Ryan et al. 2008). Durch diese
Einschrankung kann der Fluoreszenzassay den robusteren ELISA fur die
Quantifikation der Antikérper nicht ersetzen.

Insgesamt konnte durch den Einsatz dieser vier Methoden die Immunantwort

breit charakterisiert werden. Obwohl einige OMV-Vakzin Studien eine
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Korrelation  zwischen totaler Antikorperantwort, gemessen durch
unterschiedliche Assays, und einer protektiven Wirkung nachgewiesen haben
(Baker et al. 2017, Pajon et al. 2015, Nieves et al. 2011), beweisen die hier
durchgefuhrten Messungen keine Schutzwirkung. Gleichzeitig war Ziel dieser
Arbeit die Immunantwort der Maus nach Impfung zu charakterisieren, nicht
eine protektive Wirkung der Impfung nachzuweisen. Kommende Studien
sollten darauf abzielen die Protektion durch Impfung in murinen
Infektionsmodellen zu untersuchen. Dies stellt einen weiteren Schritt in
Richtung der Entwicklung einer OMV-basierten intranasalen Impfung gegen
GNB dar. Auflterdem kdnnten wertvolle Informationen tber die Funktionalitat
der Immunantwort durch den Nachweis neutralisierender Antikdrper oder

opsonophagozytischer Aktivitat erbracht werden.
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E 2. Diskussion der Ergebnisse

In dieser Studie wurde eine OMV-basierte Impfung gegen GNB im
Mausmodell getestet. Die Immunogenitat der Vakzinierung wurde im
Mausmodell untersucht und mit der Immunantwort von Patienten nach
Infektion verglichen. Eine wirksame, sichere und kosteneffektive OMV-
basierte Impfung gegen GNB ware auf verschiedene Arten wertvoll.

Erstens konnte sie prophylaktisch gegen nosokomiale Infektionen durch gram-
negative Erreger eingesetzt werden. Wichtige Risikofaktoren fur das Erwerben
einer nosokomialen Infektion sind bekannt, beispielsweise Diabetes mellitus
(Erben et al. 2013), invasive Beatmung (Ramirez et al. 2012) oder der
Aufenthalt auf einer Intensivstation (Vincent 2003). Risikopatienten kdnnten
somit identifiziert und geimpft werden. Dies konnte die Morbiditat und
Mortalitat durch Krankenhausinfektionen in offentlichen
Gesundheitseinrichtungen senken und die anfallenden Kosten reduzieren.
Zweitens konnte eine OMV-basierte Impfung im besonderen Fall eines
Ausbruchs von nosokomialen Infektionen wertvoll sein.
Krankenhausinfektionen mit GNB kdnnen im Rahmen von Ausbrichen
auftreten. Die Suche in einer Datenbank fur in der Literatur publizierte
Ausbriche nosokomialer Infektionen ergab flr die in dieser Studie
eingesetzten Bakterien 245 gut dokumentierte Ausbruchsgeschehen weltweit

(https://lwww.outbreak-database.com, Website des Instituts flr Hygiene und

Umweltmedizin, Charité - Universitatsmedizin Berlin, Datum der Abfrage:
22.06.2020). Die Herstellung einer OMV-basierten Impfung gegen GNB hat
Vorteile gegenuber anderen Produktionsverfahren. Durch die Isolation der
Vesikel mittels Ultrazentrifugation gelingt die Vakzinentwicklung besonders
schnell im Vergleich zur deutlich langsameren Herstellung rekombinanter
Impfstoffe oder Multiepitopvakzinen. Gelingt die Isolation des verursachenden
Erregers, besteht die Moglichkeit der schnellen Entwicklung einer OMV-

basierten Vakzine, wie bereits von McConnell und Kollegen vorgeschlagen
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(McConnell et al. 2011). Die schnelle Herstellung einer OMV-basierten
Impfung konnte auf diese Weise einen Ausbruch nosokomialer Infektionen mit
einem GNB eindammen oder verhindern.

Drittens kdnnte eine OMV-basierte Vakzine einen wichtigen Beitrag im Kampf
gegen die zunehmende Antibiotikaresistenzentwicklung leisten. Eine
Hauptursache der zunehmenden Resistenzentwicklungen liegt im erhohten
Einsatz von Antibiotika. Zahlreiche Studien konnten eine positive Korrelation
zwischen einer vermehrten Anwendung von Antibiotika und dem Entstehen
von resistenten Erregern nachweisen (Lipsitch 2001, Deeks et al. 1999,
Melander et al. 2000, Bronzwaer et al. 2002). Eine OMV-basierte Impfung
gegen GNB verhindert prophylaktisch eine Infektion in den geimpften
Individuen. Bei hohen Impfraten kdnnen auch Ungeimpfte durch den Effekt der
Herdenimmunitat vor Infektion geschitzt werden. Insgesamt sinkt dadurch die
Notwendigkeit fir den Einsatz antimikrobieller Substanzen. Wie von Jansen
und Kollegen vorgeschlagen (Jansen et al. 2018), konnen Impfungen auf diese
Art dem weiteren Entstehen und der Verbreitung multiresistenter Organismen
Einhalt gebieten. So kam es beispielsweise nach der Einfuhrung der 13-
valenten Vakzine gegen Pneumokokken im Jahr 2010 zu einer deutlichen
Reduktion des Auftretens invasiver Infektionen durch Penicillin-resistente
Pneumokokken in den USA (Tomczyk et al. 2016).

Die humorale Immunantwort ist essenziell bei der Abwehr systemischer
bakterieller Infektionen. Daher wurde die Antikorperantwort im Serum von
Mausen nach Impfung bzw. Patienten nach Infektion Uber verschiedene
Verfahren nachgewiesen.

Alle OMV immunisierten Mause bildeten durch die zweifach intranasale
Immunisierung eine signifikante Menge bakterienspezifischer IgG- und IgM-
Antikdrper. Die IgG-Antikérper waren zum einen in der Lage denaturierte

Antigene zu binden, wie im ELISA und Western Blot nachweisbar (siehe D 2.1
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bzw. D 2.2). Zum anderen konnte eine Erkennung nativer Epitope vitaler
Bakterien im Fluoreszenzassay nachgewiesen werden (sieche D 2.4). Wie
erwartet nach einer Vakzinierung mit OMV, konnte mittels
Immunofluoreszenzmikroskopie die Antigen-Antikorper-Reaktion an der
bakteriellen Membran lokalisiert werden (siehe D 2.3). Ausschlielich an der
bakteriellen Oberflache befindliche Antigene konnen durch zirkulierende
Antikdrper gebunden werden. Durch eine Impfung gebildete Antikorper
bekdmpfen die systemische Infektion durch Bakterien Uber mehrere
Mechanismen. Erstens kdnnen sie durch Binden bakterieller Virulenzfaktoren
wie Fimbrien oder Adhasine die Interaktion dieser wichtigen Molekule mit
menschlichen Zellen blockieren. Zweitens markieren Antikorper Bakterien fur
Phagozyten im Rahmen der Opsonierung. Diese ,Fresszellen“ kénnen die
Antikdrper Uber Fc-Rezeptoren binden und die opsonierten Erreger verdauen.
Drittens bewirkt die Bindung von Antikdrpern eine Aktivierung des
Komplementsystems. Faktoren des Komplementsystems kdnnen wiederum
die Phagozytose durch Immunzellen erleichtern oder direkt eine Lyse des
Bakteriums bewirken.

Die Coomassie-Farbung nach gelelektrophoretischer Auftrennung der
verschiedenen Bakterienlysate und OMV ergab ein unterschiedliches
Proteinprofil beider (siehe D 1.1). Dies bestatigt zum einen, dass die OMV-
Herstellung valide ist und die Impfstofflosungen frei von Bakterien sind. Zum
anderen konnten Proteine bestimmter Molekularmasse sowohl in den Vesikeln
als auch in den Ganzzelllysaten nachgewiesen werden. Hochstwahrscheinlich
handelt es sich bei diesen Proteinen um Bestandteile der bakteriellen
AuRenmembran. Wie von Bonnington und Kuehn zusammengefasst
(Bonnington und Kuehn 2014), kénnen OMV-Proteine in unterschiedliche
Gruppen eingeteilt werden. Erstens sind bestimmte Proteine in gleichen
Mengen in der bakteriellen AuRenmembran und OMV vorhanden (Olofsson et

al. 2010). Zweitens sind einige Proteine in den OMV angereichert (Yokoyama
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et al. 2000). Drittens ist die Existenz von Proteinen beschrieben, die nicht
OMV-assoziiert sind (McMahon et al. 2012). Und viertens wurden Proteine
aufgefunden, die ausschlieBlich in den OMV wund nicht auf der
Bakterienmembran vorhanden sind (Elhenawy et al. 2014). Die Immunantwort
nach einer OMV-basierten Impfung sollte sich idealerweise gegen Proteine
der ersten oder zweiten Kategorie richten. Die gebildeten Antikorper waren in
der Lage bakterielle Strukturen zu binden und so vor einer Infektion zu
schitzen. Die Proteine dieser Kategorien werden in folgendem als OMV-
assoziierte Proteine bezeichtet. Um diesen Zusammenhang naher zu
untersuchen, wurde der Immunoblot durchgefihrt.

Im Western Blot konnte die Immunogenitat der Vakzine in der Maus weiter
charakterisiert werden. Nach zweifach intranasaler Immunisierung mit OMV
konnten in allen Gruppen im Western Blot Antikdrper gegen unterschiedliche
Proteine detektiert werden (siehe D 2.2). Diese sind sowohl in den OMV
vorhanden als auch in den Ganzzelllysaten der Bakterien. Es handelt sich
wahrscheinlich um Proteine der bakteriellen AuRenmembran, kongruent zu
den Ergebnissen in der Immunofluoreszenzmikroskopie. Sichtbar an der
unterschiedlichen Anzahl von Banden und der Bandenstarke werden bei den
jeweiligen Impfgruppen (OMV A, OMV B etc.) variabel viele Antigene durch
Antikorper gebunden. Eine robuste Antikorperantwort gegen mehrere Proteine
eines Bakteriums statt gegen ein einziges Protein kann ein wichtiger
Bestandteil wirksamer Impfungen sein. Die Abhangigkeit der Expression
bestimmter bakterieller Membranproteine von der Wachstumsphase ist schon
lange bekannt (Gallot-Lavallee et al. 1995, Schnaitman 1974). Aulerdem
konnen Bakterien wahrend der Infektion immunogene Antigene
unterexprimieren (Crother et al. 2004, Hennig et al. 1999). Daruber hinaus
werden Proteine der bakteriellen Membran herunterreguliert, wenn Bakterien
Antibiotikaresistenzen erwerben (Yao et al. 2018, Lin et al. 2010). Eine

Immunantwort ware demnach effektiver, wenn sie sich gegen mehrere
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Antigene richtet statt gegen ein einziges. Nach allen intranasalen Impfungen
konnten mehrere Banden und somit eine breite Antikdrperantwort gegen
mehrere Proteine detektiert werden, mit Ausnahme von OMV C. Hier richteten
sich die Antikorper pradominant gegen ein Protein. In der Coomassie-Farbung
waren jedoch mehrere OMV-assoziierte Proteine bei Bakterium C
nachweisbar. Diese weiteren OMV-assoziierten Proteine waren somit in dem
Impfschema dieser Arbeit nicht ausreichend immunogen. Unterschiedliche
Lésungsansatze fur diesen Fall waren denkbar. Zum einen koénnte die
Impfdosis erhdht oder weitere Nachimpfungen durchgefuhrt werden. Die
intranasale Applikation der Vakzine macht dies unkompliziert moglich. Zum
anderen konnten die OMV-assoziierten Proteine mittels Massenspektrometrie
identifiziert und durch gentechnische Methoden in den OMV Uberexprimiert
werden, um eine ausreichende Immunantwort zu erzeugen. Koeberling und
Kollegen konnten auf diese Art nachweisen, dass es nur nach einer
zehnfachen Uberexprimierung des Proteins fHbp in den OMV zu einer
wirksamen Immunantwort nach OMV-Impfung kommt (Koeberling et al. 2011).
In diesem Zusammenhang ist jedoch zu bedenken, dass mit einer hoheren
Anzahl von antigenen Strukturen und einer weiteren Verstarkung der
Immunantwort die Impfung schlechter vertraglich seien konnte im Sinne von
Impfkomplikationen durch Kreuzreaktionen gegen humane Proteine oder

gegen Antigene des physiologischen Mikrobioms (Rojas et al. 2018).

Die intranasale Vakzinierung mittels OMV unter Einsatz verschiedener
Bakterien fuhrte im Mausmodell zu einer signifikanten humoralen
Immunantwort im Serum. Auffallig war die deutliche Variabilitat der
Antikorperantwort im quantitativen ELISA. Neben der im Western Blot
nachgewiesenen unterschiedlichen Immunogenitat der OMV-Proteine kdnnte
die intranasale Applikation der Impfung eine Ursache dieser hohen Variabilitat

sein. Im Vergleich zum traditionellen parenteralen Verabreicherungsweg sind
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intranasale Impfungen deutlich schwerer zu standardisieren. Nach der
intranasalen Gabe befindet sich der Impfstoff auf der Oberflache der
Nasenschleimhaut. Durch Interaktion mit dem mukosalen Immunsystem
kommt es zur Ausbildung der lokalen und systemischen Immunantwort.
Gleichzeitig sorgen effektive Strukturen wie beispielsweise die Kinozilien des
Nasenepithels fur eine fruhzeitige Entfernung von Fremdpartikeln wie des
Vakzins aus der Nase. Es ist unklar, wie viel Impfstoff letztlich tatsachlich im
jeweiligen Individuum an der Nasenschleimhaut verbleibt und wie viel
verschluckt, aspiriert oder wieder herausgeniest wird. In anderen Versuchen
konnten aus diesen Grinden nach intranasalen OMV-Immunisierungen mit
anderen Bakterien nur sehr schwache bis keine Immunantworten detektiert
werden. Gleichzeitig bietet ein intranasaler Verabreichungsweg auch
zahlreiche Vorteile gegenuber klassischen parenteralen Impfungen. Erstens
sind intranasale Immunisierungen in Human- und Tiermedizin sicher
durchfuhrbar, da keine Nadeln zum Einsatz kommen. Dies reduziert die
Gefahr flr Nadelstichverletzungen und folgend flr Infektionen mit Hepatitis B,
C oder HIV. Zweitens konnen intranasale Vakzine zur schnellen Impfung und
Nachimpfung groRer Gruppen eingesetzt werden, da kein geschultes
medizinisches Personal notig ist. Beide Aspekte sind insbesondere von Vorteil
fir Lander mit schlechterer medizinischer Versorgung. In diesen Regionen ist
eine OMV-basierte intranasale Impfung besonders interessant, da fur einige
OMV-Impfungen Hitzestabilitat nachgewiesen wurde (Norheim et al. 2015,
Bishop et al. 2010) und somit nicht die Notwendigkeit einer aufwendigen
Kihlkette besteht. Drittens sind nicht-invasive Vakzine schmerzlos
verabreichbar und daher insbesondere attraktiv fur sensible Patientengruppen
wie beispielsweise Sauglinge, Kinder oder altere Menschen. Viertens induziert
eine intranasale Impfung neben einer systemischen auch eine mukosale
Immunantwort. Dies verstarkt den Effekt der Impfung. Das mukosale

Immunsystem enthalt die groRte Anzahl an Lymphozyten aller Gewebe. Die

86



E Diskussion

Plasmazellen in Schleimhaut und Bindegewebe produzieren den Antikorper
IgA, der einen wichtigen Bestandteil der mukosalen Immunabwehr darstellt.
Eine effektive intranasale Impfung kann Uber die Ausldsung einer lokalen
Immunantwort die Kolonisation mit Pathogenen verhindern und vor einer
invasiven Infektion schutzen. Nach intranasaler OMV-Impfung mit dem in
dieser Arbeit eingesetzten Referenzstamm CFT kam es nicht zur Produktion
signifikanter Level des Antikorpers IgA in den Vaginalsekreten und im Serum
geimpfter Mause. Unterschiedliche Arbeitsgruppen konnten bereits zeigen,
dass eine intranasale Immunisierung mit OMV der Erreger Helicobacter pylori,
Bordetella pertussis und Vibrio cholerae sowohl eine systemische wie lokale
Antikorperantwort produziert und vor mukosaler Kolonisation bzw. Infektion
schitzt (Roake et al. 2003, Roberts et al. 2008, Schild et al. 2008). Insgesamt
stehen dem Nachteil der schlechten Standardisierbarkeit zahlreiche Vorteile
gegenuber. Weitere Studien zu Impfstofformulationen, mukosaler Adhasion
der Antigene und Interaktion mit dem Immunsystem sind noétig, um die

Standardisierbarkeit intranasaler OMV-basierter Impfungen zu verbessern.

Adjuvanzien sind potente Bestandteile zahlreicher Impfungen. Sie verstarken
den Impferfolg durch eine verbesserte Erkennung und Prozessierung der
Antigene durch die Immunzellen. Derzeit werden bei parenteralen Impfstoffen
im Menschen die beiden exzellent vertraglichen Wirkstoffe Alum
(Aluminiumhydroxid) und die Ol/Wasser-Emulsion MF59 eingesetzt. Fir
mukosale Vakzine hingegen sind nur wenige Adjuvanzien fur Menschen
zugelassen. CT ist ein hochpotentes intranasales Adjuvanz im Tiermodell und
findet Anwendung in vielen Impfstudien. Im Menschen ist CT nicht anwendbar
auf Grund seiner hohen Toxizitat. Auch in der Maus wurde nach intranasaler
Applikation von CT ein Transport in den Hypothalamus und eine konsekutive
Entzindungsreaktion im Gehirn festgestellt (Armstrong et al. 2005). Ein

weiteres vielversprechendes Adjuvanz war das hitzelabile Enterotoxin (LT)
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von E. coli. Nach dem Auftreten von Nebenwirkungen wie fazialer Parese nach
Einsatz einer LT-unterstutzten intranasalen Influenzaimpfung im Menschen
wird dieses Adjuvanz nicht mehr eingesetzt (Mutsch et al. 2004).
Dementsprechend bestehen gegenuber zahlreichen mukosalen Hilfsstoffen
begrindete Sicherheitsbedenken. Daruber hinaus kénnen Adjuvanzien in
bestimmten Fallen die Immunantwort gegenuber dem eigentlichen Zielantigen
verschlechtern oder eine Immuntoleranz induzieren. Dies gilt auch fir CT (Sun
etal. 2010, Wu und Russel 1994). Eine unadjuvantierte Impfung hatte Vorteile
bezuglich der Sicherheitsbedenken und eventuell der Immunogenitat. Zu den
naturlichen Bestandteilen von OMV gehéren zahlreiche PAMPs wie
beispielsweise LPS, Lipoproteine und andere Auflenmembranproteine. Uber
die Bindung an verschiedene Toll-like Rezeptoren stimulieren die PAMPs in
den OMV eine Immunreaktion des Korpers (Raeven et al. 2016, Lee et al.
2018). OMV kénnen somit als potente Adjuvanzien eingesetzt werden (Pritsch
et al. 2016) und besitzen selbstadjuvantierende Eigenschaften (Alaniz et al.
2007). Ist der Einsatz eines zusatzlichen Adjuvanz nétig bei OMV-basierten
Impfungen? Um diese Frage zu adressieren, wurden in der vorliegenden
Arbeit die jeweiligen Impfungen sowohl als reine OMV-Lésung, als auch als
CT adjuvantierte OMV-L6sung eingesetzt. Der Effekt des Adjuvanz variierte in
den unterschiedlichen Gruppen (siehe D 2.1). Nach Impfung mit OMV A und
OMV B verstarkte die Zugabe von CT die Immunantwort signifikant,
wohingegen es bei OMV C zu einer signifikanten Abschwachung kam. Fir
OMV CFT war kein signifikanter Unterschied feststellbar. Aus den
Ergebnissen dieser Studie lasst sich kein eindeutiger Trend fur eine
Uberlegenheit einer adjuvantierten OMV-Impfung feststellen. Dariiber hinaus
wird klar, dass die Immunantwort auf eine bestimmte OMV/Adjuvanz
Kombination nicht ohne Weiteres auf andere OMV/Adjuvanz Kombinationen
extrapoliert werden kann. Vor dem Hintergrund der Sicherheitsbedenken

gegenuber mukosalen Adjuvanzien und der selbstadjuvantierenden
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Eigenschaften der OMV sollten bei der Entwicklung OMV-basierter Impfstoffe

derweil unadjuvantierte Vakzine bevorzugt werden.

In der vorliegenden Arbeit erzeugte eine intranasale OMV-basierte Vakzine
gegen verschiedene GNB eine signifikante IgG- und IgM-Antikérperantwort im
Mausmodell. Um Aussagen uber eine eventuelle Immunogenitat dieser
Impfung im Menschen zu treffen, wurde die Immunantwort derjenigen
Patienten untersucht, aus denen die Bakterienisolate zur Impfstoffproduktion
gewonnen wurden. Betreffende Patienten hatten eine Infektion mit den
Bakterien A, B oder C erlitten und Uberlebt. Neben der antibiotischen Therapie
spielten hierbei auch Faktoren des Immunsystems eine Rolle. Bestimmte
Antikérper aus der Gesamtmenge aller zirkulierenden Antikdrper im Blut der
Patienten waren vermutlich in der Lage die Bakterien zu binden und die
Infektion zu Uberwinden. Binden diese Antikorper nicht nur die Bakterien,
sondern auch die zur Impfung eingesetzten OMV, kdnnte eine OMV-basierte
Impfung auch im Menschen immunogen sein. Sowohl im ELISA (siehe D 3.1),
als auch im Western Blot (siehe D 3.2) konnten IgG-Antikdrper nachgewiesen
werden, die sowohl Antigene in den Bakterienlysaten als auch in den OMV
binden konnten. Mittels der Immunofluoreszenzmikroskopie konnten
Antigene, gegen die eine Reaktion bei den infizierten Patienten erfolgte, auf
der bakteriellen Membran lokalisiert werden. Gleichzeitig war die Reaktion
gegen die Bakterienisolate signifikant starker als die gegen die OMV, bei sonst
vergleichbarer Menge. In den OMV ist dementsprechend nur ein Teil aller
immunogenen Antigene prasent. Dieses Ergebnis ist kongruent zur
Profilanalyse der Proteine in der Coomassie-Farbung. Ein Schwachpunkt
dieses Ansatzes liegt zum einen darin, dass kein Prainfektionsserum der
Patienten vorhanden war. Somit konnte nicht zwischen praformierten
Antikdrpern und spezifisch durch die Infektion induzierten Antikorpern

unterschieden werden. Zum anderen stand kein Serum eines mit dem
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Referenzstamm CFT infizierten Patienten zur Verfligung. Letztlich bleibt offen,
ob eine OMV-basierte Impfung gegen GNB zu einer Immunogenitat im
Menschen fuhrt. Nach dem Abschlul® der praklinischen Impfstoffentwicklung
mussen klinische Studien diese Frage klaren, bevor eine OMV-basierte

Vakzine breit angewendet werden kann.

Die Evaluation von Vertraglichkeit ist unerlasslicher Bestandteil praklinischer
Impfstoffentwicklung. Sicherheitsbedenken zielen zum einen auf die
Moglichkeit einer eigenen Toxizitat des Produkts oder zum anderen auf
denkbare Nebenwirkungen durch die ausgeloste Immunantwort ab.
Insbesondere bei OMV-basierten Vakzinen ist die Untersuchung auf eine
Toxizitat sehr wichtig. OMV schnuren sich von der bakteriellen
Aullenmembran ab. Diese enthalt hohe Mengen von LPS. Dementsprechend
sind LPS auch Hauptbestandteil der OMV (Haurat et al. 2011). LPS gehoren
zur Familie der PAMPs. Wie andere PAMPs werden LPS von Immunzellen
erkannt und erzeugen eine Immunreaktion. Sie werden daher auch als
Endotoxine bezeichnet. LPS sind wichtig fur die Initiation der Immunantwort
bei OMV-basierten Impfungen (van der Ley und van den Dobbelsteen 2011).
Gleichzeitig wirken LPS auf diese Weise aber auch als proinflammatorische
Endotoxine. Uber die Bindung an den Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) kommt es
zu einer Aktivierung des angeborenen Immunsystems und zur Auslosung
einer starken Entziindungsreaktion bis hin zum septischen Schock und Tod
(Ryu et al. 2017, Raetz und Whitfield 2002). LPS als Bestandteil der OMV
kénnte daher nach Impfung zu Toxizitat fihren und die Sicherheit einer OMV-
basierten Impfung einschranken. Park und Kollegen haben gezeigt, dass die
intraperitoneale Injektion von OMV in der Maus zu einer systemischen
Inflammation fuhrt (Park et al. 2010). Eine Lésung aus diesem Dilemma
bestand im Einsatz von Detergenzien, um LPS aus den Vesikeln

herauszulésen und damit den LPS Gehalt der OMV zu reduzieren (Claassen
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et al. 1996, Quakyi et al. 1977). Durch die Extraktion verlieren die OMV jedoch
nicht nur LPS, sondern auch immunogene Lipoproteine. Dieser Verlust
antigener Eigenschaften wirkt sich wiederum negativ auf die Immunogenitat
des Impfstoffs aus (van der Ley und van den Dobbelsteen 2011).
Gentechnische Veranderungen der zur OMV-Produktion eingesetzten
Bakterien sind bereits erfolgreich eingesetzt worden, um den LPS-Gehalt und
somit die Toxizitat durch OMV zu verringern (Lee et al. 2009, Kim et al. 2009).
Daruber hinaus konnten mittels zum einen chemischer, zum anderen
gentechnischer Methoden Bakterien so modifiziert verandert werden, dass sie
weniger toxische, aber dennoch immunogene Isoformen von LPS exprimieren
(Simpson und Trent 2019). Neuere Untersuchungen zum Effekt von LPS auf
Saugetiere haben ergeben, dass die giftige Wirkung stark abhangig vom
Wirkort zu sein scheint. Im Gegensatz zur systemischen Applikation scheint
die mukosale Exposition gegentber LPS nur eine geringe oder keine Toxizitat
zu verursachen. In verschiedenen Studien im Tiermodell konnten keine
Schaden nach oraler Einnahme hoher LPS-Dosen gesehen werden (Oketani
et al. 2001, lllyes et al. 2008, Taniguchi et al. 2009). Auch die Schleimhaut der
ableitenden Harnwege zeigte sich als unempfindlich gegenuber LPS (Hedlund
et al. 2001). Epitheliale Oberflachen scheinen insgesamt deutlich weniger
sensitiv gegenltber LPS zu sein, da sie ohnehin mit zahlreichen GNB als Teil
des mukosalen Mikrobioms kolonisiert sind (Marshall 2005). Dies macht den
Einsatz einer mukosalen OMV-basierten Vakzine besonders interessant.
Bereits in Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe konnten keine toxischen
Nebenwirkungen nach intranasaler Immunisierung mit OMV des
Referenzstamms CFT beobachtet werden (Pritsch et al. 2016). Die Ergebnisse
dieser Arbeit bestatigen diese Beobachtungen und gehen darlber hinaus.
Nach intranasaler Impfung von Mausen mit OMV aus vier unterschiedlichen
GNB konnten weder Anzeichen lokaler noch systemischer Toxizitat

beobachtet werden. Ebenso wenig traten letale Verlaufe oder akute
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Schockreaktionen auf. Aulerdem wurde die Nasenschleimhaut intranasal
OMV-immunisierter Mause erstmals histopathologisch untersucht. Es fand
sich kein Hinweis auf eine lokale Entzindungsreaktion. Insgesamt geben
diese Ergebnisse Anhaltspunkte, dass der Einsatz intranasaler OMV-basierter
Impfungen sicher sein kénnte. Einschrankend ist hinzuzufigen, dass das
Fehlen einer toxischen Nebenwirkung im Mausmodell nicht gleichbedeutend
mit einer Sicherheit der Impfung im Menschen ist. Studien zur Vertraglichkeit
von OMV-Impfungen missen den weiteren Entwicklungsprozess unabdingbar

begleiten.

In dieser Arbeit konnte bewiesen werden, dass eine intranasale OMV-Impfung
zu einer systemischen Antikorperantwort gegen die eingesetzten Bakterien
fuhrt. Diese Bakterien haben in Patienten schwere Infektionen verursacht.
Gleichzeitig sind andere Stamme ihrer Art wichtige Kommensalen und
Bestandteile des menschlichen Mikrobioms. Das Mikrobiom ist wichtig fur die
menschliche Gesundheit. Es Gbernimmt wichtige Stoffwechselfunktionen und
ist unerlasslich fur die Entwicklung und die Funktion unseres Immunsystems.
Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen zahlreiche Verbindungen zwischen
Veranderungen in der Mikrobiomzusammensetzung und der Entwicklung
zahlreicher Krankheiten von allergischem Asthma (Trompette et al. 2014) Gber
Diabetes (Qin et al. 2012) und chronisch entzundliche Darmerkrankungen
(Imhann et al. 2018) bis hin zu Multipler Sklerose (Jangi et al. 2016) und Krebs
(Lu et al. 2016), wenngleich viele dieser Studien Assoziationen und keine
Kausalitat nachgewiesen haben. Die Impfung in dieser Studie richtet sich
gegen E. coli, Enterobacter cloacae und Klebsiella pneumoniae Stamme. Der
Keim E. coli ist ein haufiger Kommensale der menschlichen Flora. Er wird in
61 % aller Stuhimikrobiota von 242 gescreenten gesunden Probanden
aufgefunden (Huttenhower et al. 2012). Gleichzeitig werden erhdhte Mengen

von E. coli im Mikrobiom mit chronisch entzundlichen Darmerkrankungen
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(Fang et al. 2018) und Diabetes (Qin et al. 2012) in Verbindung gebracht. Auch
Enterobacter cloacae lebt im Darm gesunder Menschen (Mezzatesta et al.
2012). Fei und Zhao berichteten einen Zusammenhang zwischen hohen
Zahlen dieses Keims und der Entwicklung von Adipositas (Fei und Zhao 2013).
Daruber hinaus wurden Klebsiella pneumoniae Spezies als Bestandteil der
oralen Normalflora identifiziert. Eine Translokation dieser Bakterien von der
Mundhoéhle in den Dickdarm verursachte eine Inflammation des Colons
(Atarashi et al. 2017). Insgesamt wird aus diesen Studien klar, dass eine
eindeutige Zuordnung eines Bakteriums zu einem gesundheits- bzw.
krankheitsférdernden Mikrobiombestandteil schwierig ist. Es gibt kein
spezifisches Set von Bakterien, die ein gesundes Mikrobiom definieren
(Huttenhower et al. 2012), da selbst zwischen gesunden Menschen eine grolte
Variabilitat der Mikroflora festzustellen ist (Qin et al. 2010). Trotzdem stellt sich
die Frage, ob durch die Impfung dieser Arbeit ein toxischer Effekt auf die
Kommensalen des Mikrobioms bewirkt werden kann. Wahrend der
Tierversuche konnten keine Nebenwirkungen beobachtet werden, die darauf
hinweisen konnten wie beispielsweise Durchfall oder eine Ubermallige
Gewichtszunahme oder -abnahme bei den Versuchstieren. Moglicherweise
verhindert die Etablierung einer Toleranz des Immunsystems gegenuber dem
Mikrobiom eine unnodtige Immunantwort gegen Antigene der kommensalen
Bakterien (Geuking et al. 2011, Chassin et al. 2010). Daruber hinaus weisen
Studien im Menschen daraufhin, dass es nach intranasaler Vakzinierung zu
keiner Produktion von Antikdrpern im Darm kommt (Johansson et al. 2004,
Rudin et al. 1998). Ein genaueres Verstandnis der Interaktionen zwischen dem
Mikrobiom und dem Immunsystem ist notig, um diese Frage beantworten zu
konnen. Weitere Studien zu OMV-basierten Impfungen gegen fakultativ
pathogene Bestandteile der menschlichen Flora mussen diesen Aspekt

berucksichtigen.
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Zusammenfassend zeigt diese Arbeit die Immunogenitat OMV-basierter
Vakzine gegen GNB im Mausmodell. Nach intranasaler Applikation der OMV
kam es zu einer systemischen Antikdrperantwort gegen bakterielle Antigene.
Eine ahnliche Antikorperantwort lie3 sich auch im Serum von Patienten
nachweisen, die eine Infektion mit den betreffenden Bakterien erlitten haben.
Zusatzlich erwies sich die Impfung im Tiermodell als exzellent vertraglich.
Diese Ergebnisse unterstitzen die Weiterentwicklung von OMV

Impfstoffstrategien gegen GNB mit mukosalem Applikationsweg.
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F Zusammenfassung

Nosokomiale Infektionen mit gram-negativen Bakterien (GNB) stellen eine
grolle Bedrohung fur die offentliche Gesundheit dar. Die wirksame
Behandlung von nosokomialen Infektionen durch GNB wird zunehmend
erschwert durch die Entstehung und Verbreitung von antibiotikaresistenten
Bakterien bei gleichzeitig fehlenden neuen antimikrobiellen Substanzen. Neue
Strategien im Kampf gegen Krankenhausinfektionen mit GNB sind dringend
erforderlich. Neben Antibiotika gehoren Impfungen zu den erfolgreichsten
medizinischen Interventionen gegen Infektionskrankheiten. Eine wirksame
und effektive Vakzinierung konnte einen wichtigen Beitrag gegen die
Bedrohung durch nosokomiale Infektionen mit resistenten GNB leisten.
AuBenmembranvesikel (OMV von engl. outer membrane vesicle) werden
konstant von GNB produziert und prasentieren native Antigene auf ihrer
Oberflache. Durch Pathogen-assoziierte molekulare Muster in ihrer Membran
stimulieren sie das Immunsystem und induzieren eine humorale wie zellulare
Immunantwort. OMV-basierte Vakzine werden klinisch bereits gegen
Meningokokken der Gruppe B eingesetzt, im Tiermodell wurden einige weitere

Impfungen erfolgreich erprobt.

In dieser Arbeit wurde erstmals eine intranasale OMV-basierte Vakzine als
breit einsetzbare Strategie gegen nosokomiale Infektionen mit GNB getestet.
Die Immunogenitat der Impfung wurde im Mausmodell untersucht und mit der
Immunantwort von Patienten verglichen. Erstens wurden Labormause mit
OMV dreier gram-negativer Bakterienisolate von Patienten und einem E. coli-
Referenzstamm intranasal geimpft und die Immunantwort charakterisiert. Die
Impfstoffe kamen sowohl als reine OMV-L6ésung, als auch als Choleratoxin
adjuvantierte OMV-L6sung zum Einsatz. Zweitens wurde die Immunreaktion

in den Seren der entsprechenden Patienten untersucht und verglichen.
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Drittens wurde die Vertraglichkeit der OMV-gestltzten Vakzinierung durch die
histopathologische  Untersuchung der Nasenschleimhaut intranasal

immunisierter Versuchstiere evaluiert.

Alle OMV immunisierten Mause bildeten durch die zweifach intranasale
Immunisierung eine signifikante Menge bakterienspezifischer IgG- und IgM-
Antikdrper. Die Antikdrper konnten sowohl denaturierte wie native Antigene
binden. Die gebundenen Antigene wurden an der bakteriellen Aullenmembran
lokalisiert. Eine ahnliche Antikérperantwort lie® sich auch im Serum von
Patienten nachweisen, die eine systemische Infektion mit betreffenden
Bakterien erlitten haben. Nach intranasaler Impfung von Mausen mit OMV aus
vier unterschiedlichen GNB konnten weder Anzeichen lokaler noch
systemischer Toxizitat beobachtet werden. Die intranasale OMV-Impfung

erwies sich somit als exzellent vertraglich.

Diese Ergebnisse dieser Arbeit unterstitzen die Weiterentwicklung
intranasaler OMV-Impfstoffstrategien gegen GNB als Verursacher
nosokomialer Infektionen. Kommende Studien sollten darauf abzielen, die
Protektion durch die intranasale OMV-Impfung in murinen Infektionsmodellen
zu untersuchen, als nachster wichtiger Schritt der praklinischen

Impfstoffentwicklung.
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engl. United States of America, Vereinigte Staaten von Amerika

113



H Abkurzungen

\Y, Volt

viv Volumenprozent

WHO engl. World Health Organisation, Weltgesundheitsorganisation
WP Waschpuffer

XDR engl. extensively drug-resistant, extensiv resistent

z.B. zum Beispiel

ZP zytoplasmatische Proteine

V] mikro (10°°)

114



Danksagung

Danksagung

Allen voran geht mein besonderer Dank an Herrn PD Dr. Wieser fur die
exzellente Betreuung meiner Dissertation. Er hat sowohl durch seine fachliche
Kompetenz und sein enormes Wissen als auch durch seine moralische
Unterstitzung wesentlich zum Erfolg dieser Arbeit beigetragen. Trotz seines
mehr als vollen Zeitplans war er stets fur mich da und fur konstruktive
Gesprache verfugbar.

Ein grolRes Dankeschon mdchte ich an alle Mitglieder der Arbeitsgruppe von
Herrn PD Dr. Wieser richten: An Frau Gabriele Liegl und Herrn PD Dr. Michael
Pritsch fur das Einlernen in die Arbeitstechniken im Labor und die grolde
Geduld bei meinen zahlreichen Fragen; an Frau Dr. Anna Neumann flr die
guten Anregungen; an Frau Annabell Windisch und Herrn Thomas
Steinkirchner fur die Unterstitzung beim Schreiben der Arbeit.

Daruber hinaus mochte ich mich herzlich bei allen Mitgliedern des Max-von-
Pettenkofer Instituts fur das freundliche Arbeitsklima und die grofRartige
Hilfsbereitschaft bedanken, insbesondere bei Herrn Professor Soeren
Schubert und bei Frau Birgit Grof3.

Des Weiteren bin ich Frau Dr. Christine Woischke als Vertreterin des
Pathologischen Instituts der Ludwig-Maximilians-Universitat zu groRem Dank
verpflichtet fur die Durchfiihrung der histopathologischen Experimente und die
Hilfestellung bei Beschreibung der korrespondierenden Ergebnisse.
Bedanken méchte ich mich auch sehr bei der Studienstiftung des deutschen
Volkes fur die ideelle und finanzielle Unterstutzung.

Meinen Eltern Petra und Adel, meinen Geschwistern Jasmin und Sami und
meiner Freundin Arianna bin ich tiefverbunden und dankbar fur Ihre

unglaubliche Unterstltzung und ihr gro3es Vertrauen.

115



Eidesstaatliche Versicherung

Eidesstattliche Versicherung

Hiermit erklare ich, Najib Ben Khaled, an Eides statt, dass ich die vorliegende

Dissertation mit dem Titel

»Entwicklung einer intranasalen Impfung gegen gram-negative Bakterien
basierend auf AuBenmembranvesikein und Evaluation der

Immunantwort im Mausmodell“

selbstandig verfasst, mich aul3er der angegebenen keiner weiteren Hilfsmittel
bedient und alle Erkenntnisse, die aus dem Schrifttum ganz oder anndhernd
ubernommen sind, als solche kenntlich gemacht und nach ihrer Herkunft unter

Bezeichnung der Fundstelle einzeln nachgewiesen habe.
Ich erklare des Weiteren, dass die hier vorgelegte Dissertation nicht in gleicher

oder in ahnlicher Form bei einer anderen Stelle zur Erlangung eines

akademischen Grades eingereicht wurde.

Najib Ben Khaled

Mianchen, den 05.10.2021 Najib Ben Khaled

118


NBK
Najib Ben Khaled


	A Einleitung
	A 1. Nosokomiale Infektionen mit gram-negativen Bakterien
	A 2. Impfungen
	A 3. Außenmembranvesikel
	3.1 Allgemein
	3.2 Funktionen
	3.3 Interaktionen der OMV mit dem Immunsystem
	3.4 OMV als Impfungen

	A 4. Zielsetzung

	B Material
	B 1. Geräte
	B 2. Chemikalien
	B 3. Puffer und Lösungen
	3.1 Allgemein
	3.2 ELISA
	3.3 Gelelektrophorese
	3.4 Western Blot
	3.5 Fluoreszensmikroskopie
	3.6 Quantitativer Fluoreszenzassay

	B 4. Antikörper
	4.1 Antikörper für ELISA
	4.2 Antikörper für Western Blot
	4.3 Antikörper für Fluoreszenzversuche

	B 5. Kits
	B 6. Bakterienstämme
	B 7. Seren
	B 8. Nährmedien
	8.1 Flüssige Nährmedien
	8.2 Feste Nährmedien

	B 9. Software

	C Methoden
	C 1. Bakteriologische Methoden
	1.1 Bakterienkultivierung
	1.2 Lagerung
	1.3 Hitzeinaktivierung der Bakterien

	C 2. Produktion der OMV-basierten Vakzine
	2.1 Vesikelgewinnung durch Ultrazentrifugation
	2.2 Quantifikation der OMV

	C 3. Tierexperimentelle Methoden
	3.1 Haltung der Versuchstiere
	3.2 Intranasale Immunisierung
	3.3 Gewinnung der Mausseren
	3.4 Töten der Versuchstiere
	3.5 Finale Blutentnahme

	C 4. Proteinmethoden
	4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration
	4.1.1 Fällung der Proteine
	4.1.2 Quantifikation der Proteine mittels Bradford-Test

	4.2 ELISA
	4.3 Western Blot
	4.3.1 Vorbereitung der Proben
	4.3.2 Diskontinuierlicher SDS-PAGE
	4.3.3 Coomassie-Färbung
	4.3.4 Übertragung der Proteine auf die Nitrozellulosemembran
	4.3.5 Ponceau Färbung
	4.3.6 Immundetektion


	C 5. Immunofluoreszenzmikroskopie
	C 6. Quantitativer Fluoreszenzassay
	C 7. Histopathologie der Nasenschleimhaut
	C 8. Statistische Auswertung

	D Ergebnisse
	D 1. Intranasale Impfung der Mäuse
	1.1 Charakterisierung der Proteinprofile der OMV
	1.2 Mausgruppen
	1.3 Impfstoffzusammensetzung
	1.4 Impfung und Probengewinnung

	D 2. Untersuchung der Immunantwort im Mausmodell
	2.1 ELISA
	2.1.1 Optimierung der Inkubationszeit des Substrats
	2.1.2 Evaluation der humoralen Immunantwort mittels ELISA
	ELISA zum Nachweis von Antikörpern nach Impfung mit OMV A
	ELISA zum Nachweis von Antikörpern nach Impfung mit OMV B
	ELISA zum Nachweis von Antikörpern nach Impfung mit OMV C
	ELISA zum Nachweis von Antikörpern nach Impfung mit OMV CFT


	2.2 Western Blot
	2.3 Immunofluoreszenzmikroskopie
	2.4 Quantitativer Fluoreszenzassay

	D 3. Untersuchung der Immunantwort beim Menschen
	3.1 ELISA
	3.2 Western Blot
	3.3 Immunofluoreszenzmikroskopie

	D 4. Evaluation der Verträglichkeit des Impfstoffs

	E Diskussion
	E 1. Diskussion der Methode
	E 2. Diskussion der Ergebnisse

	F Zusammenfassung
	G Literaturverzeichnis
	H Abkürzungen
	Danksagung
	Lebenslauf
	Eidesstattliche Versicherung



