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Zusammenfassung

1  Zusammenfassung

S. epidermidisist in den letzten Jahren als herausragender ¥arber nosokomialer
Infektionen erkannt worden. Die Pathogenitat desdars begrindet sich in der Fahigkeit zur
Biofilmbildung auf Implantaten. Essentiell fur dE. epidermidisBiofilmbildung ist das
Accumulation associated protefAap). Hierbei kommt es zur Interaktion ndit epidermidis
Oberflachenproteinen. Eines dieser Proteine isbddang nicht beschrieberap associated
Staphylococcus epidermidis adhegiaStrA. Ziel dieser Arbeit war es, die Wechselwink
von Aap mit AaStrA ndher zu beschreiben und hinBathihrer Relevanz fir den Prozess der
Biofilmbildung zu untersuchen.

Die erhobenen Daten geben klare Evidenz, dass Aa&ttsachlich ein spezifischer
Interaktionspartner der Aap Domane-B ist. Dabeirkerdurch ELISA-Untersuchungen eine
Dosisabhangigkeit der Wechselwirkung zwischen rAaSind rekombinant exprimierter
Doméane-B (rDomane-B) beobachtet werden. Durch digalhie von Zinkionen konnte die
Interaktion zusatzlich spezifisch um das 3-fachstgjgert und hierdurch Anhalt fir eine
Rolle von Zinkionen fur diese Interaktion gewonnesrden.

AaStrA wird in allen bakteriellen Wachstumsphasean VS. epidermidis Stammem
gleichmaRig stark gebildet. Es wurde gezeigt, desStrA ein Zellwand-assoziiertes Protein
ist, das nach der Sezernierung aus der Bakterienzeit der Bakterienoberflache
wechselwirkt und hierdurch zurtick an die Zellolisfie bindet. Diese Erkenntnisse weisen
AaStrA funktionelle Charakteristika zu, die tyisoleise bei Proteinen der SERAM-Gruppe
(secretable extended repertoire adhesive molerulgefunden werden konnen.
Untersuchungen zum Einfluss von rekombinant exmitam rAaStrA auf di&. epidermidis
Bioflmbildung zeigten einen schwachen biofilminhdsischen Effekt des Proteins.
Gemeinsam mit dem Nachweis einer Biofilminhibitourah ein spezifisches anti-rAaStrA-
Kaninchenantiserum ergeben sich erste direkte Heenauf eine funktionelle Relevanz von
AaStrA bei der Aap-vermittelte8. epidermidiBioflmbildung. Zuséatzlich ergaben sich durch
die in trans Expression des AaStrA kodierenden Gens in biofgativenS. epidermidis
Stammen erste Hinweise auf eine eigenstandige,ulhaphéangige Funktion von AaStrA als
interzellulares Adhasin. Daneben zeigte sich, dsaStrA an Fibrinogen und Vitronektin
binden kann. Dies konnte ein Hinweis darauf seiassd AaStrA nicht nur fir die
Akkumulationsphase der Biofilmbildung, sondern autih die primare Adharenz von

Bakterien an Oberflachen von funktioneller Bedegtsein kdnnte.



Zusammenfassung

Die hier dargestellten Untersuchungen haben erggmdén biochemischen Nachweis
erbracht, dass Aap Doméne-B spezifisch mit ein@mepidermidisOberflachenprotein
interagiert. Dieser Befund kann als wesentlichertdebritt im Verstandnis der Aap-
abhangigenS. epidermidisBiofilmbildung aufgefasst werden. Die detaillierarstellung
dieser Interaktion und ihrer Bedeutung fur 8ieepidermidiBiofilmbildung kann zukinftig
Moglichkeiten fur die Entwicklung neuer préaventivend therapeutischer Strategien zur

Bekampfung nosokomial&. epidermidismplantatinfektionen sein.
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Einleitung

2 Einleitung

2.1 Staphylokokken

2.1.1 Die GattungStaphylococcus

Staphylokokken gehdren zusammen mit den Gatturigemococcus Planococcusund
Stomatococcuszur Familie der Micrococcaceae Staphylokokken (griecstaphylé die
Traube) sind grampositive, fakultativ anaerobe Klogeterien von 0,5-1,5 pum Durchmesser,
die haufig in traubenartigen Haufen vorliegen. Sl unbeweglich und bilden keine Sporen.
Des Weiteren weisen sie einen sehr niedrigen GGatdar DNS von 30-39 Molprozent auf
(1-3) und sind in der Lage, Katalase zu bilden.zBgrl&sst sich der Gen&aphylococcus
durch biochemische, molekularbiologische und pHggische Untersuchungen in 41 Spezies
einteilen, wovon eine Reihe in weitere Subspezigergliedert werden kann, so dass derzeit
Uber 50 Taxa bekannt sind (4-10). Der Nachweis @@&gothrombin-aktivierenden
Plasmakoagulase erlaubt eine Einteilung in Koaguhegyative und Koagulase-positive
Staphylokokken (11). Staphylococcus aureuqS. aureus ist hierbei die einzige
humanpathogene, Koagulase-positive Spezies, aleran sind Koagulase-negativ (12,13).
Der Grof3teil der bekannten Koagulase-negativenh$takokken (CoNScoagulase negative
staphylococgi kommen beim Menschen regelméRig als Besiedluonigsfer Haut vor
(1,12,13). Die héchste Populationsdichte mit>-10° CFU/cnf findet sich an den
Ausfuihrungsgangen von Talg- und Schweil3drisen sawike den Schleimhauten von
natirlichen Korperéffnungen (12,14). Dabei haberh ®inige Arten stark spezialisiert, so
besiedelt Staphylococcus capitifast ausschlie3lich die behaarte Kopfhaut, wahrend
Staphylococcus epidermid{§&. epidermidis hingegen auf der gesamten Koérperoberflache
vorkommt und somit zu den am haufigsten von der tHdaeis Menschen isolierten
Staphylokokkenspezies gehort (1,12,14). Die mavenizichte dieser Art findet sich in der
Axilla (12,15,16).

2.1.2 Infektionen durch Koagulase-negative Staphykokken

S. aureusist schon lange als humanpathogener Keim bekalamntunter anderem sowohl
eitrige Hautinfektionen als auch Endokarditis asetdo kann (17). Durch die Bildung von
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Einleitung

Enterotoxinen ist er in der Lage, spezifische Kramtsbilder wie zum Beispiel das Toxische
Schocksyndrom auszulosen (18).

Aus der Gruppe der CoNS war hauptsachlich Swsaprophyticuals typischer Erreger von
Harnwegsinfektionen bei jungen Frauen bekannt @9,2véhrend andere CONS im
Allgemeinen als klinisch unbedeutend und nicht hopaghogen betrachtet wurden (21).
Diese Ansicht hat sich in den letzten 20 bis 30elalrastisch gedndert. Inzwischen ist Klar,
dass CoNS zu den funf am haufigsten vorkommendegarsmen gehdren, die nosokomiale
Infektionen verursachen (22). Der am haufigstefiege Erreger ist hierbes. epidermidis
(12,18). Sie prasentieren sich als typische oppatische Erreger, die erst bei einer
spezifischen oder unspezifischen Immunkompromiitigr als Ursache einer Infektion
Bedeutung erlangen (23,24). Typischerweise jedaetert die meisterS. epidermidis
Infektionen im Zusammenhang mit implantierten Paymaterialien auf (25). Hierbei
handelt es sich zum Beispiel um zentralventse 6ugitonealdialysekatheter, kinstliche
Herzklappen, Herzschrittmacher, Liquorshunts, Qelerund Geféal3prothesen und
Brustprothesen aus Silikon (22,26). Haufig gelandenBakterien bei solchen Infektionen
uber eine Kontamination des Fremdmaterials dureh Hiaut des Patienten wahrend der
Operation in die Wunde (12). Durch den erhéhters&iinvon Fremdmaterialien ist auch die
Anzahl der Infektionen in den letzten Jahren ggstie(27). So treten allein in Deutschland
bis zu 100.000 Infektionen pro Jahr auf. Aus theutischer Sicht stellen diese Fremdkdorper-
assoziierten Infektionen ein groRes Problem darfideeine erfolgreiche Behandlung der
Infektion héaufig nur die Entfernung des entspredaen Fremdkdrpers bleibt (28). Die
Moglichkeit einer Antibiotikatherapie wird durch glahaufige Vorhandensein von
spezifischen Resistenzgenen erschwert (29). Dieartrgksten Beispiele hierfur sing.
epidermidisStamme, die eine Methicillin-Resistenz ausgebilieben (MRSEmethicillin-
resistant S. epidermidig30,31). Des Weiteren scheinen genau die Mechwaams die CoNS
zum Uberleben in ihrem Habitat in und auf dem Maescausgebildet haben, dieselben zu
sein, die sie zur erfolgreichen Besiedelung andé&emwebe wahrend einer Infektion
bendtigen. So ist ihr Erfolg als Pathogen zum ewvmmder Bildung von Adhésionsfaktoren,
dem Ausweichen des Immunsystems und der Produkton Gewebe-schadigenden
Faktoren, zum Beisspiel Toxinen und degradativeroelBxymen, abhangig (32). Am
effektivsten ist hierbei wohl die Fahigkeit, an fdmaterialien zu adhéarieren und stabile

Biofilme auszubilden (33).
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2.1.3 Biofilme

Biofilme bezeichnen eine oberflachengebundene Qeukaft von Mikroorganismen, die
von einer selbst produzierten hydrierten, polymdviatrix umgeben sind (29). Sie besitzen
eine charakteristische Architektur und Physiologispwie eine speziell geregelte
Genexpression (34). So werden manche der spezigsghmimierten Gene fur den, im
Vergleich zum planktonischen Wachstum, heruntefgefzen Metabolismus bendtigt.
Andere wiederum dienen direkt dem Aufbau des Biwdil wie zum Beispiel die Expression
von extrazellularen Makromolekilen wie Bindeprogginund Polysacchariden (32). In
Biofilmen lebende Bakterien sind so vor Angrifferesd wirtseigenen Immunsystems
geschitzt, da die Zellen durch die Matrix geschsitzd und nicht wirksam bekampft werden
konnen (35,36). Auch weisen sie eine vermindertepfifrdlichkeit gegeniber Antibiotika

auf, da manche Wirkstoffe zum einen schlecht dudih Barriere hindurch diffundieren
kénnen, zum anderen verursacht das verlangsamteergakvachstum innerhalb eines
Biofilms eine Unempfindlichkeit gegen bestimmte ididtikaklassen (29,36). Des Weiteren
scheint ein Schutz vor rein mechanischen Krafteheasiehen (37).

Weitere Beispiele fur klinisch relevante Biofilmthier sind unter anderefseudomonas

aeruginosadem typischen Erzeuger einer Pneumonie, bidemophilus influenzaéler eine

chronischedtitis mediahervorrufen kann (29,38).

2.2 Biofilmbildung in S. epidermidis

Die Virulenz vieler S. epidermidis Stamme besteht darin, dass sie Biofiime auf
Fremdmaterialien wie z.B. Kathetern ausbilden. Biddofilmbildung besteht aus drei

Phasen, die in den folgenden Abséatzen genauerendéden (Abb. 1).
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Primiire Bindung Akkumulation Freisetzung

Anheftung an abiotische Anheftung an Zell-Zell- Adhiision
Oberflichen Matrixproteine des Wirtes und Proliferation

@)
22 :
|

Hydrophobizitit, AtIE, SdrF, SdrG, SdrH, Teichonsiiuren, PSM?
Aae, Teichonsiiuren Embp, AtIE, Aae Bap, P14, Aap Proteasen?

Abb. 1: Biofilmbildung beiS. epidermidisDie Anheftung an unbeschichtetes Material haagiptsachlich von
der Hydrophobizitat der Zelloberflache ab, wahreedtimmte bakterielle Oberflachenproteine die Adiréan
medizinische Fremdkdrper vermittelt, die mit Matnialekilen des Wirts bedeckt sind. Nach der Adh&sion
die Oberflache kommt es Uber Exopolysaccharide,zni@ Beispiel PIA, und spezifischen Proteinen wapA
Embp und Bap sowie zu einem kleinen Teil Uber adagsche Makromolekiile (zum Beispiel Teichonsduren)
zur interzellularen Aggregation und im Anschluss Reifung zu einem differenzierten Biofilm. Der At¢
Schritt beinhaltet die Freisetzung planktonischektBrien oder kleinerer Zellaggregate. Verandechr(89).

2.2.1 Primére Bindung

Der erste Schritt der Biofilmbildung erfolgt durdre primare Bindung von Bakterienzellen
an eine Oberflache. Die Adh&sion an abiotische {odven, z. B. Katheter, wird dabei
hauptséachlich durch die Hydrophobizitat der baktln Zelloberflache vermittelt (40). Dies
wird durch spezifische Proteine, wie dem bifunkéilem Adhasin und Autolysin AtIE (41)
und dem Biofilm-assoziierten Protein (B&yofilm associated prote)n(42) unterstitzt.

In vivowerden die abiotischen Oberflachen schnell mitsgigenen Matrixproteinen bedeckt.
Um mit diesen Proteinen interagieren zu kdnnenit4ieS. epidermidisine Vielzahl von
Oberflachenproteinen, den so genannten MSCRAMMScrpbial surface components
recognizing adhesive matrix molecyleBiese konnen entweder durch Sortase A kovalent a
die Bakterienoberflache gebunden sein (43), oddntskovalent mit Oberflachenpolymeren
wie Teichonséauren interagieren (44). Die Bindungrérinogen und Kollagen erfolgt tber
die kovalent verankerten Proteine Sdrser{n-aspartat-family-protein Gauch bekannt als
Fbe, fibronectin binding protein und SdrF (45,46), wohingegen die nicht-kovalent
gebundenen Autolysine AtIE und Aae eine wenigeeifigehe Interaktion aufweisen und an
Fibrinogen, Fibronektin und Vitronektin binden k&mn(41,47).

14
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2.2.2 Akkumulation

Nachdem die primare Bindung an eine Oberflachdgirist, entwickeln sich Biofilme durch
interzellulare Aggregation, die durch viele verscl@ne Makromolekile vermittelt wird.
Diese beinhalten Exopolysaccharide und Proteingch@eanscheinend hauptsachlich fur die
Bildung der extrazellularen Biofilmmatrix verwendetverden. Zusatzlich haben
Teichonséauren (48,49) und extrazellulare Desoxwuilsteinsauren (DNS), freigesetzt durch
die Lyse vereinzelter Zellen, eine Funktion in Aggregation (50).

Viele S. epidermidisStamme bilden Biofilme dber das von ihnen prodtejep-1,6-
glykosidisch verknupfte Poly-N-Azetylglukosamin, lalges als intrazellulares Polysaccharid-
Adhasin (PIA, polysaccharide intercellular adheginbezeichnet wird (33,51-53). Die
Synthese und Deazetylierung von PIA erfolgt dura @enprodukte dekaADBGLokus
(intercellular adhesio)y einem Teil desca-Operons, welches zusatzlich das regulatorische
ElementicaR enthélt (54-56). Nebe8. epidermidisind auch andere Mikroorganismen, wie
z.B. S. aureusYersinia pestisindEscherichia coliin der Lage, PIA zu produzieren (57-59).
Vor nicht allzu langer Zeit fand man heraus, dags ei einigenS. epidermidisStammen
nicht essentiell fur die Biofilmbildung ist, d.hs esind auch Stamme, denen dia-Gene
fehlen, in der Lage, Biofilme auszubilden (60).\v8arden im Rahmen einer klinischen Studie
S. epidermidis Stdamme aus Infektionen an Gelenkendoprothesernierisoldie einen
biofilmpositiven Phéanotyp aufwiesen, jedoida-negativ waren (61). Dies legte nahe, dass
manche Stdmme ihre Biofilme zusatzlich oder althinch spezifische Oberflachenproteine
ausbilden (42,62). Ein Beispiel hierfur ist dasrazellulare Matrix-bindende Protein (Embp,
extracellular matrix binding protein(63). Daneben konnte dem Akkumulations-assoeirert
Protein (Aap,accumulation associated protgiaine Funktion als interzellulares Adhasin bei

derS. epidermidiBiofilmbildung zugewiesen werden.

2.2.2.1 Das Akkumulations-assoziierte Protein (Aa@ccumulation associated protein)

Das Akkumulations-assoziierte Protein (Aggcumulation associated protgimvurde im
Rahmen delS. epidermidiBiofilmbildung lange Zeit als Zellwandanker furAPkermutet
(62,64). Rohdet al. (65) konnten jedoch nachweisen, dass proteolytiedpaltenes Aap die
interzellulare Adhasion und Biofilmbildung in einenvollkommen Polysaccharid-

unabhangigen Hintergrund vermitteln kann.
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Abb. 2: Aap (1507 AS, 220 kDa). Schematische Darstelluag Broteins: (E) N-teminales Exportsignal;
(DomA) Doméne-A, bestehend aus den Wiederholunbedan A (je 16 AS); d/p) globulareo/p-Region;
(DomB) Domane-B, bestehend aus den Wiederholunigsitgém B (je 128AS); (P/G-reich) Kollagen-ahnliche,
Prolin-Glycin-reiche Domane; (LPXTG) C-terminaleslid&zandankermotiv. Die Stelle der Proteolyse (A%)59
ist mit einer Schere gekennzeichnet. Verandert (B%}66).

Aap ist ein 220 kDa grof3es Zellwandprotein, dash saus folgenden Abschnitten
zusammensetzt (Abb. 2): N-terminal findet sich Exportsignal, gefolgt von der Domane-A
(DomA), die aus 16 Aminosaure-Wiederholungseineiteestent und eine strukturelle
Homologie zum Oberflachenprotein SasG Wnaureusaufweist. Nach einea/p-Region
folgt die Domane-B (DomB), welche aus einer vaeigten Anzahl von 128 Aminoséaure-
Wiederholungseinheiten, den so genannten G5-Domameheiner unvollstdndigen Einheit
von 68 Aminosauren Lange besteht. Zuletzt schBefdt an die Prolin-Glycin-reiche Domane
das C-terminale LPXTG-Zellwandankermotiv an.

Auf der Zelloberflache kann Aap in zwei verschiegler-ormen vorkommen: Entweder in
voller Lange (220 kDa) oder in der prozessiertemi@40 kDa), die hauptséchlich aus der
repetitiven Domane-B besteht. In einer Studie vohdeet al. (65) konnte gezeigt werden,
dass die Biofilmbildung des klinisch relevant& epidermidisStamms 5179 von der
Expression der verkirzten Isoform von Aap abhéngig Exprimierte man das verkirzte
Protein in dem biofiimnegativers. epidermidisStamm 1585, so flhrte dies zu einem
biofilmpositiven Phénotyp, wéahrenddessen die E)gioes des vollstdndigen Proteins in
einem weiterhin biofilmnegativen Phénotyp resuléeiEs konnte gezeigt werden, dass die
proteolytische Spaltung von Aap fiur die adhasivaekEion notwendig ist, da durch Zugabe
des Protease-Inhibitoks-Makroglobulin die Biofilmbildung inhibiert werdekonnte. Dies
zeigt, dass die Domane-A des Proteins nicht in Biefilmbildung involviert ist. Des
Weiteren konnte mit aufgereinigter Domane-A die fibildung nicht inhibiert werden,
wahrend die Inkubation vo&. epidermidismit rekombinant exprimierter Domane-B eine
Inhibition der Biofilmbildung zur Folge hatte. Diest ein weiterer Beweis dafir, dass allein
die Doméne-B flr die aggregativen Eigenschaften Aap verantwortlich ist (65). Dennoch
ist weitestgehend unklar, auf welcher molekulareasi8 diese Interaktion stattfindet. Vor
kurzem konnte gezeigt werden, dass die G5-DoméeerAdp Domane-B Zink-abhangige
Adhasionsmolekile sind, die Analogien zu den CadHeoméanen von Saugetiere aufweisen
(66). Die G5-Domane dimerisiert in der Gegenwarh vorf® und schlieRt dabei 2-3
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Zinkionen in der Mitte des Dimers ein. Durch dig And Weise, wie Tandem-G5-Domaéanen
miteinander assoziieren, wird ein Zink-Zipper-Megisanus fur die interzellulare Adhasion
in Staphylokokken-Biofilmen vermutet (66). Mit Hilfvon Biofilmassays konnte gezeigt
werden, dass die Biofilmbildung vdB. epidermidissowohl durch die Zugabe eines Zink-
Chelators als auch durch aufgereinigte, einzelneD@®anen inhibiert werden konnte. Es
wird angenommen, dass die komplexe dreidimensioAataitektur des Protein-abhéngigen
Staphylokokken-Biofilms das Resultat der homotyBetfbstassoziation von G5-Domaéanen ist
(66).

2.2.2.2 Das Aap-assoziierte Staphylococcus epidermidis extrazellulare Adhesin

(AaStrA, Aap-associated Staphylococcus epidermidis extracellular adhesin)

Vorarbeiten in unserer Arbeitsgruppe beschaftigieh weitergehend mit der Funktion von
Aap in der S. epidermidis Biofilmbildung. Auf der Suche nach spezifischen
Interaktionspartnern der Aap Doméne-B konnte naciggen werden, dass die Doméane-B
keineswegs nur homotype Wechselwirkungen eingeldndeyrn auch an weitere
Oberflachenproteine vo8. epidermidisindet (Abb. 3). Dabei handelt es sich um das 120
kDa grol3e Autolysin AtIE und seine Degradationspkte, welches eine entscheidende Rolle
in der Zellteilung spielt (67). Schon in friheremtersuchungen konnte nachgewiesen
werden, dass AtIE in der Biofilmbildung durch seWigonektin-bindenden Eigenschaften an
der primaren Adhasion beteiligt sein kdnnte (41nstEkirzlich konnte zusatzlich gezeigt
werden, dass die durch AtIE vermittelte Autolyseigesetzte chromosomale extrazellulare
DNS (eDNA,extracellular DNA die S. epidermidiBiofilmbildung unterstitzen kann (68).
Des Weiteren konnte ein hypothetisches Staphylodogkotein (NP_7639421) identifiziert
werden, das bisher noch nicht weitergehend bedmmwievurde. Dieses Protein wurde
aufgrund seiner putativen Funktion als Aap-assdesstaphylococcus epidermidfsdhasin

(AaStrA, aap associated Staphylococcus epidermidis adhbsizeichnet.
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Abb. 3: Isolierung von S. epidermidisOberflachenproteinen mit Aap-bindenden Eigensehaftnittels
Affinitdtschromatographie. Oberflachenproteine va@ epidermidis 5179-R1 wurden Uber eine mit
rekombinanter Aap Domane-B (rDomB) beladene NHSe&Sgaleitet. Nach Spilen der Saulen mit PBS (pH
7.,4; Fraktionen 1 — 8) wurde ein pH-Gradient angel&raktionen 9 — 11). Die entsprechenden Fraktion
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und Affinitéitsimatographie mit SilverSnap™ gefarbt. Die mit *
markierten Banden wurden mittels MassenspektromedtiE zugeordnet. Die mit—- markierten Banden
wurden als ein hypothetisches Staphylokkokenprd#in 7639421 identifiziert.

Bei AaStrA handelt es sich um ein 18 kDa grol3estefromit einem theoretischen
Isoelektrischen Punkt (pl) von 9,98. Die bioinfotireehe Analyse (Abb. 4) ergab den
Nachweis eines N-terminalen Signalpeptids, besttlaars 21 Aminosauren. Bis auf dieses
Exportsignal finden sich keine weiteren Homologiamt anderen Proteinen bekannter
Funktion.

Abb. 4: AaStrA (169 AS, 18 kDa). Schematische Darstelldeg Proteins. Bis auf das N-terminale Exportsignal
(E), finden sich keine signifikanten Homologien w@itderen Proteinen mit bekannter Funktion.

Es konnte gezeigt werden, dass AaStrA ein Oberidassoziiertes Protein ist und durch
autoaggregative Eigenschaften mdglicherweise agszellulares Adhasin fungieren kénnte.
Im Rahmen eines Biofilmassays konnte durch die Bageon rekombinant exprimiertem
AaStrA zu den beiden Aap- und biofiimnegativen Stéen S. epidermidis1585 und

S. carnosusTM300 ein biofilmpositiver Phanotyp induziert werd Dies lasst ebenfalls
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vermuten, dass die Bindung von AaStrA auch unakgéwgn Aap stattfinden kann und
AaStrA somit als eigenstandiges, interzellularefdsin betrachtet werden kann. Durch eine
Praparation der Oberflachenproteine des biofiimtiega S epidermidis5179 und seiner
biofilmpositiven MutanteS. epidermidiss179-R1 konnte gezeigt werden, dass AaStrA von
beiden Stdmmen exprimiert wird. Jedoch wird offelich vonS. epidermidi179 nicht
gentgend endogenes AaStrA gebildet, um auch hrenebiofiimpositiven Phanotyp zu
erzeugen. Ebenso konnte gezeigt werden, dass dieopttische Spaltung von Aap
notwendig ist, damit ausreichend stark interzetludilhdsive Oberflacheneigenschaften
vorhanden sind, die bei konstanter AaStrA-Expressigsreichend fiir einen biofilmpositiven
Phanotypen sind (Burdelski, unveroéffentlichte Daten

2.2.3 Freisetzung vors. epidermidis aus den Biofilmen

Bakterien kdnnen aus den auf3eren Schichten deshkbesien Biofilms freigesetzt werden
und sind dann in der Lage, sich im Wirtsorganisrausverbreiten und neue Oberflachen
durch Biofilmbildung zu besiedeln.

Der Mechanismus der Biofilmstrukturierung und deei§etzung einzelner Bakterien ist im
Gegensatz zur interzellularen Aggregation Seiepidermidisnur wenig verstanden. Es ist
jedoch bekannt, dass eine Kontrolle durch Qasrum-Sensingystemagr (accessory gene
regulator) stattfindet, da Biofilme, die eine Stérung agr-System haben, dicker werden und
eine deutlichen Defekt in der Freisetzung aufwei€h70). Bisher werden zwei mdgliche
Mechanismen der Freisetzung diskutiert: Zum eine ehzymatische Degradation der
Biofilm-Exopolymere, zum anderen die Zerstérunghtikovalenter Interaktionen durch
Detergenzien-ahnliche Molekiile. FiB. aureuskonnte die enzymatische Degradation
einzelner Faktoren des Protein-abhangigen Biofilmseits als Freisetzungsmechanismus
nachgewiesen werden (71), doch 8irepidermidisst die Funktion solcher Proteasen bisher
nicht bekannt. Dennoch produziedt epidermidiseine Reihe von Exoproteasen mit einer
geringen  Substratspezifitat,  welche  madglicherweiseler = Degradation  von
Oberflachenproteinen dienen kdnnten (72-74). ImeBegtz zu vielen anderen Bakterien, die
ebenfalls Poly-N-Azetyl-Glukosamin (PNAG) bildencheinen Staphylokokken keine
Enzyme fur die Hydrolyse von PNAG bzw. PIA zu besit (75-77). Alternativ dazu kdénnen
Detergenzien-ahnliche Molekille nicht-kovalente (vakektrostatische oder hydrophobe)

Interaktionen zerstbren, die zum Beispiel zwischdam kationischen PNAG und der

19



Einleitung

anionischen Polymeroberflache bzw. den hydrophoRegionen der Bakterienoberflache
auftreten. Es wird vermutet, dass kurze amphipetieis Phenol-l6sliche Moduline (PSMs,
phenol soluble modulips wie zum Beispiel dass. epidermidisd-Toxin, diese Funktion
Ubernehmen (78). Sowohl di& epidermidi€Exoproteasen als auch die PSMs werden strikt

Uber dasgr-System reguliert (79,80).

2.3 Zielsetzung

Durch die Vorarbeit von C. Burdelski (s. AbschniB.2.2) konnte AaStrA als ein neuer,
bisher nicht in der Literatur beschriebener Intéaadspartner von Aap identifiziert werden. In
Anbetracht der erhaltenen Ergebnisse wurden die dieser Arbeit wie folgt formuliert:
1) Expression und Aufreinigung von rekombinantem AAStr
2) Weitergehende Charakterisierung bzw. Verifizierdeg Interaktion zwischen AaStrA
und Aap Doméne-B.
3) Analyse der Funktion von AaStrA bei d&. epidermidisBiofilmbildung und
Beantwortung der folgenden Fragen:
- Wo ist AaStrA auf der bakteriellen Zelloberflaclogdlisiert?
- Kann rekombinantes AaStrA die Biofimbildung inhikga?
- Kann AaStrA in biofilmnegativers. epidermidisStammen bzw. irs. carnosus
TM300 mit Hilfe einer homologen Rekombination bzinerin trans Expression

einen biofilmpositiven Phanotyp hervorrufen?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Technische Geréate

Gerat

Hersteller

Blotkammer (X Cell II™ Blot Module)
Brutschrank

Elektrophoresekammern Agarosegele

Invitrogen (Kkruhe)
Heraeus (Osterode)
MWG-Biotech (&tieg)

Elektrophoresekammern SDS-PAGE (Mini-PROTEARIoRad (Minchen)

Tetra System)

Elektroporator (Gene Pul$eh)

ELISA Reader (Tecan Infinite M 200)
Entwicklergerat (Curix 60)
Entwicklerkassette

Feinwaage (Kern ALS 120-4)
Fluoreszenzmikroskop Axioplan
Gefrierschrank -80 °C
Gefrierschranke -20 °C
Geldokumentationssystem (ChemiDY%RS)
Geltrockner (Gel Dryer 543)
Kippschuttler (Typ 3015)
Kahlschranke

Magnetruhrer

Mikrowelle

Netzgerat (Consort E425)

Netzgerat (Power Ease 500)
pH-Meter (Digital 646)

Photometer (Smart Spec plus)

Pipetten

Pipettus Accu-J&tPro

BioRad (Munchen)
Tecan (Crailsme
AGFA (Mortsel, B)
Fuji Film (Dusseldorf)
Kern & Sohn GmbH (Badiny
Carl Zeiss (Jena)
Kryotek (Hamburg)
Liebherr (Biberach a.d. Riss
BioRad (Munchen)
BioRad (Munchen)
GFL (Burgwedel)
Liebherr (Biberach a.d. Riss)
Gerhardt (Konigswinter)
Bosch (Stuttgart)
Bachofer (Reutlingen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Knick (Berlin)

BioRad (Minchen)
Gilson (Den Haag, NL),
Eppendorf (Hamburg)

Brand (Wertheim)
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Reinstwasseranlage
Scanner
Schuttelinkubator

Schiittelinkubator (CertonfaBS-1)
Sonifizierer (Digital Sonifie?)
Sterilwerkbanke

Themocycler (Primu86 plug
Thermomixer (Typ 5436)
Vakuumpumpe

Vortexer (Reax Top)

Waage (Kern 572)
Wasserbad

Zentrifuge (Centrifuge 5415D)
Zentrifuge (Centrifuge 5417R)
Zentrifuge (Megafuge 3.0 R)
Zentrifuge (Multifuge 1 S-R)
Zentrifuge (Sorvall RC5B)

3.1.2 AKTA-System

MembraPure (Bodenheim)
Canon (Amsterdam, NL)
New Brunswick Scientific Co.
(New Brunswick, NJ)
Sartorius (Gottingen)
Branson (Danbury, USA)
Thermo Scientific
MWG (Eberswalde)

Eppendorf (Hamburg)
Vacuubrand (Wertheim)

Heidolph (Schwabach)

Kern & Sohn GmbH (Balingen)
GFI (Burgwedel)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Heraeus (Osterode)

Heraeus (Osterode)

DuPont (Wilmington, DE)

In dieser Arbeit wurde hauptsachlich das System Agdrifier™ 10 der Firma GE
Healthcare (Minchen) verwendet. Vor Anschaffung @Gesats 2007 wurde das System

AKTAprime™ plus genutzt.

Folgende Affinitatssdulen fanden zur Aufreinigungkambinant exprimierter Proteine

Anwendung:

« HiTrap Chelating HP Ni, 5 ml Saulenvolumen
« HiTrap Chelating HP Zfi, 5 ml Saulenvolumen

Fur die analytische Gelchromatographie wurde falgeBaule eingesetzt:
e Superdex 200 10/300 GL, 24 ml Saulenvolumen
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3.1.3 Mikroskop

Fur die Auswertung der Immunfluoreszenztests (IFT#)rde folgendes Mikroskop
verwendet:
e Zeiss Axioplan (Carl Zeiss, Oberkochen)
Obijektiv Plan-Neofluar 100x/1,3 Ol
Software Spot Software 4.6 (Diagnostic Instrumelnts,, Sterling
Heights, USA)

3.1.4 Verbrauchsmaterial

Material Hersteller

Becherglaser Schott (Mainz)

Deckglaser Assistent, Karl-Hecht AG (Sondheim)
Erlenmeyerkolben Schott (Mainz)

Kanilen Braun (Melsungen)

Kryokonserven Mast Diagnostika (Reinfeld)
Messzylinder Roth (Karlsruhe)

Mikrtotiterplatten Greiner (Frickenhausen)

Objekttrager Assistent, Karl-Hecht AG (Sondheim)
Parafilm Pechiney (Menasha, USA)
Petrischalen Nunc/Thermo Fisher Scientific (Langérsd)
Pinzetten Hartenstein (Wurzburg)
Pipettenspitzen Sarstedt (NUrnbrecht)
Plastikpipetten Becton Dickinson (Heidelberg)
Quarzkulvette Hellma (Mulheim)

(Schichtdicke 10 mm, Zentrum 8,5 mm)
ReaktionsgefalRe (0,5 ml, 1,5 ml, 2,5 ml) Eppen@damburg)

ReaktionsgefalRe (15 ml, 50 ml) Becton Dickinsonideierg)
Rontgenfilm Fuji Film (Dusseldorf)
Schottflaschen Hassa Laborbedarf (Hamburg)
Skalpell Braun (Melsungen)

Spritzen (1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml) Braun (Melsunye
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Sterilfilter (0,22 pm, 0,45 pum)
Steritops
Zellschaber

Zentrifugenfilter (Amicon Ultra-15)

3.1.5 Chemikalien

Sarstedt (NUrnbrgch
Millipore (Billerica, MA)
Sarstedt (NUrnbrecht)
Millipore (Bikrica, MA)

Chemikalie Hersteller

Azeton Merck (Darmstadt)
Agarose Invitrogen (Karlsruhe)
Arabinose Invitrogen (Karlsruhe)
Bisacrylamid Roth (Karlsruhe)
Borsaure Merck (Darmstadt)
Dinatriumhydrogenphosphat (WP Oy) Merck (Darmstadt)
Essigsaure Roth (Karlsruhe)

Ethanol J.T. Baker (Deventer, NL)

Ethidiumbromid (EtBr)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Glukose

Glycerin

Immersionsol

Isopropanol (2-Propanol)
Kéalberserumalbumin (BSA)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KiROy)
Kalziumchlorid (CaGl)
Kristallviolett

Magnesiumchlorid (MgG)
Methanol

Mowiol

Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumcitrat

Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsjuhe
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Zeiss (Oberkochen)
Merck (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Medion Diagnostics (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Calbiochem/Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)
J.T Baker (Deventer, NL)
Merck (Darmstadt)
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Natriumdihydrogenphosphat (NaPOy)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Nickelchlorid (NiCk)

Raffinose

Salzséaure (HCI)
Trichloressigsaure
Trihydroxyaminomethan (Tris)
Tween 20

X-Gal

Zinkchlorid (ZnC})

3.1.6 Antibiotika

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)
Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Fluka (Neu-UIm)

Invitrogen (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)

Alle Antibiotika wurden von der Firma Sigma-Aldri¢Bt. Louis, MO) bezogen.

Antibiotikum Abkurzung Losungsmittel  Finale Konzentration [pg/ml]
Ampicillin Amp Methanol 100
Chloramphenicol Cm Methanol 10
Erythromycin Ery Methanol 2,5
Kanamycin Kan Methanol 10
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3.1.7 Enzyme

Alle Restriktionsenzyme wurden von der Firma Nevgland Biolabs (Frankfurt a. M.)

bezogen.

Restriktionsendonuklease Schnittstelle
Aatll GACGT/C
Aval C/YCGRG
BamHI G/GATCC
EcoRl G/AATTC
Hindlll A/IAGCTT
Sacl GAGCT/C
Xbal TICTAGA

Des Weiteren wurden folgende Enzyme verwendet:

Enzym Hersteller

Lysostaphin (1500 U/ml) Sigma-Aldrich (St. Louis(M
Shrimp Alkaline Phosphatase USB (Cleveland, OH)
DyNAzyme™ DNA-Polymerase Finnzyme (Espoo, FIN)
Phusion™ High-Fidelity Polymerase Finnzyme (Espoo, FIN)

T4 DNA-Ligase Roche (Basel, CH)
Gateway LR Clonase™ Il Enzyme Mix Invitrogen (Karlsruhe)
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3.1.8 Bakterien-Stamme

In dieser Arbeit wurden folgende Bakterien-Stammeewendet:

Stamm Charakteristika Biofiim  Referenz
E. coliOne Shdt TOP10  Wirt zur Klonierung von Vektoren Invitrogen
E. coliDH5a™ Wirt zur Klonierung von Vektoren (Carlsbad,
E. coliBL21-Al™ Wirt zur Expression von Proteinen USA)
S. aureufkRN4220 restriktionsdefizienter Stamm (81)
S. carmosu3M300 Wirt zur Expression von
Staphylokokken-Genen
S. epidermidid457 Blutkulturisolat (UKE),ica-positiv positiv (82,83)
S. epidermidid457-M10  Tn91l17-Insertion iicaA negativ (83)
S. epidermidid457-M12  Tn917-Insertion ipurR negativ  (84,85)
S. epidermidid 585 isoliert aus einer Portinfektiooa- negativ  (61)
negativ,aap-negativ
S. epidermidid585-Ra  ica-negativ,aap-negativ,embppositiv positiv (63)
S. epidermidisv135 Tn917-Insertion inembp ica-negativ negativ.  (63)
S. epidermidi$179 isoliert aus einer ventricoloatrialen negativ  (65)

Shuntinfektionjca-negativ,aap-positiv,
keine proteolytische Prozessierung von
Aap
S. epidermidi$179-R1 ica-negativ,aap-positiv, Aap liegt in positiv (65)

proteolytisch prozessierter Form vor

Des Weiteren wurden 7®. epidermidisStamme untersucht, die in der Zeit von 1988 b#019
im Rahmen der Routinediagnostik des Instituts fledMinische Mikrobiologie und
Immunologie (UKE) aus Blutkulturen, von zentraleenénkathetern und Wundabstrichen

isoliert wurden (61).

Fur die Langzeitlagerung der Bakterien-Stamme &@i°C wurde das Stammhaltungssystem
CryobanK™ (Mast Diagnostica/Reinfeld) nach Angaben des ldbess verwendet. Fir eine

rasche Verflugbarkeit wurden die Stamme, gegebelenfiater Zugabe der entsprechenden
Antibiotika zur Selektion, auf Blutagarplatten alagpert, fur 12-24 h bei 37 °C angezlchtet
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und anschlieRend bei 4 °C gelagert.. Fur bis zumat erfolgte alle 4 Wochen eine

Subkultivierung auf frische Blutagarplatten, danuraen frische Kulturen aufgetaut.

3.1.9 Plasmide

Plasmid Resistenz- Funktion Referenz
marker
pCR’4-TOPC’ Amp Klonierungsvektorblue-white-  Invitrogen
Kan screeningdurch MSC inB- (Carlsbad, USA)
Galactosidase-Gelgc-
Promotor
pENTR™/D-TOPE Kan Eingangsvektor fir TOPO Invitrogen
Klonierungen, T7-Promotor (Carlsbad, USA)
pDEST™17 Amp Protein-Expressionsvektor in Invitrogen
E.coli, N-terminaler 6 x HIS-  (Carlsbad, USA)
Tag T7-Promotor
pBT2 Cm ShuttleVektor fir Inaktivierung Brtckner (86)
chromosomaler Gene,
Temperatur-sensitiweglk-
Promotor
pRB474 Cm Expressionsvektorkn coliund Bruckner (86)
Staphylokokkenyegl}-
Promotor
pDEST17 AaStrA Amp Uberexpression von AaStrA
pDEST17 DomB Amp Uberexpression von Aap
Domane-B
pBT2 5FEK3F Cm Generierung einer AaStrA diese Arbeit
Ery knock outMutante
pRBaastra Cm Expression von AaStrA diese Arbeit
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3.1.10 Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz / Schnittstellen Funktion
Fward 5-CACCCTAATAACATCATTACTTGTT-3 Amplifika-
10 30 tion AaStrA-
Rev 5-TTATACACTCTTCATTGATTCGCC-3 Fragment
151 171 AF1
Fward 5-CACCCAGTACAACAATTAAACAAAGGTGAT-3 Amplifika-
101 131 tion AaStrA-
Rev 5-TCAATTATACGTCATTGATACGCG-3' Fragment
301 321 AF2
Fward 5-CACCTTGTTAGTAACAGCTAACGGT-3’ Amplifika-
256 276 tion AaStrA-
Rev 5-TTAATAGCCAAAGTTACCTGTAA-3 Fragment
401 420 AF3
Fward 5-CACCCTTGGTCATAAAGCTATAAGT-3 Amplifika-
361 381 tion AaStrA-
Rev 5-TTAATTTAAGTCTATACGATATAACTTCACA-3’ Fragment
477 504 AF4
Aaprep5for 5-CACCATTCCATTCGACAAGAAACGTGAG-3 Amplifika-
3424 3 tion eines
Aaprepsrev  5-TTACGTTGATGTGATTGGATTACCAACTTTC-3 Aap Single
3774_3 Repeats
5'Astra_for 5 GAATTC TATCCTGTCGTACTCGTGCA-3 AaStrA
EcoRI knock out
S'Astra_rev 5 TCTAGA ATATAT GAGCTCATATAT GACGTCTCAC  Amplifika-
TCCTTTGATTCTTTATG-3' tion
Xbal Sacl Aatll Genabschnitt
5" vor
AaStrA-Gen
3'Astra_for 5" GAGCTCAAAGATAAAAATGTGAAGTTATATCG-3 AaStrA
Sacl knock out
3'Astra_rev 5’ TCTAGA GTACGTGCAGATAAACGTATCG-3’ Amplifika-
Xbal tion
Genabschnitt
3’ vor
AaStrA-Gen
erm_for 5 GAGCTCAGAGTGATTGGTCTTGCGT-3' Amplifika-
Sacl tion Ery-
erm_rev 5GACGTCGGTACCATTCAAATTTATCCTTA-3 Resistenz-
Aatll kassette

Alle Oligonukleotide wurden in der AG Rohde gengriend von der Firma MWG-Biotech

(Ebersberg, Deutschland) synthetisiert.
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3.1.11 Antikorper

Antikorper

Hersteller

AlexaFluor 488 goat anti-rabbit
anti-rDomane-B (rabbit)

anti-rAaStrA (rabbit)

anti-rabbit IgG alkaline phosphatase (goat)
anti-S. epidermidigrabbit)

Immuno Pur& streptavidin-horseradish peroxidase conjugate
Peroxidase-conjugated AffiniPure donkey anti-raldg@ (H+L)

Invitrogen (Karlbg)
UKE (Hamburg)
UKE (Hamburg)
Sigmanchen)
UKE (Hamburg)
mbescientific (Bonn)

Dianova (Hamburg)

3.1.12 Kits
Bezeichnung Hersteller
Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets Rodhannheim)

DC Protein Assay (Lowry-Assay)

ECL Western Blotting Detection Reagents
EZ-Link® Sulfo-NHS-LC-Biotinylation Kit
GenElute™ Five Minute Plasmid Miniprep Kit
In-Fusion™ 2.0 Dry-Down PCR Cloning Kit
InstaGene™ Matrix

NucleoSpin Extract I

pENTR™/D-TOPG Cloning Kit

Protein Assay (Bradford-Assay)

QIAquick PCR Purification Kit

SilverSNAP® Stain For Mass Spectrometry
TOPO TA Clonind Kit For Sequencing
Western BIu&

BioRad (Munchen)
GE Heatia¢linchen)
Pierce (Rockfordl.)
SigmaedAkth (St. Louis, MO)
Clontech ¢hhtain View, CA)
BioRad (Munchen)
Macherey-Nagel (Diren)
Invitrogen (Minchen)
BioRad (Munchen)
Qiagen GmbH (Hilden)
Pierce (Rockford, IL)
Invitrogen (Minchen)

Promega (Madison, WI)
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3.1.13 Molekulargewichtstandards (Marker)

Fur DNS-Agarosegele bzw. fur die SDS-PAGE wurddgeinde GroRenstandards verwendet:
e ADNA-Hindlll/ ®X174-Haelll (Finnzymes, Espoo, FIN)
* Precision Plus Protein™ Standard All Blue (BioRlskdinchen)
* PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (FermseataLeon-Rot)

3.1.14 Medien

Alle Medien wurden, soweit nicht anders erwahntt odHO angesetzt und durch 15-
minutiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisiert.

Fur Agarplatten wurde dem entsprechenden Mediunorzii g/l Bact8-Agar (BD, Becton
Dickinson, Cockseyville, MD, USA) zugesetzt.

Fur Softagar wurde dem Medium 7 g/l Bétgar hinzugefiigt..

3.1.14.1 Bakterienanzucht

LB-Medium 10 g/l Trypton (BD)

pH 7,0 5 g/l Hefeextrakt (BD)
10 g/l NacCl

BHI-Brihe 37 g/l BHI (BD)

(brain heart infusio

pH 7,4

TSB-Medium 30 g/l TSB (BD)

(trypticase soy broth

pH 7,3
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B2-Brihe 10 g/l Caseinhydrolysat
25 g/l Hefeextrakt (BD)
19/l K;HPO,
5 g/l Glukose
25 g/l NacCl

3.1.14.2 Phagengewinnung, -titration und -trandukion

NB2+ Brihe 20 g/l Nutrient Broth No. 2 (Oxoid)
0,4 g/l CaChb

ST-Agar 20 g/l Nutrient Broth No. 2 (Oxoid)
(staphylococcus typing agar 0,4 g/l CaCk
5g/l NaCl
12 g/l Bactd®-Agar (BD)
fur Softagar: 7 g/l Bactd™-Agar (BD)

3.1.14.3 Protoplastentransformation

B-Bruhe 10 g/l Pepton (BD)
pH7,4 5 g/l Hefeextrakt (BD)

5g/l NaCl

1 g/l Glukose

19/l K:HPO,
Difco Antibiotic Medium No. 3 70 g/l Difco Antibiotic Medium No. 3 (BD)
DM3-Agar 10 g Bactd®-Agar (BD)

in 250 ml ddHO

135 g Natriumsuccinat [1 M]
(pH 7,3 mit Bernsteinsaure eingestellt)
in 500 ml ddHO

32



Material und Methoden

CY-Softagar

59
59

460
159

20 ml

59

0,59

25 g/l
25 g/l

10 g/l

Caseinhydrolysat
Hefeextrakt (BD)
in 100 ml ddHO

KoHPO,*3H,0
KH.PO,
in 100 ml ddHO

MgCl, [1 M]

Glukose
in 10 ml ddBO
sterilfiltriert

BSA (albumin bovine fraction VServa)
in 10 ml ddBO
sterilfiltriert

Die Komponenten wurden in separaten, detergeneienfr-laschen angesetzt, autoklaviert

und bei einer Temperatur von 70 °C zusammengefihrt.

Caseinhydrolysat
Hefeextrakt (BD)

14,75 g/l NaCl

Bactd’-Agar (BD)

Der CY-Softagar wurde aufgekocht und in 25 ml-Abtgi autoklaviert. Vor dem Einsatz
wurde er erneut durch Erhitzen verflussigt, auf60abgekihlt, mit einem Volumen gleich
temperierten, sterilen 1 M Natriumsuccinat (pH 48d 4 ml Mix (s.u.) gemischt und bei

Bedarf mit einem entsprechend verdiinnten Antibiotikversetzt.
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3.1.15 Puffer und Lésungen

Alle Puffer und Losungen wurden, soweit nicht asdergegeben, mit dgB angesetzt und

ohne Autoklavieren verwendet.

3.1.15.1 Allgemein

PBS (20 x) 159,54 g/l
(phosphate buffered salipe 3,95 g/l
pH 7,4 23,57 g/l

7,21 g/l
PBS-T

0,05 % (v/v)

3.1.15.2 Agarose-Gelelektrophorese

DNS-Ladepuffer 0,25 %
0,25 %
15%

Ethidiumbromid 1 mg/ml
TBE-Puffer (5x) 60,75 g/l

30,92 gl
7,44 g/

NaCl
KCI
NapHP Oy
KH2POy

PBS

Tween-20

Bromphenolblau
Xylen Cyanol FF
Ficoll

EtBr in ddHO

Tris Base

Borsaure
EDTA
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3.1.15.3 Protoplastentransformation

Fusogen 50 ml SMM
pH 6,5 40 g Polyethylenglycol (MW 6000)
in 100 ml ddHO

Fusogen wurde zur Sterilisation 1 h im Wasserb&odd.

Mix 8 ml MgCl,
4 ml Glukose [50 %]
16 ml Glycerolphosphat [1,5 M]
8 ml BSA [50 %]

Der Mix wurd aus seinen Komponenten frisch angésetz
Dasp-Glycerolphosphat wurde zur Sterilisation 1 h im3s&rbad gekocht und anschliel3end
bei 4 °C gelagert. Stammlésungen von Glukose undl B&rden sterilfiltriert und bei -20 °C

gelagert.
SMM 1 M Saccharose
pH 6,5 0,04 M Maleinsaure

0,04 M MgCl

SMM wurde zur Sterilisation 1 h im Wasserbad gekactd anschliel3end bis zum Gebrauch

in 40 ml-Aliquots bei -20 °C gelagert.

SMMP 16 ml SMM
pH 6,5 4 ml Difco Antibiotic Medium No. 3 (BD)

Die Losung wurde vor Gebrauch aus ihren Komponefnigrh angesetzt.

SMMP + BSA 20 ml SMMP
1 ml BSA [5 %]

Die L6sung wurde vor Gebrauch aus ihren Komponefigech angesetzt.
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3.1.15.4 Bakterienadharenztest

Abstillldsung 0,1 M Gilycin
Fixierlésung 4 % Paraformaldehyd in PBS
pH 7,5

Fur die Fixierlosung wurden 4 g Paraformaldehy8dmml PBS resuspendiert, 200 pl NaOH
[5 M] zugegeben und auf einem Magnetrihrer auf@@rhitzt. Nach dem Abkuhlen auf RT
wurde pH 7,5 mit HCI eingestellt und das Volumeh®0 ml mit PBS aufgefillt.

Substratpuffer 0,1 M Gilycin
pH 10,4 1 mM MgCl,
1 mM ZnCl

Der Substratpuffer wurde bis zur weiteren Verwerngdoei 4 °C gelagert.

Substratlésung 1,45 mg/ml Phosphatase Substrat (Sigma 4744)
Substratpuffer

3.1.15.5 SDS-PAGE und Western Blot

NuPAGE® MES SDS-Puffer Invitrogen (Karlsruhe)
(20 x)

(SDS-PAGE)

NuPAGE® LDS-Puffer (4 x) Invitrogen (Karlsruhe)
(SDS-PAGE)

NuPAGE® Transferpuffer 500 mM Bicine

(20 x) 500 mM Bis-Tris
(Westernblot) 20 mM EDTA

pH 7,2 1 mM Chlorobutanol
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3.1.15.6 Coomassie-Farbung

Farbelbsung 50 % (v/v)
40 % (v/Iv)
10 % (v/v)
0,0025 %
(V/v)

Entfarberlésung 50 % (v/v)
40 % (v/v)
10 % (v/v)

ddH,O

Methanol

Essigsaure

Coomassie Blue R-250

ddH,O
Methanol

Essigsaure

3.1.15.7 Stufenpraparation zellularer Fraktionen

Sc-Lysepuffer 30 % (v/v)
pH 7,5

Raffinose

20 mM Tris-HCI

20 mM

MgC|2

3.1.15.8 Aufreinigung rekombinant exprimierter Proteine

HIS Binding Buffer 500 mM
pH 7,4 20 mM
40 mM

HIS Elution Buffer 500 mM
pH 7,4 20 mM
250 mM

NaCl
Natriumphosphatpuffer pH 7,4 [0,1 M]

Imidazol
NacCl

Natriumphosphatpuffer pH 7,4 [0,1 M]

Imidazol

37



Material und Methoden

3.1.15.9 Strippen und Wiederbeladen von HiTrap Chelting Saulen

Stripping Buffer 20 mM
0,5M
50 mM

3.1.15.10 ELISA

Substratpuffer 0,1 M
pH 10,4 1 mM
1mM

Natriumphosphatpuffer pH 7,4 [0,1 M]
NaCl
EDTA

Glycin
MgC|2
ZnC|2

Der Substratpuffer wurde bis zur weiteren Verwerndoei 4 °C gelagert.

Substratlésung 1,45 mg/ml Phosphatase Substrat (Sigma 4744)

Substratpuffer
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Praparation chromosomaler DNS aus Staphylokken

Die Praparation von chromosomaler DNS erfolgtektlik®n mit dem gewiinschten Stamm
beimpften Agarplatten mit Hilfe des InstaGene™ NaKits (BioRad, Miinchen). Da sich
durch dieses Verfahren die Zellwande von Staphyk&n nicht aufschlieRen lassen, wurde
ein weiterer Lyseschritt durchgefuhrt. Zusatzlichdem Lysepuffer wurden 5 pl Lysostaphin
(1500 U/ml) hinzugefiigt. Die Suspension wurde ftim@n bei 37 °C inkubiert. Alle weiteren

Schritte wurden nach Angaben des Herstellers defthg.

3.2.1.2 Plasmidpraparation

Die Praparation von Plasmid-DNS erfolgte aus 2 méreBakterienibernachtkultur in dem
entsprechenden Medium unter Verwendung des GerEllee Minute Plasmid Miniprep
Kits (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Das Prinziprd&ufreinigung beruht auf der alkalischen
Lyse der Bakterienzellen, gefolgt von einer Denatung und Prazipitation der
chromosomalen DNS sowie der Proteine, wobei disrR@DNS in Losung verbleibt (87).
Anschlieend wurde die DNS in salzarmem Puffer eeluiDa sich durch das hier
beschriebene Verfahren die Zellwdnde von Staphykdo nicht aufschlieRen lassen, wurde
ein weiterer Lyseschritt hinzugefligt. Zusatzlichdam Lysepuffer wurden 5 pl Lysostaphin
1500 U/ml hinzugeftigt. Die Suspension wurde fumda bei 37 °C inkubiert. Alle weiteren

Schritte wurden nach Angaben des Herstellers defdhg:.

3.2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die horizontale Agarose-Gelelektrophorese wird Zuftrennung von z.B. DNS-Fragmenten
oder Plasmiden anhand ihrer Grol3e verwendet. @ktidphorese ist ein Verfahren, bei dem
geladene  Molekile in  einem  elektrischen Feld wamder wobei  die

Wanderungsgeschwindigkeit sowohl von GréRe und FdemMolekile, als auch von ihrer
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Ladung abhangt. Die negativ geladene DNS wandertelektrischen Feld zur positiv
geladenen Anode, die gegeniber der Geltaschen Kégihe Fragmente wandern hierbel
schneller als groRe. Aufgetragen werden die Pra@hd#rein Agarosegel, das ein komplexes
Fasernetzwerk darstellt. Die Porengréf3e des Gelas Karch die Agarosekonzentration auf
die GrolRe der aufzutrennenden Fragmente abgestimarden. Je kleiner das zu
analysierende Fragment ist, desto feinmaschigétestds Gel sein, bzw. desto héher muss
die Agarosekonzentration gewahlt werden.

Fur diese Arbeit wurden Agarosegele zwischen 0,5DMS-Fragmente 2-30 kb) und 2 %
(DNS-Fragmente bis 100 kb) in 0,5 x TBE-Puffer vendet. Die zu analysierenden DNA-
oder PCR-Ansatze wurden vor dem Auftragen mit 6aurgspuffer versetzt. Parallel hierzu
wurde zur Bestimmung der Fragmentgrof3e der ProleDNS-GroRenstandard auf das Gel
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in deridabrgesehenen Kammern bei 80 bis
120 V. Als Laufpuffer wurde ebenfalls 0,5 x TBE-Rufverwendet. Die Laufzeit war von der
GroRe der Proben und der Dichte des Agarosegelgngith Nach Beendigung des Laufs
wurde das Gel in einem Ethidiumbromidbad (1 mg/aripefarbt und konnte anschlieRend

mit Hilfe des UV-Transilluminators betrachtet unekdmentiert werden.

3.2.1.4 Polymerasekettenreaktion (PCRyolymerase chain reaction)

Bei der Polymerasekettenreaktion handelt es sicleuma Methode zur automatisierten und
enzymatischenin vitro-Amplifikation eines definierten DNS-Bereichs. Fdre PCR ist
erforderlich, dass die Nukleotidsequenz eines Tdds gewlnschten Gens bzw. DNS-
Abschnitts bekannt ist, um kurze Oligonukleotiderirtfer) fur die komplementéren
Sequenzen herzustellen. Der PCR liegt folgenderhsi@ismus zu Grunde: Die Ziel-DNS
wird mittels Hitze denaturiert, d.h. in Einzelstgé&n aufgetrennt, und hitzestabile DNS-
Polymerase, freie DesoxyribonukleosidtriphosphateT(Ps) sowie ein Uberschuss zweier
inverser Primer werden zugefligt. Nach der Primese#&mtion an die komplementaren
Sequenzen der Ziel-DNS liefert die Elongation demérs durch die DNS-Polymerase eine
Kopie der urspringlichen doppelstrangigen DNS.

Ein typischer PCR-Ansatz, wie er in dieser Arb@twendet wurde, ist in Tab. 1 dargestellt.
Fur reine Kontrollen wurde eine Tag-Polymerase (Bygime, Finnzyme, Espoo, FIN)
verwendet. Wurden die PCR-Fragmente jedoch flr i€tomgen oder Sequenzierungen

bendétigt, wurde eine Phusion-Polymerase (Phusiagh{Hidelity, Finnzymes, Espoo, FIN)
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verwendet, die durch eir@oofreadingAktivitat daflr sorgt, dass weniger fehlerhafte N

Sequenzen entstehen.

Tab. 1: Zusammensetzung eines 50 pul-PCR-Ansatzes. A AmsitZ ag-Polymerase. B Ansatz mit Phusion-

Polymerase.

A B
0,51 pll DNS 0,5 -1 pll DNS
5 ul| F-511 Puffer (10 x) 10 pl| Phusion HF Puffer (5 x)
1 ul | dNTP-Mix (10 mM) 1 ul | dNTP-Mix (10 mM)
1,5 pl| 5 Primer (10 pmol/ml) 1,5 pl| 5 Primer (10 pmol/ml)
1,5 ul| 3'Primer (10 pmol/ml) 1,5 ul| 3"Primer (10 pmol/ml)
0,5 — 1 ul| Tag-Polymerase 0,5 — 1 ul| Phusion-Polymerase
40 — 39 pl| ddH,0 35 — 34 pl| ddH,0

Nach dem Mixen der Komponenten auf Eis, wurdenRiaktionsgefal3e im Thermocycler
platziert. Die Amplifikation erfolgte mit einem Ryaamm, wie es in Tab. 2 dargestellt ist. Die
Temperatur fir die Primer-Hybridisierungnpnealing war abhangig von dem verwendeten
Primer-Paar. Die Zeit fur den Elongationsschritighvon der Grof3e des zu amplifizierenden

Fragments ab.

Tab. 2: PCR-Programme unter Verwendung der Tag- bzw. dersiBn-Polymerase. (*) Diénnealing
Temperatur richtet sich nach den verwendeten Pnmer

Tag-Polymerase Phusion-Polymerase
Initiale Denaturierung 94 °C 2 min 98 °C 2 min
Denaturierung 94 °C 45 sek 98 °C 20 sek
Primer-Hybridisierung (*) °C 45 sek (*) °C 20 sek 30 Zyklen
Elongation 72 °C 1 min 72 °C 40 sek
Finaler Syntheseschritt 72 °C 5 min 72 °C 5 min
Schluss-Inkubation 4°C unendlich

Nach erfolgter PCR wurden 10 pl des Reaktionsaesatntnommen und mittels Agarose-

Gelelektrophorese kontrolliert.
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3.2.1.5 Restriktionsverdau

DNS-Restriktionsenzyme erkennen spezifische padimische Sequenzen innerhalb eines
DNS-Molekils und schneiden sie durch die Hydrolyseeier Phosphodiester-Bindungen.
Dadurch entstehen entweder ,klebrigsti¢ky ends5 -und 3°-Uberhénge) oder glattaunt
ends keine 5°-und 3 -Uberhange).

Plasmid-DNS wurde auk. coli oder Staphylokokken extrahiert und einer Spaltamg
Restriktionsenzymen unterzogen. Ein typischer Retgtnsansatz wird in Tab. 3 dargestellt.
Dabei wurde der vom Hersteller empfohlene Puffeweadet, der je nach Bedarf mit BSA
(100 pg/ml) versetzt wurde. Nach dem Mixen des faesaerfolgte eine Inkubation bei 37 °C
fur 2 h oder Gber Nacht.

Tab. 3: 20 pl-Restriktionsansatz.
5 ul DNS

1l Enzym

2 ul Puffer

10l | ddH,0

Anschlie3end wurden die Fragmente mittels Agaroskeléktrophorese kontrolliert.

3.2.1.6 Extraktion von DNS aus Agarosegelen

Nach Spaltung der DNS mit Restriktionsenzymen umétrAnnung der Fragmente in einem
Agarosegel wurde die dem gewlnschten Fragment reotsgnde Bande unter UV-Licht-
Kontrolle mit einem sterilen Skalpell aus dem Gaggeschnitten. Die Extraktion des DNS-
Fragments aus dem Agarosewirfel erfolgte unter ¥edung des NucleoSpin Extract Il Kits
(Macherey & Nagel, Diren) nach Angaben des Heestell

Die Reinheit und Menge des aufgereinigten Fragmemsrde mittels Agarose-

Gelektrophorese kontrolliert.
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3.2.1.7 DNS-Sequenzierung

Die DNS-Sequenzanalyse wurde von der Firma Eurofi&/G Operon (Ebersberg)
durchgefunhrt.

3.2.1.8 DNS-Ligation

DNS-Ligasen sind Enzyme, die zwei DNS-Strange Ubere Phosphodiester-Bindung
miteinander verbinden (ligieren).

Um die Vektor-DNS mit dem gewtinschten DNS-Insertigieren, missen beide zuerst mit
demselben Restriktionsenzym verdaut werden. Diatlogsreaktion wurde mit der T4-DNS-
Ligase (Roche, Basel, CH) tber Nacht bei 16 °C lilyetiihrt. Ein typischer Ligationsansatz
ist in Tab. 4 dargestellt.

Tab. 4: Ligationsansatz

1 pl| Vektor-DNS

3 pl| Insert-DNS

1 pl| Ligasepuffer (10 x)

1 pl| T4-DNS-Ligase

4 ul| ddH,0

Nach der Ligation wurden 1-5 ul des Reaktionsaesatiirekt fir die Transformation von

Bakterienzellen verwendet.

3.2.1.9 Klonierung

Die Klonierung von PCR-Amplifikaten erfolgte mit If§ des TOP® TA Cloning Kits
(Invitrogen, Karlsruhe) nach Angaben des Herstll&in typischer Reaktionsansatz ist in
Tab. 5 Dargestellt. Der im Kit enthaltene, berditearisierte Vektor pCBA-TOPC bzw.
PENTR"/D-TOPQ besitzt beidseitig 3'-Desoxythymidin-Uberhanget Milfe der kovalent
an den Vektor gebundenen Topoisomerase | wurderioweknd Amplifikate ligiert und
anschlie3end in chemisch kompetektecoli TOP10 Zellen transformiert. Da draultiple
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cloning sitedes Vektors pCRA-TOPC in einemlacZ-Gen liegt, konnten Klone mit einer
erfolgreichen Insertion anhand eir#ge-white screening@8) identifiziert werden.

Tab. 5: Klonierungsansatz

1 pl| Vektor-DNS

1-4 pl| PCR-Amplifikat

1 pl| Salzlésung

ad 5 pl| ddH,0

Um AaStrA bzw. dessen Fragmente in dem ExpresdmmssE. coli BL21-Al exprimieren
zu kénnen, wurden mit Hilfe des GateWa§ystems der Firma Invitrogen (Karlsruhe) weitere
Klonierungsschritte durchgefuhrt, die auf sequeezggchen DNS-Rekombinationen

beruhen, die durch spezifische Rekombinasen katatyserden.

3.2.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.2.1 Chemische Transformation

Herstellung chemisch kompetenter Bakterien:

Fir die Vorkultur wurden 5 ml LB-Medium mit eineolonie E. coli DH5a, E. coli BL21-Al
bzw. E. coliTOP10 beimpft und bei 37 °C, 200 Upm Uber Nachtiinlert. Am nachsten Tag
wurden 100 ml LB-Medium mit 2 ml Vorkultur beimpiind bei 37 °C, 200 Upm inkubiert,
bis die OQonm 0,5 betrug. Die Suspension wurde bei 4°C und 58@én fir 10 min
zentrifugiert und das Pellet in 25 ml kalter 0,1BACL-L6sung resuspendiert. Nach einer
Inkubation von 30 min auf Eis erfolgte ein weitefantrifugationsschritt fur 10 min, 4000
Upm bei 4 °C. AnschlieRend wurde das Pellet in ®iskaltem Glycerinpuffer (0,1 M CaLl

/ 20 % Glycerin in ddkD) resuspendiert, auf 100 pl-Aliquots aufgeteiltl mtweder sofort
fur die Transformation verwendet oder bei -80 °Qigefroren und bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

Chemische Transformation:
Fur die chemische Transformation wurden entwedkagfée E. coli DH5a, E. coli BL21-Al
bzw. E. coli TOP10 (Invitrogen, Karlsruhe) oder selbst herdkstehemisch kompetente

Zellen verwendet.

44



Material und Methoden

Zu 50 pl Bakterienzellen wurden 2 ul des jeweiligldanierungsansatzes bzw. 5-10 ng DNS
gegeben, durch vorsichtiges Invertieren miteinandamischt und fir 5-30 min auf Eis
inkubiert. Nach dem anschlieRenden Hitzeschock4liePC fir 30 Sekunden wurden die
Zellen sofort auf Eis gestellt. Nach der Zugabe 266-450 ul zimmerwarmen SOC-Medium
(Invitrogen. Miinchen) wurden die Reagenzgefal3e iestchlossen und fur 1 h, 200 Upm
und 37 °C geschuttelt. AnschlieBend wurden 10, ZA) und 100 pl der
Transformationsansatze auf den entsprechendenti8gieklien ausplattiert und bei 37 °C fur
24-72 h inkubiert.

3.2.2.2 Transformation durch Elektroporation

Herstellung elektrokompetent8r carnosus

Fur die Vorkultur wurden 5 ml B2-Briihe mit einer Idnie S. carnosu§g M300 beimpft und
bei 37 °C, 200 Upm Uber Nacht inkubiert. Am nachskag wurden 100 ml B2-Brihe mit 2
ml Vorkultur beimpft und bei 37 °C, 200 Upm inkutiiebis die ORoonm 0,6 betrug. Um
weiteres Zellwachstum zu verhindern, wurden allehf@dgenden Schritte auf Eis bzw. mit
vorgekuhlten GefalRen und Losungen durchgefuhrt.eBavicht anders angegeben erfolgten
alle Zentrifugationsschritte fir 15 min bei 4 °Cdu4300 Upm.

Fur die Zellernte wurde die Bakteriensuspensioawei Falkon-Rohrchen tberfuhrt und far
15 min auf Eis abgekihlt. AnschlieBend wurde dasdive abzentrifugiert. Um alle
Salzriickstdnde zu entfernen, wurden die Zellen duweimaliges Resuspendieren und
Zentrifugieren in 50 ml ddD gewaschen. Dann wurden die Pellets vorsichtig iB5 ml
ddH,O resuspendiert und in einem Falkon-Rohrchen verdids folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt. Nach AbgieRen des Uberstangdurde das Zellpellet zuerst in 10 ml
kaltem 10 % Glycerin resuspendiert und abzentrdtigiNach einem weiteren Waschschritt
mit 2,5 ml kaltem 10 % Glycerin wurde erneut zdagiert. AbschlielRend wurde das Pellet
vorsichtig in 1 ml kaltem 10 % Glycerin aufgenommemd vorsichtig mit einer
abgeschnittenen Pipettenspitze in 100 pl-Aliquatgeteilt, die direkt fir die Elektroporation

verwendet wurden.
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Elektroporation:

Fur die Elektroporation wurden entweder frischeketdkompetente Zellen oder auf Eis
aufgetaute Aliquots eingesetzt und mit 0,5-10 mksiPlasmids versetzt. Diese Mischung
wurde blasenfrei in den Spalt einer vorgekuhlteh &n gap Kiuvette (BioRad, Minchen)
eingeflllt. Die Elektroporation erfolgte bei 100 2,1 kV und Raumtemperatur fur etwa 2,3-
2,5 ms. Die transformierten Zellen wurden anscllmlin 400 pl vorgewarmter B2-Brihe
aufgenommen und fir 1 h bei 37 °C und 200 Upm dgéseh um die Expression der
plasmidkodierten Resistenzgene zu gewéahrleistech Nar Inkubation wurden die Zellen auf
LB-Agarplatten, versetzt mit dem entsprechendenbdottkum, ausplattiert. Transformanden

erschienen in der Regel nach etwa 2 Tagen.

3.2.2.3 Protoplastentransformation (89)

Zur Transformation vors. epidermidisl457-M12- bzw.S. carnosusTM300-Protoplasten
wurde im Wesentlichen das Protokoll von Gotz vemetn Um sicherzustellen, dass sich
keine Detergenzienreste in den verwendeten GefaB8tmden, wurden alle Glasgerate und
Zentrifugenbecher vor Gebrauch grindlich mit ens@mtem Wasser und dd8 gespdult und

anschlieRend erneut autoklaviert.

Herstellung von Protoplasten:

Eine Kolonie M12 bzw. TM300 wurde in 15 ml B-Bribkangerihrt und bei 37 °C, 200 Upm
Uber Nacht geschiittelt. Aus dieser Vorkultur wur@egmnml in 800 ml B-Brtihe Uberfihrt und
fur etwa 3 h inkubiert. Bei einer QBRnmvon 0,5 wurden die Zellen geerntet. Um weiteres
Zellwachstum zu verhindern, wurden alle nachfolgeandchritte auf Eis und mit kalten
Lésungen durchgefihrt. Durch Zentrifugation bei 523g und 4 °C fir 15 min wurden die
Zellen pelletiert und von Restmedium befreit. Dadlé® wurde in 100 ml SMMP+BSA
resuspendiert und in 4 100 ml Erlenmeyerkolben etefly. Zur Lyse der Zellwénde wurden
die Kolben mit 10, 20, 40 und 80 ul LysostaphinQ@®/ml) versehen und fir 16 h bei 30 °C
im Wasserbad ohne Schitteln inkubiert. Die Prosipla wurden anschlieend durch
Zentrifugation bei 2700 x g und 4 °C fur 40 min geet und der Uberstand verworfen. Die
Protoplasten wurden in 2 ml SMMP ohne BSA durchsiatitiges Schwenken resuspendiert
und in 300 pl-Aliguots in 10 ml Polystyrolréhrchbai -80 °C gelagert.
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Transformation von Protoplasten:

Zur Transformation wurden entweder frische Protsigla oder bei Raumtemperatur
aufgetaute Aliquots eingesetzt und mit 10-35 plegiflasmids versetzt. Die Fusion der
Protoplasten mit dem Plasmid wurde durch Zugabe 2oml Fusogen ausgeldst. Die
Suspension wurde vorsichtig durch Schwenken desdRéhs gemischt, bis kaum noch
Schlieren zu sehen waren. Nach 2 min wurde dasgéasdurch Zugabe von 7 ml SMMP
ohne BSA verdinnt und dadurch die Fusion gestoppe Protoplasten wurden bei
Raumtemperatur fir 20 min bei 6232 x g zentrifugiend der Uberstand anschlieRend
verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml SMMP ohne BSiérath vorsichtiges Schwenken
resuspendiert und die Protoplasten unverdinnt 8MB8-Bgar ausplattiert. Um die Expression
der plasmidkodierten Gene zu gewahrleisten, edatgt Inkubationsschritt flr 4 h bei 37 °C.
Zur Selektion wurden die Bakterien dann mit 3 ml -68ftagar mit 10 pg/ml

Chloramphenicol tiberschichtet. Transformanden e&gsei in der Regel nach etwa 48 h.

3.2.2.4 Phagentransduktion (85)

Bei der Phagentransduktion handelt es sich um eirialiren, bei dem Gene und Plasmide
mit Hilfe eines Bakteriophagen von einem Bakteriumuf das nachste Ubertragen

(transduziert) werden. In dieser Arbeit wurde hieder Phage AGC verwendet.

Herstellung eines plasmidtragenden Phagenlysates:

Eine Vorkultur des plasmidtragenden Bakterienstasinme NB2+ verstetzt mit dem
entsprechendem Antibiotikum (hier: 20 pg/ml Chlopd@nicol) wurde 1:100 im gleichen
Medium zur Hauptkultur verdiinnt und bei 37 °C, 200m inkubiert, bis eine O§3onm vVONn
0,1-0,2 erreicht wurde. AnschlieRend wurden 500der Bakteriensuspension mit 500 pl
Phagensuspension und 3 ml auf 42 °C erwarmten Sitadgar vermischt und dies zugig auf
vorbereitete STA-Platten verteilt. Es folgte einkubation fur 24 h bei 30 °C.

Um die Phagen aus dem Softagar zu extrahieren,enusco ml NB2+-Briihe dazugegeben
und die Softagarschicht mit einem sterilen Glassparkleinert. Nach dem Uberfiihren in ein
50 ml Falkon-Rohrchen wurde die Suspension fur ékuSden 40 % Amplitude sonifiziert
und der Agar durch Zentrifugation bei 5000 Upm 486rmin bei 4 °C von dem Phagenlysat

abgetrennt. Um eventuelle Agarreste zu entfernemgevder Uberstand in ein neues Falkon-
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Rohrchen gegeben und erneut bei 5000 Upm fir 15 lein4 °C zentrifugiert. Das
gewonnene Phagenlysat wurde sterilfiltriert und4&C gelagert.

Plaquetitration:

Um die Phagenkonzentration eines Lysats zu ermjttelirde eine Verdinnungsreihe erstellt.
Hierzu kultivierte man den Empfangerstamm, wie fiig Herstellung eines Phagenlysats
beschrieben, und inkubierte ihn in gleicher Weisedem in Stufen von 1810° in NB2+
verdinnten plasmidtragenden Phagenlysat auf ST#eRlafir 24 h bei 30 °C. Die
entstandenen Plaques wurden ausgezahlt, wobei mlienade Konzentration durch das
Vorhandensein eines gerade nicht konfluierendegquelausters gekennzeichnet ist.

Transduktion:

Der Uber Nacht auf Blutagar kultivierte Empfanganstn wurde in einer Konzentration von
0,5-1 x 18° CFU/ml entsprechend einer @ahmvon 11 in NB2+-Briihe suspendiert. Von der
Bakteriensuspension wurde 1 ml mit dem gleichen uM@n des plasmidtragenden
Phagenlysats vermischt und ftir 30 min bei 37 °Qilosrt. Durch die anschlielBende Zugabe
von 40 pl 1 M Natriumcitrat wurde die Absorptionr dghagen gestoppt. Das Medium wurde
bei 5000 Upm fir 15 min und 4 °C abzentrifugiers dZellpellet zweimal mit 2 ml BHI-
Medium versetzt mit 20 mM Natriumcitrat gewascher un 3 ml des gleichen Mediums
resuspendiert. Es folgte eine Inkubation fir 1 h3¥®°C in einem Schuttelinkubator. Die
Suspension wurde mit dem entsprechenden Antibiatikioier: 20 pg/ml Chloramphenicol)
und 3 ml BHI-Softagar vermischt und auf BHI-Agatpa versetzt mit dem entsprechenden
Antibiotikum (hier: 20 pg/ml Chloramphenicol) veite Die Platten wurden bei 37 °C

inkubiert. Transduktanden wurden in der Regel r#&a:H8 h isoliert.

3.2.2.5 Homologe Rekombination

Die homologe Rekombination wurde in dieser Arbeait Generation einer AaStriknock owt
Mutante verwendet, d.h. es sollte gezielt Uber Hoge DNS-Sequenzen daSaStrA
codierende Gen durch eine Erythromycin-Kassettetarswerden. Hierzu wurde Uber
Phagentransduktion das Plasmid pBT2 5FEK3F irSdiepidermidisStamme 1585 und 1457
eingebracht. Der verwendete Vektor liegt bei 30st@bil in der Bakterienzelle vor. Bei

hoheren Temperaturen jedoch wird er instabil urgddmar Zelle entfernt.
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Fur die Vorkultur wurde ein durch Phagentransdukeohaltener Bakterienklon in 10 ml B-
Medium mit 2,5 pg/ml Erythromycin resuspendiert dind8 h bei 30 °C, 200 Upm inkubiert.
Da es sich bei der homologen Rekombination um eimelitkommen natirlichen und
zufalligen Mechanismus handelt, der von aufl3en rdoiekt gesteuert werden kann, mussten
die Bakterien dazu ,animiert* werden. Durch Zugales Antibiotikums Erythromycin bei
30 °C wurden sie unter Selektionsstress gesetes &bllte bewirken, dass es zur Paarung und
zum sogenanntercrossing-over der homologen Genabschnitte kommt (90). Fur die
Hauptkultur wurde die Vorkultur 1:100 in 500 ml Bedium mit 2,5 pg/ml Erythromycin
verdunnt und fur 24 h bei 45 °C, 200 Upm inkubiBairch die Erh6hung der Temperatur auf
bis zu 45°C sollte ein Ausschalten desstraGens durch den Einbau der Erythromycin-
Kassette und die Entfernung des Vektors pBT2 aos@enom erreicht werden. Dann wurde
die Hauptkultur erneut 1:100 in 500 ml B-Medium 25 pg/ml Erythromycin verdiinnt und
fur 8 h bei 45 °C, 200 Upm inkubiert. Fiur die letRassage wurde die Kultur 1:100 in 500 ml
B-Medium mit 2,5 pg/ml Erythromycin verdinnt und £4 h bei 45 °C, 200 Upm inkubiert.
Am néachsten Tag wurde diese Kultur je nach Kulérkst in den Verdinnungsstufen 1:1-
1:1000 sowohl auf BHI-Agar + 2,5 pg/ml Erythromy@its auch auf BHI-Agar + 2,5 pg/mli
Erythromycin + 10 pg/ml Chloramphenicol ausplattierd bei 45 °C inkubiert. Die nach 24-
48 h auf BHI + 2,5 pg/ml Erythromycin gewachsendoné wurden zur Kontrolle sowohl
auf BHI + 2,5 pg/ml Erythromycin als auch auf BHR# pg/ml Erythromycin + 10 pg/ml
Chloramphenicol ausgestrichen und bei 45 °C inktbi&lone, die nur auf BHI +
Erythromycin gewachsen sind, wurden erneut aufed@dlektionsplatten gepickt und bei
37 °C inkubiert.

Neben dieser Methode wurden weitere Ansatze naelydrald (91) und Brickner und Jager

durchgefuhrt.

3.2.2.6 Antibiogramm

Die Resistenzmuster der verwendeten Stamme wurdeggelmaRigen Abstanden mit Hilfe
eines Antibiogramms bestimmt. Bei dieser Methoderdee Filterblattchen, die mit
Antibiotika getréankt sind, auf eine Maduller-Hintoralte (Oxoid) aufgelegt, welche
gleichmaldig uber die ganze Flache mit dem zu tdsteiKeim beimpft ist. Diese Platte wird
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Durch Diffusion siehen Konzentrationsgradienten um die

Filterplattchen herum. In Abh&ngigkeit von der Emglichkeit des Teststammes entstehen
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Hemmhofe, deren Durchmesser in quantitativer Bexigh zur minimalen
Hemmkonzentration (MHK) fir das Antibiotikum stehder Test wurde fur folgende
Antibiotika durchgefuhrt:  Penicillin, Chloramphealc Erythromycin, Tetracyclin,

Gentamycin und Ciprofloxacin.

3.2.2.7 Biofilmassay

Die Fahigkeit vonS. epidermidisStammen zur Biofilmbildung wurde mittels eines
semiquantitativen Biofilmtests untersucht (92). RIssitivkontrolle diente der biofilmpositive
S. epidermidisl457, als Negativkontrolle der biofilmnegati8e epidermidisl457-M10. Fur
den Biofilmtest wurde eine Einzelkolonie in 2 mIB Suspendiert und fir 6 h bei 37 °C und
200 Upm inkubiert. Fur die Untersuchung von plagmagenden Stammen wurde dem
Medium zusatzlich das entsprechende Antibiotikurgegeben. Aus der Vorkultur wurde
eine 1:100-Verdinnung im gleichen Medium hergestBlhvon wurden je viermal 200 pl in
die Kavitaten einer 96-Loch-Mikrotiterplatte (Nuonh, Nunc, Roskilde, DK) gegeben und
far 24 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. AngeRlend wurde das Medium abgegossen
und die Platte dreimal mit 200 pul PBS je Kavitatvgechen und bei 37 °C getrocknet. Die
anheftenden Bakterien wurden mit 50 pl Kristallgtblpro Kavitat fir 5 min gefarbt. Die
Farbelésung wurde unter flieRendem Wasser vorgichtisgespult und nach erneutem
Trocknen die Absorption im ELISA Reader Tecan InéirM 200 (Tecan, Crailsheim) bei 570
nm und einer Referenwellenlange von 405 nm bestirbat Biofilm-Phanotyp wurde durch
die Bildung des Mittelwertes der gemessenen Kaantditeurteilt. Hierbei galt ein Grenzwert
(cut of) von As;o von 0,1 als Trennpunkt zwischen biofiimpositivendu—negativen

Phanotyp.

3.2.2.8 Immunfluoreszenztest (IFT)

Eine Ubernachtkultur wurde 1:100 in 2 ml TSB vendiiond fiir 6 h bei 37 °C, 200 Upm
inkubiert. Dann wurde das Medium abzentrifugieds &ellpellet in 1 ml PBS resupsendiert
und eine Olgonm VOn 0,2 eingestellt. Auf einen Objekttrager fir momfluoreszenz
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, F) wurden pro Spot 20 Bakteriensuspension gegeben und

getrocknet. Nach einer 2-minitigen Fixierung detlefein eiskaltem Aceton wurde der
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Objekttrager getrocknet und konnte, wenn er niciiors weiter verwendet wurde, bei 4 °C
gelagert werden. Der Erstantikdrper wurde entsgnedghn PBS-T verdunnt, 20 pl davon auf
die mit Zellen beschichteten Spots gegeben und fiiin einer feuchten Kammer bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde dreimal fur 2 min nfBS gewaschen. Der zweite,
floureszenzmarkierte Antikorper AlexaFluor 488 [A0% wurde ebenfalls in PBS-T verdinnt,
20 pl davon auf die Spots gegeben und fir 1 hnardeuchten Kammer bei 37 °C inkubiert.
Es folgten drei Waschschritte fur je 2 min in PB&®l@inmal in ddBO. Nach dem Trocknen

wurde der Objekttrager mit Mowiol eingedeckelt.

3.2.2.9 Bakterienadharenztest nach dem ELISA-Prinpi

Mit Hilfe dieser Methode kann die Interaktion intekBakterienzellen mit einem bestimmten
Antigen, z.B. einem Protein, nachgewiesen werdeazuD wurden in dieser Arbeit
Mikrotiterplatten mit den als Interaktionspartnarkrage kommenden Proteinen beschichtet
und anschlieend mit verschiedenen Staphylokokkam®en inkubiert. Mit einem gegen
Staphylokokken gerichteten Erstantikorper und eingleerrettich-Peroxidase markierten
Zweitantikorper konnte die Interaktion schliel3licdichgewiesen werden.

Beschichten der Mikrotiterplatten:

Die Mikrotiterplatten wurden zuerst mit je 100 pddtat einer definierten Protein-Losung fur
ca. 24 h bei 4 °C inkubiert. Sofern nicht andergegeben wurden die Platten zwischen den
Inkubationsschritten dreimal mit je 200 pl PBS-Twgschen. Um nicht-beschichtete
Bereiche zu Blocken, wurden die Kavitaten mit j® 10 proteinfreiem Blockpuffer (Thermo
Scientific, Bonn) bei 4 °C fur mindestens 1 h gekto Platten, die nicht direkt weiter
verwendet wurden, konnten nach dem Blocken getetcknd mit Parafilm verschlossen bei
4 °C gelagert werden.

Vorbereitung der Bakterienverdiinnungen:

Der gewinschte Bakterienstamm wurde fur die Votkuih 2 ml TSB bei 37 °C und
200 Upm uber Nacht inkubiert. Fur die Hauptkultwrde die Vorkultur 1:100 in 30 ml TSB
verdinnt und bei 37 °C und 200 Upm fir 6 h inkubiétir die Zellernte wurde die
Bakteriensuspension bei 5000 Upm und 4 °C fur 10 neintrifugiert. Das Zellpellet wurde

einmal mit 30 ml PBS gewaschen und anschlieend5iiml PBS resuspendiert. Eine
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ODsoonmVon 0,4 wurde eingestellt und eine Verdinnungsreiil:2-Verdinnungsschritten in
PBS hergestellt.

ELISA:

Je 100 pl der Bakterienverdinnungen wurde pro Kaintdie Platte pipettiert und diese fur 1
h bei RT inkubiert. Gebundene Zellen wurden mit 10CFixierlosung fir 10 min bei RT
fixiert. Nach einmaligem Waschen wurden die Zeleit 200 pul Abstillldsung fir 20 min bei
37 °C abgestillt. Dann wurde die Platte mit je 300proteinfreiem Blockpuffer (Thermo
Scientific, Bonn) bei RT fur 1 h geblockt. Nicht raittelbar weiter verwendete Platten
konnten nach dem Blocken getrocknet und mit Panafderschlossen bei 4°C gelagert
werden. Je 100 ul des gegen Staphylokokken getgrhtEBrstantikdrpers wurden in die
Kavitaten gegeben und fir 1 h bei 37 °C inkubieg.folgte die Inkubation mit je 100 pl des
Meerrettich-Peroxidase markierten Zweitantikorpiéirs1l h bei 37 °C. Nach Zugabe von je
100 pl Substrat wurden die Platten bei 37 °C imt&rhwrank belassen. Die Entwicklung der
Enzym-Substrat-Reaktion wurde Uber einen Zeitraum 8-4 h im 30 min-Rhythmus bei
405 nm und der Referenzwellenlange 492 nm im ELR®ader Tecan Infinite 200 (Tecan,

Crailsheim) gemessen.

3.2.3 Proteinbiochemische Methoden

3.2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SD$EA sodium dodecylsulfate-
polyacrylamide gel electrophore¥iwerden Proteine entsprechend ihres Molekuargesvioh
einem elektrischen Feld aufgetrennt.

Vor der Auftrennung werden die Proteine durch Zegdbs Detergenz SDS denaturiert. Dies
hat den Vorteil, dass nicht-kovalente Proteinagategqufgeldst werden und die Proteine sich
im Gel anndhernd proportional zu ihrer Gré3e bewe@ees ruhrt daher, dass das negativ
geladene SDS sehr effizient an Proteine bindetdimdEigenladung des Proteins in der Regel
vernachlassigbar wird, d.h. das Verhaltnis von ladeu GrofRRe ist fur jedes Protein
annahernd gleich. Dadurch lasst sich das Molekelgicht eines unbekannten Proteins durch

den Vergleich mit einem Protein-Standard bestimmen.
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Am haufigsten, wie auch in dieser Arbeit, wird dagstem nach Laemmli (93) verwendet.
Hierbei handelt es sich um ein diskontinuierlicl®stem aus zwei Gelen, einem Trenngel
(unten) und einem Sammelgel (oben), die sich bienddinblick auf den pH, die lonenstarke
und die PorengroRe unterscheiden. Die Proben wende&Sammelgel zunachst konzentriert,
bevor sie im Trenngel aufgetrennt werden. Diesést flu scharferen Banden und erlaubt
gréfRere Probenvolumina als in Gelen ohne Sammelgel.

In dieser Arbeit wurden in der Regel 10 und 14 %-igenngele gegossen, das Sammelgel
war stets 4 %-ig. Die Geldicke betrug 1 mm. Dield@&ro wurden anstelle von SDS mit 4 x
LDS-Probenpuffer (N-Lauroylsarcosin-Natriumsalz,vitrogen, Karlsruhe) versetzt, bel
90 °C fur 10 min denaturiert und anschlieBend 2dgsl Gemisches auf das Gel aufgetragen.
Die Elektrophorese fand in der Regel bei 150 V4&rmin statt. Als Laufpuffer diente der
NuPAGE® MES SDS Running Buffer (Invitrogen, Karlsruhe).

3.2.3.2 Coomassie-Farbung

Wurde ein SDS-Gel nach dem Lauf nicht fir einen \&f@sBlot benotigt, wurde es mit dem
Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau R-250 angefabér Triphenylfarbstoff lagert sich an die
basischen Seitenketten der Aminosauren an undd#étRroteine damit unspezifisch an (94).
Diese Farbemethode kann zur semi-quantitativen irBesing der Proteinkonzentration
verwendet werden. Die Nachweisgrenze liegt bei f&igel 00 ng Protein pro Bande.

In dieser Arbeit wurde ein Gel fur ca. 15 min minddnassie angefarbt. Um tberschissigen
Farbstoff zu entfernen, wurde mehrmals mit einefd&berlésung und schliel3lich einmal mit
ddH,O gewaschen. Anschliel3end wurde das Gel auf Fpéep gebracht und im Geltrockner

getrocknet.

3.2.3.3 Silber-Farbung

Die Silber-Farbung ist ein weiteres Verfahren zisudlisierung von Proteinbanden in SDS-
Gelen und wesentlich sensitiver als die Coomassibtihg. Die Nachweisgrenze liegt hier
bei 0,1-1 ng Protein pro Bande. Diese Methode Kkadach nur bedingt zur Quantifizierung
von Proteinen eingesetzt werden, da das Silber (Ag)in ihrer Zusammensetzung stark

variierenden Proteine unterschiedlich stark anfddit chemische Reaktion dhnelt der in der
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Fotografie verwendeten Reaktion: Nach der Fixierumgeiner Essigsaure/Ethanol-Losung
wird das Polyacrylamid-Gel mit Silbernitrat behaihdBie Ag'-lonen binden an Proteine und

werden durch die Zugabe von alkalischem Formaldeduydlementarem Silber reduziert, das
die Proteine im Gel schwarz farbt (95).

Fur diese Arbeit wurde das Kit SilverSNABtain For Mass Spectrometry (Pierce, Rockford,
IL) verwendet und die Farbung nach Angaben desteless durchgefihrt. AnschlieRend

wurde das Gel auf einem Filterpapier im Geltrockgetrocknet.

3.2.3.4 Praparation von Proteinen au$. epidermidis

Methode 1:

Fur die Extraktion von Proteinen wurden Bakterierteun den gewtnschten Bedingungen
kultiviert. Zur Zellernte wurden in der Regel 10 ddr Kulturen auf Eis entnommen und fur
20 min bei 5000 Upm und 4 °C zentrifugiert. DaslZalet wurde mit PBS gewaschen.

Um die Zellwande aufzuschliel3en, verdaute manm&3% pul PBS resuspendierte Pellet mit
5ul Lysostaphin (1500U/ml) far 30 min bei 37 °C. dNaZugabe von 125 p 4 x LDS-
Probenpuffer wurde der Ansatz fur 10 min auf 90 %hitzt. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt fiur 30 min bei 13000 Upm uwhdC, um Zelltriummer zu beseitigen.

Der Uberstand konnte bis zur weiteren Verwendung2fe°C gelagert werden.

Methode 2:

Fur die Praparation von Proteinen aus stationargdtutén wurden Ubernachtkulturen der zu
untersuchendenS. epidermidisStamme 1:100 in eine 20 ml Hauptkultur BHI und
gegebenenfalls unter der Zugabe des entsprechérdimotikums in Petrischalen verdinnt
und bei 37 °C im Brutschrank Uber Nacht inkubiBie Bakterien wurden anschlieRend mit
einem Zellschaber von der Oberflache geldst, diéuken in je einem Falkon-Roéhrchen
abzentrifugiert und einmalig mit je 20 ml PBS geeren. Nach dem Resuspendieren der
Pellets in je 10 ml PBS wurde die @maller Kulturen der niedrigsten OD angepasst. Von
jeder Kultur wurden 10 ml entnommen und abzentrétig Die Pellets wurden in je 250 pl
1 x LDS-Probenpuffer aufgenommen, bei 90 °C aufghkound abzentrifugiert. Der

Uberstand konnte bis zur weiteren Verwendung &P gelagert werden.
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3.2.3.5 Stufenpraparation zellularer Fraktionen

Mit Hilfe dieser Methode wurden Proteine aus dentiiiberstand, der Zelloberflache und
dem Protoplasten gewonnen.

Fur die Vorkultur wurde eine Bakterienkolonie imm2 TSB resuspendiert und fiir ca. 20 h bei
37 °C inkubiert. Diese wurde anschlieRend 1:10008 ml TSB verdinnt und fur 6 h bei
37 °C inkubiert. Die Kultur wurde bei 3500 g fur bfin bei 4 °C abzentrifugiert und der
Uberstand bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung ewéihrt.

Das Zellpellet wurde in 10 ml Sc-Lysepuffer versetiat 200 pg/ml Lysostaphin vorsichtig
resuspendiert und fur 30 min in einem 37 °C-warmiéasserbad inkubiert. Um die so
praparierten Oberflachenproteine von den Bakter@oplasten zu trennen, wurde die
Suspension fiir 15 min bei 6000 g und 4 °C zentigiugDer Uberstand und das Zellpellet
wurden getrennt bei 4 °C bis zur weiteren Verwemdamfbewahrt.

Um die Proteine aus den Uberstanden zu prapariangnoe eine TCA-Fallung durchgefihrt.
Hierzu wurde den Uberstanden 5 % TCA (v/v) zugesetd fur 30 min schwenkend auf Eis
inkubiert. Bei 13000 g wurden die Proteine fur 2 foei 4 °C pelletiert, zweimal mit 2 ml
eiskaltem Aceton gewaschen und anschlieRend geiebcBie fertig praparierten Proteine
wurden dann in 0,5 M Tris-HCI (pH 8) resuspendiartl bei -20 °C gelagert.

FUr die Extraktion der Proteine aus den Protopfasterde das Pellet in 250-500 pl 1 x LDS-
Probenpuffer resuspendiert und mit 10 pg/ml DNAsesetzt. Nach einer Inkubation fir
mindestens eine halbe Stunde bei RT wurde der Arf§at10 min auf 90 °C erhitzt und
anschlieBend die Zelltrimmer fiir 20 min bei 600@ngd 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde bei -20 °C gelagert.

3.2.3.6 Expression rekombinanter Proteine

Vor die Vorkultur wurde in 20 ml LB-Medium versetmit 100 pg/ml Ampicillin eine
Kolonie des StammeB. coli BL21-Al pDEST17 AaStrA bzwE. coli BL21-Al pDEST17
DomB gel6st und Uber Nacht inkubiert. Alle Inkulbasschritte fanden bei 37 °C und 200
Upm statt.

Am nachsten Tag wurde die @fohm der Vorkultur bestimmt und so in 1 | LB-Medium
versetzt mit 100 pug/ml Ampicillin verdinnt, das® d&nd-ORoonm 0,05 in der Hauptkultur
betrug (i.d.R. 1:100). Die Kultur wurde im Schuttiekubiert. Bei Erreichen der Qbynm 0,4
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wurde die Expression der Proteine mit 0,2% Aralen(@elost in ddbD) induziert und die
Kultur flr weitere 4 h im Schiuttler belassen. Fig dellernte wurde die Kultur auf grof3e
Zentrifugenbecher aufgeteilt und bei 4 °C und 6Qg8m fur 20 min zentrifugiert. Das
erhaltene Pellet wurde entweder sofort fur die étnaiufreinigung weiterverarbeitet oder bei

-20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.2.3.7 Aufreinigung rekombinant exprimierter Protene Uber IMAC (immobilized

metal affinity chromatography) (96)

Fur die Aufreinigung rekombinant exprimierter Pinge wurde das Zellpellet einer
1 I-Expressionskultur (s.0.) in 50 ml Binding Buff®0 ul/ml Hauptkultur) resuspendiert und
auf 4 50 ml-Falkon-R6hrchen verteilt. Um die Progezu schonen und Enzymaktivitaten zu
reprimieren fanden alle Schritte auf Eis statt. tie Bakterienzellen aufzuschliel3en, wurden
sie bei 65 % Mikrotip Amplitude fir 1 min 20 seksgballt. Dabei wurde ein Schallintervall
von 10 sek Schall und 10 sek Pause gewahlt. Esefelg Zentrifugationsschritt fir 20 min
bei 4 °C und 6000 Upm. Die Uberstande wurden irr@imeuen Falkon-Réhrchen vereint
und mit 0,2 pm Spritzenvorsatzfiltern sterilfilttie Bei Bedarf wurde mit einem 0,45 pm
Spritzenvorsatzfilter vorfiltriert.

Die Aufreinigung der rekombinanten Proteine fandritdas AKTApurifier™-System (GE
Healthcare, Minchen) bei 4 °C mit einem jeweils @iis betreffende Protein etablierten
Programm statt.

Die Proteine wurden nach der IMAC-Methode aufgegeirHierbei handelt es sich um eine
Affinitatschromatographie Uber immobilisierte Méimhen (IMAC, immobilized metal
affinity chromatography Das Prinzip beruht auf der spezifischen Wechisklwg zwischen
dem HISTag des rekombinanten Proteins und defi"Nbzw. Zrf*-lonen auf der Oberflache
der Saulenmatrix. Gibt man ein Proteingemisch aef 8aule, bindet der im Histidin
enthaltene Imidazol-Ring an die lonen der Matrixdhwend alle anderen, unerwinschten
Proteine aus der Saule ausgespult werden (auclicbeet alsflow through). Da z.B. auch
Metalloproteasen oder andere histidinhaltige Pnetanit der Matrix interagieren, ist zu
beachten, dass im verwendeten Bindepuffer einegerMenge Imidazol vorhanden ist, um
diese Proteine, die keinen HI&g besitzen, von der Saule zu spilen. Dannach wisd da
gebundene Protein durch eine gezielte VeranderwmgPdfferverhaltnisse von der Saule

eluiert. In dieser Arbeit wurde hierfir die Konzextiion des im Puffer enthaltenen Imidazols
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um das 5-fache erhdht. In dieser Konzentration komdert Imidazol mit dem HIS-agum die
lonen-Chelat-Bindungsstellen und verdrangt es sgBhth.

Fur die Aufreinigung der Aap rDoméne-B wurde einel5HiTrap Chelating Ni*-Saule, fiir
AaStrA eine 5 ml HiTrap Chelating ZhSaule verwendet. Nach der Elution der Proteine von
der Saule wurden die betreffenden Fraktionen vegkeinnd tGber Amicon Ultra-15
Zentrifugenfilter (Millipore, Billerica, MA) aufkomentriert und in PBS umgepuffert.

Die aufgereinigten Proteine wurden bei -80 °C iB Il Aliquots gelagert. Solange ein

Aliquot in Verwendung war, wurde es bei 4 °C getage

3.2.3.8 Strippen und Wiederbeladen von HiTrap Cheling Saulen

Durch die haufige Verwendung von HiTrap Chelatirgul®n fir die Proteinaufreinigung
verbrauchen sich diese relativ schnell, d.h. dizugdenen lonen werden nach und nach aus
der Saule gespult, wodurch sich deren Bindekagahi#étisch verschlechtert.

Das Strippen und Wiederbeladen der HiTrap Chelati8§ulen fand Uber das
AKTApurifier™m-System (GE Healthcar, Munchen) bei 4C und einer Puffer-
Flie3geschwindigkeit von 1 ml/min (1 ml S&ule) b&aml/min (5 ml Saule) statt.

Zum Entfernen der in der Saule verbliebenen lonstrigpen®) wurde diese zuerst mit 5
Saulenvolumen (SV) ddi® gespilt. Dann wurden 5-10 SV EDTA-haltiger StimgpBuffer
Uber die Saule gegeben, bis anhand der AbsorptionLeitfahigkeit ersichtlich war, dass
keine weiteren lonen mehr von der Saule gespultdarurEs folgte ein Waschschritt mit je 5-
10 SV Binding Buffer und ddH20. Um eventuelle Vearinigungen aus der Saule zu
entfernen wurde diese mit 2 SV 1 M NaOH beschicid fiir 1-2 h bei 4 °C inkubiert. Dann
wurde grindlich mit 10 SV Binding Buffer und 5-1% $idH20 gespdlt. Zum Beladen der
Saule mit ,frischen® lonen wurde diese mit 0,5 S\ M NiSQ, bzw. 0,1 M ZnCJ beladen
und fur 15 min bei RT inkubiert. Es folgte ein Waschritt bei verminderter Puffer-
FlieRgeschwindigkeit mit je 5 SV ddB und Binding Buffer. Fir die Lagerung der Saule

wurde diese abschliefRend mit 20 % Ethanol befullt.
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3.2.3.9 Bradford-Assay

Der Bradford-Assay ist eine der gebrauchlichstenlorkmetrischen Methoden zur
Konzentrationsbestimmung von Proteinen. Der TesiHieauf einer Bindung des Farbstoffes
Coomassie Brilliant Blue G-250 an die kationischend unpolaren Seitenketten von
Proteinen in saurer Lésung. Durch diese Komplexioigdwird das Absorptionsmaximum des
Farbstoffes von 465 nm (ungebundene, kationisadte, Form) auf 595 nm (unprotonierte,
anionische, blaue Sulfonatform) verschoben. Hawkgden Standardproteine wie z.B. BSA
zur Kalibrierung der Messungen verwendet. Bei des$ling eines Proteingemischs kénnen
jedoch je nach Zusammensetzung fur gleiche Protgen unterschiedliche Ergebnisse
erhalten werden, weshalb der zwar sehr sensitigayAsier ungenau ist (97).

In dieser Arbeit wurde das Protein Assay Kit vooBad (Minchen) nach dem Protokoll fir

die Messung in Klvetten nach Angaben des Herstelienwendet.

3.2.3.10 Lowry-Assay

Der Lowry-Assay stellt eine weitere kolorimetrisddethode zur Konzentrationsbestimmung
von Proteinen dar. Der Test beruht auf zwei Reaktio Im ersten Schritt findet die Biuret-
Reaktion statt, d.h. Gltlonen bilden in alkalischer Lésung einen Komplei dem Protein
und werden zu Culonen reduziert. Im zweiten Schritt wird nun Fe@iocalteau Reagenz
zugegeben, bindet an das Protein und wird langsaMaybdéanblau reduziert. Die daraus
resultierende Blaufarbung wird bei 750 nm gemessed mittels eines Standards die
Proteinkonzentration bestimmt (98). Der Lowry-Assslywesentlich empfindlicher als die
Biuret-Reaktion an sich, allerdings ist er auch ratéilliger, d.h. er wird durch
Pufferbestandteile wie z.B. EDTA, HEPES oder Tri¥beeinflusst.

In dieser Arbeit wurde das DC Protein Assay Kit BiaRad (Munchen) im Mikrotiterformat

nach angaben des Herstellers verwendet.
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3.2.3.11 Western Blot

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurdemrchd Elektrotransfer auf
Polyvinyldifluorid-Membranen (PVDF) Ubertragen. Fdie in dieser Arbeit verwendeten
Minigele wurde dazu das X Cell II™ Blot Module (itregen, Karlsruhe) nach Angaben des
Herstellers verwendet. Als Laufpuffer diente derPGE® Transferpuffer (Invitrogen,
Munchen). Der Transfer fand in der Regel fur 1 h3@eV statt.

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle folgendaekubationsschritte bei
Raumtemperatur auf einem Schiuttelinkubator durcligefDazwischen wurde die Membran
far dreimal 10 min in PBS-T gewaschen. Die Membvamrde Uber Nacht entweder in
proteinfreiem Blockpuffer (Thermo Scientific, Bonodler in 3 % Milchpulver (w/v) bei 4 °C
geblockt. Nach einem einmaligen Waschritt fir 10 mvirde zur Detektion des gewlnschten
Proteins der entsprechende Antikorper in PBS-T twemd und fir 1 h auf der Membran
inkubiert. Es folgte die Inkubation mit dem an Mettich-Peroxidase gekoppelten
Zweitantikorper fur 1 h. Zur Detektion des Proté&intikbrper-Komplexes wurde die
Membran mit ECLwestern blotting detection reagef(®mersham, Freiburg) fur 1 min

inkubiert. Die Detektion der Banden erfolgte m#t&lontgenfilm.

3.2.4 Methoden zur Untersuchung der Protein-Proteirinteraktion

3.2.4.1 Far Western Blot

Wahrend der Western Blot dazu verwendet wird, beste Proteine zu detektieren, findet
der Far Western Blot Anwendung in der Untersucheog Protein-Protein-Interaktionen. Der
Unterschied zwischen den Methoden besteht darss dar Blot vor der Antikbrperzugabe
mit einem Protein inkubiert wird, von dem angenommaird, dass es mit dem zu

untersuchenden Protein interagiert.

Der Transfer der Proteine vom SDS-Gel auf die P\ND#mbran fand unter denselben
Gegebenheiten wie im Western Blot statt. Soferrhtn@nders angegeben, wurden alle
folgenden Inkubationsschritte bei Raumtemperatéieaem Schittelinkubator durchgefinhrt.
Dazwischen wurde die Membran fur dreimal 10 minPBBS-T gewaschen. Die Membran
wurde Uber Nacht entweder in proteinfreiem Block@u{Thermo Scientific, Bonn) oder in

3 % Milchpulver (w/v) bei 4 °C geblockt. Nach ein@mnmaligen Waschritt fur 10 min wurde
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die Membran mit einer bestimmten Konzentration inrekombinant exprimierten Proteins
fur 1 h inkubiert. Zur Detektion des nun potential die Membran gebundenen Proteins
wurde der entsprechende Antikorper in PBS-T verdiumd fir 1 h auf der Membran
inkubiert. Es folgte die Inkubation mit dem an Megtich-Peroxidase gekoppelten
Zweitantikorper fir 1 h. Zur Detektion des Proté&intikdrper-Komplexes wurde die
Membran mit ECLwestern blotting detection reagef(®mersham, Freiburg) fur 1 min

inkubiert. Die Detektion der Banden erfolgte m#t&ontgenfilm.

3.2.4.2 Dot Blot

Der Dot Blot stellt eine vereinfachte Variante zuwestern Blot dar. Anstatt ein
Proteingemisch zuvor gelelektrophoretisch aufzuteen wird das Gemisch bzw. das sauber
aufgereinigte Protein direkt auf eine PVDF-Membpgpettiert (Punktdot) und anschliel3end
entweder mit einem Protein oder mit Antikbrpernetiéert. Diese Methode sagt zwar nichts
Uber die GroRRe eines Molekiils aus, erspart jedahzeit und ermdglicht die Kontrolle der
Anwesen- bzw. Abwesenheit eines Proteins. Protemteih-Interaktionen konnen so

ebenfalls untersucht werden.

Dot Blot:

Eine PVDF-Membran wurde der Anzahl der Proben eatsfend zugeschnitten, mit
Methanol aktiviert, anschlieBend mit PBS gewasched auf ein mit PBS befeuchtetes
Filterpapier gelegt. Von einem Probengemisch bzen Wem puren zu untersuchenden
Protein wurden Verdinnungsstufen in PBS angefenigl je 5 pl auf die Membran
aufgebracht. Wenn alle Proben gebunden haben, vdieddembran tGber Nacht entweder in
proteinfreiem Blockpuffer (Thermo Scientific, Bonodler in 3 % Milchpulver (w/v) bei 4 °C
geblockt. Alle weiteren Schritte entsprachen deten Western Blots bzw. des Far Western
Blots.

Verwendung biotinylierter Proteine:

Eine weitere hier verwendete Methode ist der Emsain biotinylierten Proteinen. Diese
wurden hauptsachlich dann verwendet, wenn zuvoe emspezifische Antikdrperbindung
beobachtet und somit keine genaue Aussage zu Pimdein-Protein-Interaktion gemacht

werden konnte.
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Ein Protein wurde nach Angaben des HerstellersHitfie eines Kits (EZ-Lin®R Sulfo-NHS-
LC-Biotinylation Kit, Pierce, Rockford, IL) mit Biin gekoppelt. Die Membran wurde nach
dem Blocken einmal mit PBS-T gewaschen und andditid fur 1 h mit 5 pg/ml
biotinyliertem  Protein inkubiert. Sofern nicht amsle angegeben, wurden alle
Inkubationsschritte bei Raumtemperatur auf einemhu&elinkubator durchgefihrt.
Dazwischen wurde die Membran fur dreimal 10 minPBS-T gewaschen. Die Membran
wurde fir 1 h mit einem Streptavidin-Meerrettich-®@dase gekoppelten Antikorper
[1:7500] inkubiert. Fir die Detektion der Proteirefein-Interaktion wurde Western Bftie
Substrat (Promega, Madison, WI) nach Angaben destélers verwendet. Bevor eine
unspezifische Farbung des Hintergrunds stattfanddevdie Enzymreaktion durch Spulen der

Membran in ddHO gestoppt und diese anschliel3end getrocknet.

3.2.4.3 ELISA enzyme-linked immunosorbent assay)

Der ELISA kann mit Hilfe einer enzymvermittelten d&k&on die Wechselwirkung zwischen
Antigen und Antikoérper nachweisen. Im Rahmen digsdreit wurde eine ELISA-Variante
etabliert, die zum direkten Nachweis einer Proteiatein-Interaktion dient.

Hierzu wurden sterile Mikrotiterplatten mit Antigdnbeschichtet, indem 100 pl der Antigen
1-Lésung (3 pg/ml Aap rDomane-B) in die Kavitatepgttiert und tGber Nacht bei 4 °C
inkubiert wurde. Sofern nicht anders angegeben &utle Mikrotiterplatten zwischen den
Inkubationsschritten vorsichtig dreimal mit je 2@0 PBS-T bei Raumtemperatur (RT)
gewaschen. Um nicht-beschichtete Bereiche zu bigokerden die Kavitaten mit je 100 pl
proteinfreiem Blockpuffer (Thermo Scientific, Bonbgi 4 °C fir mindestens 1 h inkubiert.
Dann wurden je 100 ul der Antigen-Losung 2 (vaeimgte Konzentrationen rAaStrA)
zugegeben und fir 1 h bei RT inkubiert. Es folgeeldkubation mit je 100 pl des gegen das
Antigen 2 gerichteten Erstantikorpers fur 1 h bi°8. AnschlieRend wurden je 100 pl des
Meerrettich-Peroxidase markierten Zweitantikorpgasauf gegeben und ebenfalls fir 1 h bei
37 °C inkubiert. Nach Zugabe von je 100 pl Substvatden die Platten bei 37 °C im
Brutschrank belassen. Die Entwicklung der Enzyms8ualyReaktion wurde ulber einen
Zeitraum von 3-4 h im 30 min-Rhythmus bei 405 nnd aler Referenzwellenlange 492 nm
im ELISA Reader Tecan Infinite 200 (Tecan, Crailsf)jggemessen.
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3.2.4.4 Analytische Gelchromatographie

Bei der Gelchromatographie, auch bezeichnet aldiliGdlon oder Grdl3enausschluss-
Chromatographie, handelt es sich um ein chromapbigehes Analyseverfahren, bei dem
Makromolekuile nach ihren Molekilmassen aufgetrevariden. Als stationédre Phase werden
in der Regel porose Polymere in granuloser FornB. Sephadex, verwendet. Das
Trennprinzip beruht auf der unterschiedlichen Ve von Molekilen zwischen einem
Gelkompartiment und dem umgebenden Medium. Kleirdmdekile diffundieren in die
Poren der Gelkugelchen und werden zurickgehaltéhremd Molekile, deren Grof3e den
Porendurchmesser Uberschreiten, an den Gelkérnettang wandern konnen. GrofRere
Molekile werden so schneller von der Saule eluaéstkleinere. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde versucht, diese Methode fiir den Nachweisr dimteraktion zwischen zwei Proteinen
anhand der GroR3e des vermutlich entstandenen Kaegplai nutzen.

Hierzu wurden die Proteine rAaStrA und rDoméne-B varschiedenen molekularen
Mischungsverhaltnissen bei 4 °C auf einer Laborsomiteinander vorinkubiert, bevor sie
Uber eine kalibrierte Superdex 200 10/300 GL S&3E Healthcare, Minchen) aufgetrennt
wurden. Um eine mogliche GrofRenverschiebung naceman, wurden die Proteine auch
einzeln in der jeweiligen Verdinnung (in PBS) lloke Saule gegeben. Es wurde das
AKTApurifier™ System bei 4 °C genutzt. Als Laufpaff diente PBS mit einer Puffer-
FlielRgeschwindigkeit von 0,1-0,5 ml/min. Es wurdeml-Fraktionen gesammelt und bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewabhrt.
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4  Ergebnisse

4.1 Expression und Aufreinigung von AaStrA

Ein entscheidender Schritt fiir die biochemischer@itarisierung von AaStrA und der Rolle
des Proteins in deB. epidermidisBiofilmbildung war die rekombinante Expression und
Aufreinigung von AaStrA.

Hierzu wurdeaastramittels PCR amplifiziert und das resultierende Afikat in den Vektor
pDEST™17 kloniert. Das Konstrukt wurde nach der Kolle der Sequenz in den
Expressionsstamm BL21-Al™ eingebracht (Burdelskiearoffentlicht). Die Expression des
Proteins fand wie in Kap. 3.2.3.7 beschrieben .sifit die anschlieRende Aufreinigung

wurden HiTrap Chelating Séaulen verwendet, die mietschiedlichen lonen beladen waren.
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Abb. 5: Aufreinigung von rAaStrA. Elutionsprofile der Affitditschromatographie an eingk) mit Nickel-
beladenen undC) mit Zink-belandenen HiTrap Chelating Saule. Griphi B und D: Elutionsprofile der
Gelchromatographie tber eine Superdex 200 10/30®&ille des UbgB) Nickel und(D) Zink aufgereinigten
Proteins. Zu B: Die Gelchromatographie dieser Pmptéparation wurde unter Verwendung des AKTAprime™
plus-System durchgefiihrt. Pfeil: Injektion des Bid, gelost in PBS, auf die jeweilige Sadteflow trough
Blau: Absorption 280 nm. Griin: Konzentration deS Hlution Buffers in Prozent [v/v].
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Da standardmafdig meist mit Nickelionen beladenele®daur Aufreinigung von HIS-
markierten Proteinen verwendet werden, wurde ingiae solche auch in dieser Arbeit
eingesetzt. Das Elutionsprofil (Abb. 5 A) zeigt hatter Injektion von 5 mE. coliZelllysat
(prapariert nach der Induktion der AaStrA-Expressi®feil) einen steilen Anstieg der
Absorption bei 280 nm und einen Peak, welcher sibbr ein Volumen von ca. 15 ml
verteilte. Dieser bezeichnet den sogenanrilews through (ft), also alle Proteine des
Zelllysats, die nicht an der Saule gebunden wurddach dem Auswaschen dieser
unspezifischen Proteine wurde die Konzentrationelegonspuffers auf 100 % (grine Linie)
erhoht, so dass das Uber den HERygebundene AaStrA von der Saule verdrangt wurde. Di
Absorption steht zwar in keinem direkten Verhaltnis Konzentration des eluierten Proteins,
dennoch lasst sie orientierende Ruckschlisse amf Ribteinkonzentration zu. Es ist
erkennbar, dass nach etwa 5 ml HIS Elution Bufiar nelativ wenig Protein von der Saule
eluiert wurde. Zudem scheint bis zum Ende des &lg8chrittes weiteres Protein von der
Saule gespult worden zu sein. Hierbei kdnnte ds alienfalls um rAaStrA, das noch nicht
von der Saule verdrangt wurde, oder um anderedmstiche Proteine handeln. Die
Sauberkeit des Uber die Nickel-Saule aufgereinigfemStrAs wurde zusatzlich zur SDS-
PAGE mit Hilfe der Gelchromatographie analysiertetdu wurden die Fraktionen des
Elutionspeaks (hier: Fraktion 35-36 ml) vereinigidu500 pl davon auf eine Superdex 200
10/300 GL-Saule gegeben. Das Elutionsprofil (AbbB)5zeigt einen relativ breiten Peak
(Spitze bei ca. 19 ml). In dem Versuch, die Ausbaut rekombinantem AaStrA zu erhéhen,
wurde eine Zink-Saule verwendet. Das Elutionspi@bb. 5 C) unterscheidet sich stark von
dem der Nickel-Saule. Der Elutionspeak weist kedo@ulterpeaks auf, was vermuten lasst,
dass keine Verunreinigungen vorhanden sind. DedeVéai konnte die Proteinausbeute um
das 5-fache erhoht werden. Auch die Kontrolle nsté@elchromatographie (Abb. 5 D) zeigte,
dass das Uber die Zink-Saule aufgereinigte rAaStrAreiner Form vorlag und keine
Verunreinigungen vorhanden waren. Durchschnittkghnten nach einer Proteinaufreinigung
Uber Zinksaulen 1,5 mg/ml AaStrA erhalten werden.Mergleich dazu wurden zuvor Uber
Nickelsaulen durchschnittlich 0,3 mg/ml AaStrA dtea.

Alle weiteren Aufreinigungen von rekombinant expenten AaStrA wurden mit Hilfe der

Zink-Saule durchgefuhrt.
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4.2 Analyse der Interaktion von rAaStrA mit Aap rDoméane-B

Die Interaktion von AaStrA mit der Aap Doméne-Blsolim Rahmen dieser Arbeit unter
Verwendung rekombinat exprimierter Proteine (rAAStind rDomane-B) in unabhangigen
Testsystemen (Liganden-Dot Blot, ELISA, analytis€belchromatographie) untersucht und
validiert werden.

4.2.1 Nachweis der Wechselwirkung von rAaStrAund rDméane-B mittels Liganden-
Dot Blot

Der Dot Blot bot die Moglichkeit, die Interaktiononr rAaStrA mit rDomane-B zu
untersuchen. Hierzu wurden Verdinnungsreihen beateine wie in Kap. 3.2.4.3
beschrieben auf PVDF-Membranen immobilisiert untveder mit 5 pg/ml biotinyliertem
rAaStrA oder mit 5 pg/ml biotinylierter rDoméane-Bkubiert. Gebundene Proteine wurden

mittels an alkalische Phosphatase gekoppeltest&udm detektiert.

A rDomB
200 100 50 25 125 6,3 31 16 08 04 pg/ml

Ligand
rAaStrA biotinyliert
[5 ng/mli]

® O ¢ O

600 300 150 75 37,5 188 94 46 23 12 pg/ml
rAaStrA
rDomB

200 100 S0 25 125 63 31 16 038 04 pg/ml

Ligand
rDomB biotinyliert
[S ng/ml]

600 300 150 75 375 188 94 446 23 1,2 ug/ml
rAaStrA

Abb. 6: Dot Blot zur Untersuchung der Interaktion zwisché®) biotinyliertem rAaStrA [5 pg/ml]
beziehungsweiséB) biotinylierter rDoméne-B [5 pg/ml] mit rAaStrA unDoméne-B, immobilisiert auf einer
PVDF-Membran. Gebundenes Protein wurde mittels kalische Phosphatase gekoppeltem Streptavidin
nachgewiesen.
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Nach dem Entwickeln der Blots wurde deutlich, de&saStrA offensichtlich an sich selbst
bindet, also homotyp interagiert (Abb. 6 A). Ebdisfkonnte eine Bindung an rDomane-B
nachgewiesen werden. Zusatzlich zeigte sich, dasséane-B als Ligand an immobilisiertes
rAaStrA bindet (Abb. 6 B). Es konnte kein Hinweiéir feine Bindung von geloster
rDomé&ne-B an immobiliserte rDoméne-B gefunden wer@gb. 6 B). Durch den Dot Blot
konnte nur eine reine Interaktion der biotinyliearteDomane-B mit rAaStrA bis zu einer
Konzentration von 18,8 pg/ml nachgewiesen werdebb(A6 B). Als Negativkontrolle
wurden Membranen mit immobilisierter rDomé&ne-B um@aStrA mit markiertem
Streptavidin ohne vorherige Inkubation mit dem Eirdiganden durchgefihrt (Daten nicht
gezeigt). Hier konnte kein Hinweis auf eine unsfigzne Bindung des Streptavidins an die
Zielproteine gefunden werden.

Sowohl die Selbstassoziation von rAaStrA als auehatleinige Bindung der rDoméne-B an
rAaStrA konnte durch Far Western Blots bestatigtdea (Daten nicht gezeigt).

4.2.2 Nachweis mittels ELISA

Die direkte Interaktion von rAaStrA mit rDoméane-Bllge mittels eines ELISAs gezeigt
werden. Hierzu sollte ein Interaktionspartner aeff @berflache einer unbhandelten Greiner
Bio-One PS-Mikrotiterplatte immobilisiert und anseRend mit dem putativen Liganden
inkubiert werden. Um eine Interaktion nachzuweissilte je nach Versuchsanordnung ein
Aap rDoméne-B- oder rAaStrA-spezifisches Kanincimiisarum eingesetzt werden.

4.2.2.1 Aufbau und Validierung des ELISAs

Im Rahmen der Etablierung eines ELISA-Systems zuatekduchung einer Interaktion
zwischen rAaStrA und rDoméane-B sollte zunachst essigiossen werden, dass das zum
Nachweis des gebundender Liganden eingesetzte efuntis unspezifisch mit dem
immobilisierten Bindungspartner reagiert. Zudemlteatlie optimale zur Beschichtung der
Mikrotiterplatte einzusetzende Proteinkonzentrafesigelegt werden.

Um festzulegen, ob es zu einer Kreuzreaktion detisAren mit den Bindungspartnern

kommt, wurden Losungen mit unterschiedlichen rAaStder rDomane-B-Konzentrationen
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angesetzt, in eine Mikrotiterplatte pipettiert uidbler Nacht inkubiert. Zum Nachweis von
gebundenem Protein wurde jeweils das anti-rAaStrAder anti-rDomane-B-
Kaninchenantiserum verwendet. Alle weiteren Sadahritturden wie in Kap. 3.2.4.4
durchgefunhrt.

Der Versuch ergab, dass weder das anti-rDomane-Beh ndas anti-rAaStrA-
Kaninchenantiserum an die unbeschichtete Oberflaahe (nicht dargestellt). Jedoch zeigte
sich, dass das anti-rDomane-B-Kaninchenantiserumt mergleichbarer Effizienz
oberflaichengebundenes rAaStrA nachwies wie das ifigpbe  anti-rAaStrA-
Kaninchenantiserum. (Abb. 7 A). Das anti-rAaStrAtidarum hingegen zeigte selbst nach
120 min Inkubation nach Zugabe des Substrats Keiaazreaktivitat mit rDoméane-B (Abb.
7 B). Dies zeigte, dass rAaStrA nicht fur die Besletung der Mikrotiterplatten in Frage
kam, die Versuche jedoch mit rDoméane-B-beschichtetlatten ohne die Gefahr

unspezifischer Aktivitat durchgefihrt werden komimte
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Abb. 7: ELISA zur Ermittlung einer mdglichen Kreuzreaktiarwischen den Antiseren anti-rAaStrA
beziehungsweise anti-rDoméane-B uf®) oberflichengebundenem rAaStrA [10 pg/ml] bezieburaise(B)
oberflachengebundener rDoméne-B [10 pg/ml]. Dieigemen wurden in Verdinnungsstufen von 1:5000-
1:30000 eingesetzt. Gebundenes Antiserum wurdeem@&m an alkalische Phosphatase konjugiertem anti-
Kaninchenantiserum nachgewiesen. Die Messungerefaatle 30 min Uber einen Zeitraum von 2 h statt, u
eine mogliche spéate Bindung der Antiseren an dimaiilisierten Proteine ausschlieRen zu kdnnen. desite
zwischen den Verdinnungsstufen der Antiseren keitetdchied in der Protein-Antiserum-Reaktion bebbetc
werden. In der Abbildung wurde exemplarisch die 8t der Antiserum-Verdiinnungsstufe 1:5000 darljeste

Um nun die optimale Beschichtungskonzentration MiDoméane-B zu ermitteln, wurden

Kavitaten einer Mikrotiterplatte mit unterschiediien Konzentrationen der rekombinant
exprimierten Doméane-B beladen. Nach Inkubation (Wacht wurde gebundenes Protein
mittels des spezifischen anti-rDomane-B-Antiserisowie eines an alkalische Phosphatase

konjugiertem anti-Kaninchenantiserums nachgewiesen.
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Abb. 8: Darstellung des ELISAs zur Evaluierung der optematDomane-B-Konzentration zur Beschichtung
einer unbehandelten Mikrotiterplatte. Unterschigdti Konzentrationen der an der Oberfliche gebumdene
rDoméane-B [0,05-191 pg/ml] (geometrische Verdinraueipe) wurden mit anti-rDoméane-B-Antiserum

[1:50000] und eines an alkalische Phosphatase gmmem anti-Kaninchenantiserums nachgewiesen. Die
Werte entsprechen dem Mittelwert zweier gemesdeaeitaten eines exemplarischen Versuchs.

Die Auswertung der Messungen (Abb. 8) ergab, dassnéne-B in einer Konzentration von

3 ug/ml die Oberflache abséttigt. In Konzentratiomen 0,05 bis 3 pg/ml rbomane-B konnte
eine stetige Zunahme der Absorption beobachtet emer®ies deutet darauf hin, dass die
Polymeroberflache bei diesen Konzentrationen nvdtistdndig mit rDomane-B abgesattigt

wurde. In Konzentrationen von 3 bis 191 pug/ml jédearde eine Abnahme der Absorption
beobachtet. Dies lasst vermuten, dass es bei erhdtidoméane-B-Konzentrationen zu

Instabilitdt des Proteins auf der Oberflache komnddurch es bei Spulvorgdngen von der
Oberflache gewaschen werden kann.

In den weiteren ELISA-Untersuchungen wurde 3 pgbdmane-B fur die Beschichtung der

Mikrotiterplatten verwendet.

4.2.2.2 Interaktions-ELISA rAaStrA mit rDomane-B

Um nun die Interaktion zwischen rAaStrA und rDomd@henachzuweisen, wurden
Mikrotiterplatten mit 3 pg/ml rDoméane-B wie in Kagi 3.2.4.3 beschrieben beschichtet. Als
Negativkontrolle wurden mit PBS beschickte Kavitéieerwendet. Nach dem Blocken der
mit Protein-beschichteten Kavitaten wurde eine \dardingsreihe von rAaStrA angesetzt und
in die Kavitaten pipettiert. Gebundenes rAaStrA deurmit anti-rAaStrA-Antiserum und

einem an alkalische Phosphatase konjugierten arif€henantiserum nachgewiesen.
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Abb. 9: ELISA zum Nachweis der Interaktion zwischen rAaStuiad an der Oberflache gebundener
rDomane-B. Die Kavitaten wurden mit 3 pg/ml rDom#@hbeschichtet. rAaStrA wurde in Konzentrationemvo
300-9,38 ug/ml (geometrische Verdinnungsreihe) esetyt. Gebundenes rAaStrA wurde mit anti-rAaStrA-
Antiserum [1:5000] und eines an alkalische Phosstgakonjugiertem anti-Kaninchenantiserums nachg®nie
Als Negativkontrolle dienten mit PBS-T behandeltee@lachen. Die Werte entsprechen dem Mittelwed der
Standardabweichung (Fehlerbalken) von 3 unabhandigperimenten (a 4 gemessener Kavitaten).

Bei Untersuchung der Bindung an die mit rDoméaneeBchichtete Oberflache zeigte sich
eine konzentrationsabhange Beziehung zwischen demgesetzten rAaStrA und dem
gemessenen ELISA-Signal (Abb. 9). Es konnte keid#tighing der Bindung dargestellt
werden. Auch bei hohen rAaStrA Konzentrationen kenrkeine Bindung an die
unbeschichtete Oberflache nachgewiesen werdeneDi@sfund weist auf eine Interaktion

zwischen rAaStrA und rDoméne-B hin.

4.2.2.3 Untersuchung der Interaktion von rAaStrA urd rDomane-B im Inhibitions-
ELISA

Mit Hilfe des Inhibitions-ELISAs (kompetitiver ELK) sollte untersucht werden, ob die
Bindung von rAaStrA an immobilisierte rDomane-B clur eine Vorinkubation mit

rDomane-B inhibiert werden kann.

Hierzu wurde eine konstante Konzentration rAaStrA5J pg/ml] mit variierenden

Konzentrationen [0,4-100 pg/ml] rDomane-B fur 1 & B °C vorinkubiert. Im Anschluss
wurde das so vorbehandelte rAaStrA beziglich seiDeméane-B-bindenden Aktivitat im

ELISA untersucht.
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Abb. 10: ELISA zum Nachweis der Inhibition der AaStrA-BintyrDomane-B. rAaStrA [150 pg/ml] wurde
mit variierenden Konzentrationen von rDoméane-B FOOO pg/ml] (geometrische Verdinnungsstufen) fir 1
vorinkubiert und anschlieBend auf mit rDoméane-B |i8/ml] beschichtete Oberflachen gegeben. Als
Negativkontrolle dienten mit PBS-T behandelte Oletfen (nicht gezeigt). An die Oberflache gebundene
rAaStrA-rDoméane-B-Komplex wurde mit anti-rAaStrA-iserum und einem an alkalische Phosphatase
konjugierten anti-Kaninchenantiserum nachgewiesBie Werte entsprechen dem Mittelwert und der
Standardabweichung (Fehlerbalken) der Inhibition AaStrA-Bindung (%), berechnet aus 3 unabhangigen
Experimenten (a 4 gemessener Kavitdten). Die Itibibiwurde nach folgender Formel berechnet: (1 45 A
rAaStrA-rDomB,grinkubiert/ Asos FAAStrA) x 100.

Die Messungen zeigten, dass das ELISA-Signal neigshder Konzentration der fur die
Vorinkubation verwendeten rDomane-B-Menge das ri@@bgesenkt wurde. Bei einer zur
Vorinkubation eingesetzten Menge von 100 pg/ml rBoeaB konnte eine maximale
Reduktion des ELISA-Signals um 70 % erzielt werdgbb. 10) Dieser Befund kann als
Evidenz fur eine direkte Wechselwirkung zwischena®fA und geldster rDomane-B

gewertet werden.

4.2.2.4 Untersuchung zum Einfluss divalenter loneauf die Interaktion von rAaStrA

und rDoméane-B

Conradyet al. (66) haben biochemische Evidenz fir eine homotyyeraktion der Aap
Doméane-B gewonnen. Offensichtlich ist diese IntBoak Zink-abhangig. Dies fuhrte im
Rahmen dieser Arbeit zu der Frage, ob die rAaSbhémane-B-Interaktion ebenfalls
abhéangig von divalenten lonen sein kénnte.

Um diese Frage zu beantworten, wurde eine rAaStisuhg [150 pg/ml] mit 5-20 uM Zngl
versetzt, bevor sie immobilisierter rDomane-B iniembwurde. Diese Zink-Konzentrationen
entsprechen in etwa der physiologischen Konzeotrdath humanen Plasma (etwa 10 puM).

Zusétzlich wurden Experimente durchgefiihrt, in \welt die Wechselwirkung von rAaStrA
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und rDomane-B in Anwesenheit unterschiedlicher MgKbnzentrationen untersucht wurde.
Als Kontrolle der Interaktion selbst wurde die Biumd) von rAaStrA an rDomane-B in
Abwesenheit von divalenten lonen in destilliertenasdsker getestet. Als Negativkontrolle

dienten mit PBS behandelte Oberflachen.
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Abb. 11: Einfluss von divalenten lonen auf die rAaStrA-rDama&B-Interaktion. ELISAs zur Bindung von
rAaStrA [150 pg/ml] mit an die Oberflache gebunder@oméane-B [3 pg/ml] wurden in der Anwesenheit
beziehungsweise Abwesenheit vOh) ZnCl beziehungsweis€B) MgCl, in Konzentrationen von 0-20 uM
durchgefiihrt. Als Negativkontrollen wurde die Bimguvon rAaStrA an eine mit PBS vorbehandelte Obehfé
untersucht. Gebundenes rAaStrA wurde mit anti-rA&3tntiserum [1:5000] und einem an alkalische
Phosphatase konjugierten anti-Kaninchenantiserutchgewiesen. Die Werte entsprechen dem Mittelwedt un
der Standardabweichung (Fehlerbalken) von 2 unajpgén Experimenten (a 10 gemessener Kavitaten).
Sternchen (*) kennzeichnen signifikante Untersobidds Mittelwertes im Vergleich zur Messung ohngahe
von divalenten lonen (1 way ANOVA mit Bonferronigiehoc Test, Signifikanzniveau 0,05).

Die Messungen ergaben, dass die Interaktion vostrAamit rDoméane-B durch die Zugabe
von Zrf* im Vergleich zu der Positivkontrolle bis um da$a8he gesteigert werden konnte
(Abb. 11 A). Ab einer Konzentration von 10 uM Za®bnnte kaum noch eine Veranderung
in der Absorption gezeigt werden. Im Gegensatz dakatte die Zugabe von Mgg&hicht zu
einer Zunahme der Bindung von rAaStrA an rDoman@&Bgb. 11 B). Unabhangig von der
MgCl,.Konzentration konnte keine Zunahme des ELISA-Swrmdobachtet werden. Diese
Ergebnisse lassen den Ruckschluss zu, dass dmakiide von rAaStrA und rDoméne-B
Zink-abhangig erfolgt. Hierbei scheint die Interaktnicht generell durch zweiwertige lonen

verstarkt zu werden.
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4.2.3 Analytische Gelchromatographie

Die Ergebnisse der Dot-Ligandenassays sowie desSAd lerbrachten Hinweise, dass
rAaStrA an immobilisierte rDomane-B bindet. Um Eemd flr eine Wechselwirkung der
beiden Proteine in geloster Form und gegebenenfhlisveise auf die Stochiometrie des
rDomane-B-rAaStrA-Komplexes zu erhalten, sollte ldieraktion der beiden rekombinanten
Proteine mittels einer analytischen Gelchromatdgeapntersucht werden.

Hierzu wurde, wie in Kap. 3.2.4.4 beschrieben, dashalten von drei Ansatzen beim Lauf
Uber eine kalibrierte Superdex 200 10/300 GL Sé&nEe Healthcare, Miinchen) untersucht. In
den ersten zwei Ansatzen wurde rAaStrA in einerzémtration von 60 uM (geldst in PBS)
untersucht, im zweiten Lauf rDoméane-B in einer Kemzation von 20 uM (gelost in PBS).
Bei einem dritten Ansatz wurden die beiden Intaceigpartner gemischt (rAaStrA: 60 uM,
rDoméne-B: 20 puM, gel6ést in PBS), fur eine Stunde & °C vorinkubiert und dann

gemeinsam auf die S&ulenmatrix aufgetragen.
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Abb. 13: Analytische Gelchromatographie (aGC) Uber einibkarte Superdex 200 10/300 GL Séaule mit 24 ml
Saulenvolumen (GE Healthcare, Miinchen). Elutiorfdprder (A) aGC von rAaStrA [60 pM](B) aGC von
rDoméane-B [20 pM](C) aGC rAaStrA und rDoméne-B nach einstindiger Varivtion. Pfeil: Injektion der
Proteine auf das Séulenbett. Blau: Absorption 280Rot: Fraktionen, die fur Western Blot (Abb.1#)gesetzt
wurden. Laufpuffer: PBS. FlieRgeschwindigkeit: G)Bmin.
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Die rot markierten Fraktionen (Abb. 13 A-C) wurdenor genaueren Untersuchung der
Proteinzusammensetzung mittels SDS-PAGE aufgetrammd auf PVDF-Membranen
geblottet. Die Western Blots wurden mit anti-rDomd+ oder anti-rAaStrA-Antiserum
inkubiert und die gebundenen Antikdrper mittels dasMeerettich-Peroxidase gekoppelten

Zweitantikorpers detektiert.
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Abb. 14: Western Blots zur analytischen Gelchromatograffai®@C). Die aGC fand Uber eine kalibrierte
Superdex 200 10/300 GL Saule mit 24 ml Séulenvofurf@E Healthcare, Minchen) statt. Die Fraktionen
wurden auf einem 10 %-SDS-Gel aufgetragen und #e8emd auf eine PVDF-Membran geblott@) aGC
von rAaStrA [60 pM], detektiert mit anti-rAaStrA-Aiserum [1:10000](B) aGC von rDoméane-B [20 pM],
detektiert mit anti-rDoméne-B-Antiserum [1:2000qC) aGC AaStrA und rDomé&ne-B nach 1-stundiger
Vorinkubation, detektiert mit anti-rAaStrA-Antiseru [1:10000]. (D) aGC AaStrA und rDomane-B nach
einstiindiger Vorinkubation, detektiert mit anti-ndane-B-Antiserum [1:20000]. Als Sekundarantikorperde
jeweils an Peroxidase gekoppeltes anti-Kaninchésemim verwendet. Rote Markierungen: In den Fraleio
A10 und A1l konnte nach der Vorinkubation rAaSt&rgeinsam mit rDomane-B detektiert werden.

In der Analyse der im Rahmen der aGC von rAaStiA|j61] gewonnenen Fraktionen konnte
rAaStrA ab der Fraktion B2 bis hin zur Fraktion Bphrallel zu dem breiten, wahrend der
aGC aufgezeichneten Absorptionspeak (Abb. 13 Aghgewiesen werden (Abb. 14 A). Der
Western Blotder aGC von rDoméne-B [20 uM], detektiert mit alidmane-B-Antiserum,

hingegen verdeutlicht, dass die gro3ere rDomanersprechend des Chromatogramms,
bereits in den Fraktionen A 10-11 (Abb. 14 B) naelslar war. In spateren Fraktionen
konnten nur noch Spuren des Proteins im WesterhrBichgewiesen werden. Die Fraktionen
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A10, 11 und B2-11 nach der Auftrennung des Gemsschen rAaStrA und rDoméane-B

wurden ebenfalls gelektrophoretisch aufgetrennt anfl eine PVDF-Membran geblottet.
Mittels anti-rDomane-B-Antiserums konnte das rekomabte Protein nach gemeinsamer
Elution mit rAaStrA in den Fraktionen A10 und 1lieldiert werden. Die Prainkubation mit
rAaStrA fihrte also nicht zu einer Verdnderung tlasifverhaltens dieses rekombinanten
Proteins. Die Untersuchung der identischen Fraktionnter Verwendung des anti-rAaStrA-
Kaninchenantiserums konnte rAaStrA ebenfalls anatogden Befunden bei isolierter
Analyse durch Gelfiltration in den Fraktionen B2-tihrgestellt werden. Zuséatzlich fand sich
das Protein jedoch auch in den Fraktionen A10 uhdDh die Eichung der Kurve ergeben
hatte, dass in diesen Fraktionen Proteine mit eimerekularen Gewicht von etwa 193 kDa
eluieren, eluiert rAaStrA nach Vorinkubation mit aDane-B offensichtlich bei einem

scheinbar hoheren Molekulargewicht. Dieser Befuadst sich durch die Bindung von
rAaStrA an rDomé&ne-B und ein damit verbundenesangertes Elutionsverhalten erklart
werden und weist auf eine direkte Interaktion vAa$trA und rDoméne-B hin.

4.2.4 Weitere Interaktionspartner von AaStrA

Da bei der Biofilmbildung vonS. epidermidisverschiedenste Proteine an der priméren
Bindung beteiligt sind, stellte sich die Frage, alch rAaStrA auch eine Interaktion mit
Matrixmolekulen wie Fibrinogen, Fibronektin und Mihektin aufweist.

Um diese Frage zu beantworten wurden ELISA-Unténsngen durchgefihrt, bei welchen
eine Mikrotiterplatte mit Fibrinogen [10 pg/ml],Bfonektin [10 pg/ml] oder Vitronektin [1
png/ml] beschichtet und anschlieBend mit rAaStrAOa®,8 pug/ml] inkubiert. Gebundenes
rAaStra wurde mit anti-rAaStrA-Antiserum detektiekts Negativkontrolle dienten mit PBS-
T-behandelte Oberflachen.
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Abb. 15: ELISA zum Nachweis der Interaktion zwischen rAdStuind an der Oberfliche gebundenem
Fibrinogen [10 pg/ml], Fibronektin [10 pg/ml] undtkonektin [1 pg/ml]. rAaStrA wurde in Konzentratien
von 600-18,8 pg/ml (geometrische Verdinnungsresimesetzt. Gebundenes rAaStrA wurde mit anti-rA&aSt
Antiserum [1:5000] nachgewiesen. Als Negativkoriéralienten mit PBS-T behandelte Oberflachen. Diet#ve
entsprechen dem Mittelwert einer gemessenen Kapiités exemplarischen Versuchs.

Die Auswertung des ELISAs ergab, dass rAaStrA kotradonsabhangig mit Fibrinogen-
beschichteten Oberflachen interagiert. Ebenso leoame Bindung an Vitronektin beobachtet
werden. Eine Interaktion von rAaStrA mit Fibronektiingegen scheint nicht gegeben, da
sich die Messwerte kaum von denen der Kontrolle -FPBf&schichteter Oberflachen
unterscheiden. Dieses Ergebnis lasst vermuten, AaSgA mit diversen Matrixmolektlen

interagieren kann.

4.3 Analyse der Funktion von AaStrA bei der S. epidermidis
Biofilmbildung

PCR-Untersuchungen an & epidermidisStammen, die in der Zeit von 2001 — 2004 aus
Infektionen nach Huft- oder Knieendoprothesen eohkvurden (61), ergaben, dass 69 der 70
Stdmmeaastra in ihrem Genom aufweisen (Daten nicht gezeigtesDzeigt, dass AaStrA
offensichtlich eine breite Relevanz bei klinisch&n epidermidisStammen hat. Um diese
weiter zu untersuchen, sollte zunéchst die zedlidbynamik der AaStrA-Bildung in
verschiedenen Wachstumsphasen untersucht und dialidation von AaStrA auf der

Bakterienoberflache nachgewiesen werden.
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4.3.1 Expression von AaStrA irS. epidermidis Kulturen

Zunachst sollte geklart werden, ob AaStrA in jeddrase des bakteriellen Wachstums
gleichermal3en stark exprimiert wird, oder ob diepiession erst an einem bestimmten
Zeitpunkt verstarkt stattfindet. Des Weiteren $teBiich die Frage, ob es zwischen einem
biofilmnegativen und einem biofilmpositivéd. epidermidisStamm zu Unterschieden in der
AaStrA-Expression kommit.

Hierzu wurden, wie in Kap. 3.2.3.5 beschrieben, Qieerflachenproteine der Stamre
epidermidis 5179 (keine Aap-Prozessierung, biofiimnegativ) urkl79-R1 (Aap-
Prozessierung, biofilmpositiv) nach 4, 6, 8 und 24Vachstum in TSB-Schuttelkulturen
prapariert. Diese Proteinpraparationen wurden zinenemittels SDS-PAGE aufgetrennt und
AaStrA mittels Western Blot unter Verwendung dedi-ekaStrA-Kaninchenantiserums
nachgewiesen. Zum anderen wurden diese Probenomejgaschen Verdinnungsstufen auf
einer PVDF-Membran immobilisiert und AaStrA mittelsdes anti-rAaStrA-

Kaninchenantiserums nachgewiesen.

A 4h 6h 8h 24 h
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5179-R1
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Abb. 16: Expression von AaStrAA) SDS-PAGE der Oberflachenproteine der StarBmepidermidi$179 und
5179-R1. Bakterien wurden nach 4, 6, 8, 24 h geeumd mittels PBS auf eine einheitliche gfeingestellt.
Aus dieser Suspension wurden identische Voluminmosmmen und die Oberflachenproteine der darin
enthaltenen Bakterien prapariert. Diese wurden eimf 10 %-SDS-Gel aufgetragen, elektrophoretisch
aufgetrennt und anschlieend auf eine PVDF-Memigetsiottet. Die Detektion von AaStrA fand mit anti-
rAaStrA-Antiserum und an Peroxidase gekoppeltesi-Kantinchenantiserum statt(B) Dot Blot der
Oberflachenproteine der unter (A) beschriebenemdéroDie Proben wurden geometrisch verdinnt, andrei
PVDF-Membran immobilisert und mit anti-rAaStrA-Aséirum und an Peroxidase gekoppeltes anti-
Kaninchenantiserum detektiert.
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Die Expressionsuntersuchungen ergaben, dass Aastrdllen untersuchten Zeitpunkten in
etwa gleich stark gebildet wurde. Im Western Béotd sich im Vergleich zu den Zeitpunkten
der exponentiellen Wachstumsphase ledglich nacth Zultur ein etwas starkers Signal.
Auffallend war, dass das anti-rAaStrA-Signal zwealZeitpunkten beb. epidermidis179-
R1 starker war als bes. epidermidiss179. Um zu untersuchen, ob der Stamm 5179-R1
tatséachlich mehr AaStrA auf seiner Oberflache tedg8. epidermidi$179, wurden die nach
8 und 24 h Kultur gewonnenen Oberflachenproteingmatmpnen geometrisch verdinnt und
auf eine PVDF Membran aufgetragen. Bei der Detaktion AaStrA mittels anti-rAaStrA-
Antiserum fand sich, dass von der Oberflache damfis 5179-R1 zum Zeitpunkt nach 8
Stunden Kultur etwa viermal soviel AaStrA isolierterden kann als vom Stami8.
epidermidis5179. Da die Expression vomastra auf mRNA-Niveau keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Stammen 5179-R1 und Surveist (Franke, Rohde,
unveroffentlichte Daten), kann dieser Befund alswidis auf eine verstarkte AaStrA
Oberflachenbindung b&. epidermidi$179-R1 bewertet werden.

4.3.2 Bakterienadharenz an AaStrA-beschichteten Oloachen

Die Analyse zur Lokalisation von AaStrA legte diervhutung nahe, dass AaStrA mit &r
epidermidisOberflache interagiert. Um funktionelle Evidenz filiese Wechselwirkung zu
erhalten, sollte die Bindung von Bakterienzellenaah der Oberflache einer Mikrotiterplatte
immobilisiertes rAaStrA untersucht werden. Die vendete Oberflache (Polystyren, Greiner)
unterstitzt in unbehandelter Form nicht die bag&tieriBindung. Sollte es zu einer Interaktion
von rAaStrA mit delS. epidermidiOberflache kommen, so sollte es durch die Bestlmch
dieser Oberflache mit rAaStrA zu einer Verstarkdeg Bakterienzellbindung kommen.

Die Greiner Polystyren-Mikrotiterplatten wurden m& pg/ml rAaStrA Uber Nacht
beschichtetet und vorsichtig gewaschen. Anschlié@®amwden definierte Bakterienzellzahlen
auf die Oberflache aufgebracht und, nach Inkubatiod mehreren Waschschritten,
gebundene Zellen durch ein aBti-epidermidisAntiserum dargestellt. Hier zeigte sich, dass
das verwendete anB: epidermidisAntiserum unspezifisch an die mit rAaStrA beladene
Oberflache band. Somit konnten die gebundenen Bektedurch diesen Ansatz nicht
dargestellt werden. Um dennoch in diesem Testsydtgidenz flr eine Bindung vos.

epidermidis an die AaStrA-beschichtete Oberfliche zu gewinnemrden rAaStrA-
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beschichtete, mit 5 pg/ml BSA beschichtete und babdelte Mikrotiterplatten verwendet,
um einen Biofilmassay durchzufiihren.

3.5+
3.04
2.5
2.0+

unbeschichtet
B3 BSA 5 ug/ml

1.5- &3 AaStrA 5 pg/ml

1.04
0.54

0.0 s T

Biofilmbildung (A 5705m)

Abb. 17: Biofilmbildung auf unterschiedlich behandelten ytyren-Oberflachen. Die Beschichtung der
Oberflache mit rAaStrA [5 pg/ml] erméglichte 8sepidermidi$179-R1 und 1585-Ra, an die sonst abweisende
Oberflache zu binden und Biofilme zu bilden. Dieefitiiche unterstutzt in unbehandelter Form balterie
Adhérenz nicht und erlaubt daher nicht die Aushilyleines Biofilms. Somit kann ein biofilmpositiiehanotyp

in diesem Testsystem als indirekter Ausdruck fimeeWechselwirkung zwischen Bakterium und rAaStrA
betrachtet werden. Als Kontrollen wurden sowohl esthichtete als auch mit BSA [5 pg/ml] behandelte
Oberflachen verwendet. Die Biofilme wurden mit Kaibsiolett angefarbt die Absorption bei 570 nm {&enz
A4s) gemessen. Die Werte entsprechen dem Mittelwedt der Standardabweichung (Fehlerbalken) von 3
unabhangigen Experimenten (a 4 gemessener Kayitaten

Es zeigte sich, dass die biofilmpositiven Stantespidermidis179-R1 und 1585-Ra auf
der mit rAaStrA-beschichteten Platte einen Biofdmsbildeten (Abb. 17), wahrend auf der
mit BSA beschichteten sowie der unbehandelten Giotid keine Biofilmbildung beobachtet
werden konnte. Da die Ausbildung eines Biofilms dam festen Bindung vo8. epidermidis

an die Oberflache abhangt, kann aus diesen Beabragdt indirekt geschlossen werden, dass
es tatsachlich zu einer Bindung d&repidermidiOberflache an rAaStrA kommt. Da auch
der aap-negativeS. epidermidisStamm 1585-Ra einen Biofilm ausbildete ist diegsdBng
offensichtlich unabhéngig von der Bildung von Adje biofilmnegativenS. epidermidis
Stdamme 5179 und 1585 bildeten an keiner der g&tes@berflachen einen Biofilm.
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4.3.3 Funktionelle Untersuchungen zur Rolle von Aa®A bei der S. epidermidis
Biofilmbildung

4.3.3.1 Biofilminhibition durch Zugabe von rAaStrA

Die durchgefihrten Untersuchungen zeigen, dassrAast die Domé&ne-B von Aap binden
kann. Es sollte nun die Frage geklart werden, i@ weit diese Bindung funktionell an der
Biofilmbildung beteiligt ist.

Im Rahmen eines Biofilmassays sollte getestet werdle durch die Zugabe von rAaStrA die
Biofilmbildung von S. epidermidisnhibiert werden kann. Hierzu wurden dse epidermidis
Stamme 5179-R1 und 1457 verwendet. Wahré&hdepidermidis5179-R1 einen Aap-
abhangigen Biofilm bildet, ist bei dem Stamm 14% Biofilmbildung von der PIA-Bildung
abhangig.

Der Biofilmassay wurde wie in Kap. 3.2.2.7 besdbei® durchgefuhrt, jedoch wurde bei der
Durchfihrung der Hauptkultur in den Mikrotiterpktt das TSB mit unterschiedlichen
Konzentrationen rAaStrA (0 uM-8 uM) supplementiert.

2 15-
= - 5179-R1
§’ - 1457
©
-a 10‘
£
=
9
[a1] 5-
Cc
9
e
<
E 0 L T L 1
0 2 4 6 8 10

AaStrA [pM]

Abb. 18: Untersuchung des Einflusses von rAaStrA auf di Biofilmbildung vonS. epidermidiss179-R1
(Aap-abhangiger Biofilm) undS. epidermidis 1457 (PIA-abhangiger Biofilm) im Biofilmassay. Dem
wachsenden Biofilmen wurde rAaStrA in Konzentraionvon 0-8 uM (geometrische Verdinnungsstufen)
zugesetzt. Nach 24 h Inkubation wurden die Biofilmi¢ Kristallviolett angefarbt und die Absorptiomitb70

nm (Referenz 4ys) gemessen. Die Werte entsprechen dem Mittelwegieawgemessener Kavitdten eines
exemplarischen Experiments. Die Inhibition wurdemdolgender Formel berechnet: (1 s;Amit rAaStrA /
As70 0hne rAaStrA) x 100.

Es zeigte sich, dass bei keiner der eingestzteStrAaKonzentrationen ein inhibitorischer
Effekt auf die PIA-abhangige Biofilmbildung des @tas 1457 erzielt werden konnte. Selbst

in Gegenwart von 8 uM rAaStrA bildete der Stammeairstarken Biofilm, der sich
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quantitativ nicht von der Kultur ohne rAaStrA-Zusainterschied. Im Gegensatz dazu fand
sich ein Effekt von rAaStrA auf die Biofiimbildungdes Stammes 5179-R1. Ab einer
rAaStrA-Konzentration von 4 uM konnte eine Inhibitider Biofilmbildung um etwa 10 %
nachgewiesen werden. Mit der Zugabe von 8 uM rAestmnte dies nur minimal gesteigert
werden. Dennoch zeigen diese Ergebnisse, dasudebg von rAaStrA die Aap-abhangigen

Biofilmbildung inhibiert.

4.3.3.2 Biofilminhibition durch Zugabe von anti-rAaStrA-Antiserum

Um einen weiteren Beleg fur die direkte funktiondeteiligung von AaStrA in der
Biofilmbildung zu erhalten, wurde untersucht, olii-aAaStrA-Antiserum einen spezifischen
Effekt auf die Biofilmbildung der Stamnt& epidermidi$179-R1 und 1457 hat.

Hierzu wurden Biofilmassays wie in Kap. 3.2.2.7degeben durchgefuhrt, jedoch wurde bei
der Durchfihrung der Hauptkultur in den Mikrotitlpen das TSB mit unterschiedlichen
Verdinnungsstufen von anti-rAaStrA-Antiserum (OG0B supplementiert. Als Kontrollen
dienten das vor der Immunisierung erhaltene Prains@muwm und das anti-rDoméne-B-

Antiserum, welche beide in denselben Verdinnun{ssteingesetzt wurden.
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Abb. 19: Einfluss von anti-rAaStrA-Antiserum auf die dieoBlimbildung vonS. epidermidis179-R1 (Aap-
abhangiger Biofilm) und. epidermidisl457 (P1A-abhangiger Biofilm) im Rahmen eines Bioassays. Dem
wachsenden Biofilmen wurde anti-rAaStrA-Antiserum geometrischen Verdinnungsstufen von 0-1:800
zugesetzt. Die Biofilme wurden mit Kristallvioledingeféarbt und die Absorption bei 570 nm (Refereng)A
gemessen. Die Werte entsprechen dem Mittelwert dad Standardabweichung (Fehlerbalken) von 3
unabhéngigen Experimenten (a 4 gemessener Kayit@anlnhibition wurde nach folgender Formel bdneet:

(1 — As7omit Antiserum/ Az ohne Antiserum) x 100.
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Ahnlich den Ergebnissen von Rohde et al. (65) kemnich hier ein spezifischer Einfluss von
anti-rDomane-B-Antiserum auf die Biofilmbildung véh epidermidiss179-R1 beobachtet

werden (Abb. 19 A). Bis zu einer Serumverdinnung Y00 konnte der Biofilm um nahezu
100 % inhibiert werden. Auf den Biofilm von 1457igte dieses Antiserum jedoch keine
signifikante Wirkung (Abb. 19 B). Durch anti-rAa8tAntiserum konnte bis zu einer
Verdinnung von 1:400 eine fast 100 %-ige Biofilmioition bei 5179-R1 erreicht werden.
Erst ab einer Verdiinnung von 1:700 konnte keinkEffieehr beobachtet werden (Abb. 19 A).
Bei 1457 konnte der Biofilm durch einen 1:10 Verndiingsschritt um 100 % inhibiert
werden, doch schon ab einer Verdinnung von 1:18043nhibition) konnte kaum noch eine
Wirkung erzielt werden (Abb. 19 B). Dies lasst vaten, dass das anti-rAaStrA-Antiserum
besonders bei 5179-R1 in der Lage ist, an die fig Hiofilmbildung relevanten

Bindungsstellen zu binden und somit die interzéhell Aggregation zu storen. Allerdings
wurde derselbe Effekt auch mit dem Praimmunseruhaleem, das als Negativkontrolle
dienen sollte. Daher lasst sich der beobachtetekEfficht spezifisch auf die Anwesenheit
von anti-rAaStrA-Antikérpern im Immunserum zurlckfén. Es wird vermutet, dass durch

das Praimmunserum Bindungsstellen unspezifischsaitiigt werden.

4.3.3.3 Genetische Untersuchung zur Funktion von A#rA bei der S. epidermidis
Biofilmbildung

Um zusétzlich zu den oben geschilderten phanotgprsdJntersuchungen Evidenz fir die
funktionelle Beteiligung von AaStrA an d&t epidermidiBiofilmbildung zu erhalten, sollte
eine definierteaastraknock outMutante durch allelen Genaustausch generiert werden
die Spezifitit moglicher phanotypischer Anderungan tberprifen, sollte zudem ein

Plasmidkonstrukt zun trans Expression von AaStrA erstellt werden.

4.3.3.4 Herstellung einer spezifischeraastra knock out Mutante durch homologe

Rekombination

Die homologe Rekombination, auch bezeichnet aleleasll Genaustausch, wurde zur
Konstruktion einemastraknock outMutante verwendet. Wiinschenswert ware eine Mutatio

desica-negativen,aap- und aastrapositiven Stammes. epidermidis5179 gewesen, der
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jedoch durch das Fehlen der proteolytischen Prozess) von Aap einen biofilmnegativen
Phanotyp aufweist. Da sich dieser Bakterienstanttngle genetisch nicht manipulieren I&sst,
wurden die Stammé&. epidermidisl585 und 1457 gewahlt. Bei 1585 handelt es sich um
einen bereits biofiimnegativeiga- und aap-negativen, jedoclaastrapositiven Stamm, der
aus einer Portinfektion isoliert wurde (61). 145@dgegen ist ein biofilmpositivelica- und
aastrapositiver Stamm, gewonnen aus einem Blutkultuas(82,83).

In dieser Arbeit wurde nach folgendem Prinzip Vierén (Abb. 20). Das Geaastra sollte
durch eine Erythromycin-Kassette (EK) ersetzt weyddie als Resistenzmarker positiver
Klone dienen sollte. Flankiert wurde dieser DNS-#&bstt durch Gensequenzen, die
homolog zu den angrenzenden Genabschnitten imn8l'3i+Bereich deaastraGens waren
(5"-Frag bzw. 5F, 3"-Frag bzw. 3F). Dieses Konstniarde in denshuttle Vektor pBT2
kloniert, einem Temperatur-sensitiven Vektor mihezn vegll-Promotor, der speziell zur

Inaktivierung chromosomaler Gene konstruiert wygs.

Ery-Kassette

S'Frag Ery-Kassette 3 Frag
T T
71T

AaStrA

FZT SFEK3F
pBT2
SFEK3F

AaStrA

Abb. 20: Graphische Darstellung der Konstruktion einer AAStnock outMutante unter Verwendung des
shuttle Vektors pBT2. Zur Selektion des G&nock outssoll aastra durch eine Erythromycin-Kassette (Ery-
Kassette) ersetzt werden. Die Resistenzkassetteflairkiert von DNS-Fragmenten (Frag), die homatogden
Genabschnitten vor (5'Frag) und hinter (3’Fragastra sind. Das fertige Konstrukt wird Uber
Restriktionsschnittstellen in den thermosensitiviektor pBT2 eingebracht. Nach erfolgter Phagenttakson

des Plasmids in die Stamnfe. epidermidis1585 und 1457 werden positive Klone unter Zugaba v
Erythromycin in das Medium und unter Erhéhung demperatur von 30 °C auf 45 °C unter Stress gesetzt.
Dadurch soll ein Genaustausch iber die homologeue3zen und somit dénock outvon aastra erwirkt
werden.
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Leider konnte trotz verschiedenster Versuchsanséaize denen unter anderem die
Konzentration des Antibiotikums, die Temperatur wlad Medium verandert wurden, keine
Mutante erhalten werden, bei welcher selektiv durevei crossing-overEreignisse die
Resistenzkassette in das Chromosom integriert wovdg. Alle Mutanten, die gefunden
wurden, wuchsen unter nicht-permissiven Bedingunggmohl auf nur Erythromycin- wie
auch Erythromycin- und Chloramphenicol-haltigen Nélden. Dies zeigt, dass bei diesen
Mutanten durch ein einfachesossing-overEreignis das Plasmid in das Chromosom ko-

integriert worden war.

4.3.3.5 Einfluss einein trans Uberexpression voreastra auf die Biofilmbildung

Durch diein trans Expression voraastra in genetisch unabhéangigen, biofimnegativ@n
epidermidisStammen und irS. carnosusTM300 sollte untersucht werden, ob durch eine
Uberexpression voaastraeine Induktion der Biofilmbildung erzielt werdearn.

Dazu wurdeaastra in den Expressionsvektor pRB474 (86) kloniert (A1) und durch
Phagentransduktion in die Stamre epidermidisl457-M10, biofiimnegativ durch eine
Tn917-Insertion incaA, sowie inS. epidermidid585,ica- undaap-negativ, eingebracht. Als
weiterer Ansatz wurde das Konstrukt Uber Protoplasansformation in den Stamm.
carnosusTM300 eingebracht, um eine mégliche Abhangigkeit YAaStrA furS. epidermidis

Oberflachenproteine zu untersuchen.

aastra

veg

pRB474

Abb. 21: Graphische Darstellung des p&istra fir die Expression von AaStrA in biofilmnegativeh
epidermidisund S. carnosusStammen.aastra wurde Uber Restriktionsschnittstellen in den VekpétB474
kloniert. Dieser enthalt eineregll-Promoter und ist fur die Proteinexpression in Byépkokken geeignet. Das
Konstrukt wurde mittels Phagentransduktion in di&n8ne S. epidermidis1585 und 1457-M10 und des
Weiteren mittels Protoplastentransformation in 8&mmS. carnosu3 M300 eingebracht.
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Um zu untersuchen, ob und in welchen Mengen Aa8tmiden erhaltenen positiven Klonen
im Vergleich zu den Originalstammen exprimiert wiwelrde zunachst ein IFT durchgefuhrt.
Die Bakterien wurden hierzu in einer @ghm 0,3 auf IFT-Objekttragern fixiert und mit anti-
rAaStrA-Antiserum und dem sekundaren Alexa488-Airer markiert. Die
mikroskopischen Aufnahmen wurden mittels des Zéigoplan-Mikroskops (Carl Zeiss,
Oberkochen) bei einer 1000-fachen VergroRerunglérst

8. epidermidis

1585 1585 aa 1457-M10 1457-M10 aa

0 009 o0 &5
STy - = o g 1

S. carnosus

TM300 TM300 aa

Durchlicht

griiner
Fluoreszenzkanal

Durchlicht

griiner
Fluoreszenzkanal

Abb. 22: Immunfloureszenzbilder de&3. epidermidisStamme 1585, 1457-M10 ur®l carnosusdM300 sowie
der mit pRBastra (aa) transformierten Klone bei einer 1000-fachesrgvbRerung. Die Bakterien wurden in
einer OQyonm 0,3 auf IFT-Objekttragern fixiert und anschlie3enid anti-rAaStrA-Antiserum [1:1000] und dem
sekundaren Alexa488-Antikdrper [1:200] markiert.

In allen Ansatzen wurde AaStrA konnte AaStrA auh @akterienoberflachen nachgewiesen
werden. Ein Unterschied in der AaStrA-Konzentratiswischen den Originalstammen
S. epidermidis1585 und 1457-M10 konnte dabei nicht beobachtatdeve Bei den mit

pRBaastra transformierten Stdmmen konnte im Vergleich zu @giginalstiammen keine

85



Ergebnisse

erhohte AaStrA-Expression nachgeweisen werden. 8ecarnosusTM300 konnte kein
AaStrA auf der Zelloberflache nachgewiesen wer@@es wurde erwartet, da es sich hier um
einenaastranegativen Stamm handelt (Abb. 24). Bei der Untensng des mit pR&astra
transformierten Stamms konnte hingegen ein positimenunfluoreszenzsignal als Ausdruck
einer AaStrA-Expression nachgewiesen werden.

Um zu untersuchen, ob dennoch quantitative Untezdehin der AaStrA Expression bei den
S. epidermidis Wildtyp-Stammen sowie den mit pRBstra transformierten Klonen
nachweisbar sind, wurden Verdinnungsreihen von f@obBenproteinpraparationen mittels
Dot Blot auf das Vorhandensein von AaStrA untersuch

Pro Verdinnung wurden 5 pl der jeweiligen Protdéiparation auf eine PVDF-Membran
aufgebracht. Zur Kontrolle des Antiserums und flas dAbschatzen der vorliegenden
Konzentration wurde rAaStrA in Konzentrationen vénl-6,3 pg/ml mitgefihrt. Zur

Detektion wurde anti-rAaStrA-Antiserum verwendet.

Verdiinnungsstufe

8§ 16 32 64 128 256 512
1457-M10 wt

aa ® o »
1585 wt e

aa ® » »
TM™M300 wit

aa

rAaStrA ......o
63 32 16 08 04 0,2 0,1 pg/ml
Abb. 23: Dot Blot der Oberflachenproteine d8t epidermidisStamme 1457-M10, 1585 sowi carnosus
TM300 sowie den mit pR&astra (aa) transformierten Klonen. Die Proben wurden einér PVDF-Membran
immobilisert und mit anti-rAaStrA-Antiserum und aReroxidase gekoppeltes anti-Kaninchenantiserum

detektiert. Als Positivkontrolle diente rAaStrA$60,1 pg/ml]. Die Verdiinnungen erfolgten in 1:2-itén und
wurde von rechts nach links aufgetragen (Angabeeaigproker Titer).

Der Dot Blot (Abb. 23) lie3 erkennen, dass sowatb7EM10 wt als auch 1585 wt AaStrA
bilden. Bei den mit pRBastratransformierten Stammen konnte AaStrA jedoch biiner
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hoheren Verdinnungsstufe (1457-M10 aa: 1:128; 14885 1:64) nachgewiesen werden.
S. carnosusTM300 wt bildete kein AaStrA. Dies war zu erwarteta dieser Stamm kein
aastrakodierendes Gen besitzt (PCR Abb. 25 A). Nach Hemplementierung mit
pRBaastra konnte eine schwache AaStrA-Expression (Nachweiszb einer Verdinnung
von 1:16) nachgewiesen werden.

Es sollte nun gepruft werden, welche KonsequenzUtierexpression von AaStrA auf die
Biofilmbildung der genetisch unabhéngigen Stamnmanmi. Hierzu wurden Biofilmassays
der StammeS. epidermidisl457-M10, 1457-M10 pR&astrg S. epidermidisl585, 1585
pRBaastrasowieS. carnosugM300 und TM300 pRBastradurchgefihrt.

1457-M10
aa wt aa

Yo "ave)

Abb. 24: Biofilmassay der Stamm8. epidermidisl585 und 1457-M10 wt sowie der mit p&dstra (aa)
transformierten Klone. Die angehefteten Zellen weardhit Kristallviolett angefarbt.

Die Untersuchung der Biofilmbildung ergab, dasshdadiimnegativenS. epidermidStamme
1457-M10 und 1585 nach der Komplementierung mit deektor pRBaastra einen
veranderten Phanotypen aufwiesen (Abb. 24). Wahrdied Wildtypstamme weiterhin
biofilmnegativ blieben, konnte bei demstratransformierten Stammen eine Biofilmbildung

beobachtet werden.
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TM300

Abb. 25: Untersuchung der Stamm®. carnosusTM300 wt und TM300 AaStrA (komplementiert mit
pRBaastrg. (A) Elektrophorese von PCR-Amplifikate. Die PCR erfelgnit den Primern AaStrA_for und
AaStrA rev. Als Positivkontrolle dienteastra Die Amplifikate wurden auf 1,5 % Agarosegel adfggen und
nach der Elektrophorese im Ethidiumbromidbad arpeféB) Biofilmassay des Stammes S. carnosus TM300
und des mit pRBastratransformierten Klons. Die angehefteten Zellendeur Kristallviolett angefarbt.

S. carnosusTM300 jedoch verblieb sowohl vor als auch nach idemplementierung mit
pRBaastra biofilmnegativ (Abb. 25 B). D&. carnosusandere Oberflachenproteine &s
epidermidisaufweist, legen diese Ergebnisse den Schluss nalss, AaStrAS. epidermidis

Oberflachenproteine als Interaktionspartner bendtig eine Biofilmbildung zu induzieren.
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5 Diskussion

S. epidermidigst ein dbiquitdr auf der Haut des Menschen vonk@mdes, kommensales
Bakterium, das durch die zunehmende VerwendungRremdmaterialien in der modernen
Medizin in den letzten Jahren als herausragendeur¥acher nosokomialer Infektionen
erkannt wurde. Die Pathogenitdt des ansonsten bsemlErregers begrindet sich in der
Fahigkeit, einen mehrschichtigen Biofilm auf Ob&cfien polymerer Kunststoffe und anderer
Materialien auszubilden (52,99,100). Die Biofilnthihg lauft dabei in drei Schritten ab.
Nach der primaren Adharenz an die zu besiedelndegf@bhe kommt es zur Akkumulation
der Zellen und zur Reifung zu einem differenzier®afilm, bevor in einem letzten Schritt
einige planktonische Bakterien freigesetzt werdgie, an anderer Stelle wiederum einen
Biofilm ausbilden kénnen (29). Wahrend der Reifuteg Biofilms werden die Zellen, die in
keinem direkten Kontakt zur Oberflaiche stehen, Mluioterzellulare Adhasion im
Bakterienverband gehalten. Diese wird neben derarzeliularen Polysaccharid-Adhasin
(PIA) auch durch Proteine realisiert. In dieser dtlivar dabei besonders das Akkumulations-
assoziierte Protein (Aap) von Interesse, das irzqssierter Form Uber die Doméane-B
Biofilmbildung vermittelt. Erste Hinweise fur dieuriktionelle Beteiligung der Aap
Doméne-B konnte aus Experimenten abgeleitet werdetenen der Einfluss der Zugabe von
rekombinanter Doméane-B auf die Biofilmbildung vé& epidermidis5179-R1 untersucht
wurde. Es zeigte sich hier, dass durch diese Mafieatie Biofilmbildung vorS. epidermidis
5179-R1 um bis zu 90 % konzentrationsabhangig iaftiverden kann (62,65). Daneben
konnte dieS. epidermidisBiofilmbildung durch Aap Domane-B-spezifische Addiiper
inhibiert werden (65,101). Im Rahmen von Vorunteraingen war es gelungen, mittels eines
Affinitditschromatographie-basierten Ansatzes zweitapive Aap-Interaktionspartner aus
Oberflachenproteinpréaparationen v®nepidermidifufzureinigen. Bei einem dieser Proteine
handelt es sich um d&S. epidermidisAutolysin AtlIE (55). Daneben konnte ein bisher
unbekanntes 18 kDa Staphylokokkenprotein, das adg-assoziiertesStaphylococcus
epidermidis Adhasin (AaStrA) bezeichnet wurde, als putativerapA Domane-B-
Interaktionspartner identifiziert werden. Aufbaueadf diese Vorarbeiten sollten in dieser
Arbeit im Wesentlichen folgende Fragen untersucltrden: Ist AaStrA tatsachlich ein
Interaktionspartner der Aap Doméane-B? Welche gdleer&igenschaften besitzt AaStrA?
Welche spezifische Rolle spielt AaStrA in &repidermidiBiofiimbildung?
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5.1 Handelt es sich bei AaStrA um einen Aap DoméanB-bindenden

Interaktionspartner?

Fur viele bakterielle Proteine konnte nachgewieserden, dass sie die Autoaggregation von
Zellen Uber eine homophile Proteininteraktion vetam. Dieser Mechanismus wurde zum
Beispiel fir das Protein H vdB. pyogenegl02), das Oberflachen-exponierte Hamagglutinin
von B. pertussig103) und Antigen 43 (104), das an dercoli Biofilmbildung beteiligt ist,
beschrieben. Formal kdnnen bakterielle Oberflactame mittels homotyper oder
heterotyper Interaktion die Wechselwirkung zwischéenachbarten Bakterienzellen
realisieren. Kirzlich gelang es Conraglyal (66) durch Einsatz von biophysikalischen und
biochemischen Methoden nachzuweisen, dass die BabDemvon Aap homotype
Wechselwirkungen eingeht. Diese sollen nach denelifigsen dieser Gruppe auch
funktionell fir die Ausbildung eines Biofilms voreBeutung sein.

Im Rahmen der Voruntersuchungen konnte keine Exidiéndie Existenz dieser homotypen
Interaktionen dargestellt werden. Vielmehr war esuggen, praliminar die Existenz
heterotyper Interaktionen zu beschreiben. Die inmrRan dieser Arbeit erhobenen Daten
geben klare Evidenz, dass AaStrA tatsachlich eezifipcher Interaktionspartner der Aap
Doméne-B ist. Generell konnte die Wechselwirkung vekombinant exprimiertem AaStrA
(rAaStrA) und rekombinant exprimierter Domé&ne-B d¢rane-B) im Dot-Liganden
Bindungsassay nachgewiesen werden. Des Weiteremtkodurch Einsatz eines hier
entwickelten ELISA, bei welchem rDoméane-B auf depe@lache einer Mikrotiterplatte
immobilisiert und mit rAaStrA inkubiert worden wamwine Dosisabhangigkeit dieser
Wechselwirkung dargestellt werden: Je mehr rAaStrAler wassrigen Losung vorhanden
war, desto mehr trat in Wechselwirkung mit der an @berflache gebundenen rDomane-B
und liel3 sich dort mittels eines AaStrA-spezfisck@minchenantiserums nachweisen. Diese
Bindung konnte konzentrationsabhangig durch Prdiakan mit rekombinantem AaStrA
inhibiert werden. Somit erscheint es zum jetzigerilinkt moglich, dass die Aap Doméne-B
Uber mindestens zwei definierte Interaktionspartwerfiigt: AaStrA und die Domane-B
selbst. Weitere Unteruchungen muissen die Existegizesgr Partner, vor allem des AtlE,
verifizieren.

Ein zentraler Aspekt der Untersuchung von Conredgl. (66) war der Nachweis, dass die
homotype Interaktion der Domane-B Zink-abhangigolgtf In der Folge wurde die
Vermutung gedulRert, dass es sich bei den repetitsegenannten G5-Doménen, die ein

wesentliches Strukturmerkmal der Doméne-B darsiellem Zink-bindende Doméanen
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handelt. Hieraus wurde abgeleitet, dass die hormeot@pmeriserung von unabhangigen
Doméne-B-Molekilen nach Art eines Zink-Zipper-Megismus ablaufen konnte. Belege fir
die funktionelle Bedeutung der Zink-abhangigen Disierung konnte in Experimenten
gewonnen werden, in welchen gezeigt wurde, dasBuiglmbildung von S. epidermidis
sowohl durch die Zugabe eines Zink-Chelators alshalurch aufgereinigte, einzelne G5-
Domanen inhibiert werden konnte. Aus diesen Volghewnurde in dieser Arbeit die Frage
aufgeworfen, ob Zinkionen auch einen Einfluss aigf bhteraktion von rDoméne-B mit
rAaStrA aufweist.

Erste Hinweise auf eine generelle BeeinflussungEkigenschaften von AaStrA durch Zink
waren schon im Rahmen der Optimierung der rAaStxpr&ssion registriert worden. Zu
Beginn der Arbeit wurde das rekombinant exprimiek&StrA im Standardverfahren Gber
Nickel-Saulen aufgereinigt. Es zeigte sich jedodass das aufgereinigte Protein stets als
Pentamer vorlag, anstelle des gewiinschten Monoiarss sich um ein bislang unbekanntes
Protein handelte, wurde angenommen, dass es sidebePentamer unter Umstdnden um
die funktionelle Form des Proteins handeln konrba der Komplex weder durch
Denaturierung in SDS-haltigen Puffern gelost werdlennte, noch eine Aufreinigung von
Monomeren unter denturierenden Bedingungen durg@a@® von Harnstoff bzw. Guanidin-
Hydrochlorid in die Aufreinigungspuffer gelang, wler eine Umklonierung deaastra
Sequenz in den Vektor pDEST™15 vorgenommen. Hidrbrdelt es sich um einen Protein-
Expressionsvektor mit der Sequenz fir einen N-teaten GSTFag Es wurde erhofft, durch
diesen 26 kDa grof3ehag eine Konformationsanderung des Proteins zu bewjrken die
Stabilitat und Loslichkeit des Fusionsproteins zihében, so dass es als Monomer
aufgereinigt werden konnte. Da aber auch diesea#&nsicht zu dem gewlnschten Ergebnis
fuhrte, wurde versucht, HIS-markiertes AaStrA Ulmedifizierte Sdulen aufzureinigen. Es ist
bekannt, dass es bei einer Proteinaufreinigung Niekelsdulen zu einem ,Auslaufen” der
lonen von der Sdule kommen kann. Die eluierten &lioken binden in einigen Fallen an die
HIS-Tagsder Zielproteine, wodurch es zur Bildung unlosticKomplexe kommen kann. Die
Aufreinigung Uber mit Zinkionen beladene Saulenrtiéihzu einer bis zu 5-fach hdheren
Ausbeute an Protein, das sich bei einer Kontrollettela SDS-PAGE und
Gelchromatographie als Monomer herausstellte. Biédgnomen liel3e sich zum Beispiel
durch eine verbesserte Bindungskapazitat der nmk Heladenen S&ule im Vergleich zur
Nickel-beladenen S&ule erklaren. Diese konnte ddrawhen, dass rAaStrA in diesem Fall
nicht nur tUber den Hi$ag sondern auch Uber eine mogliche endogen Zinkebide

Aktivitat an die Saulenmatrix binden kann.
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Um den Einfluss von Zink auf die AaStrA-Doméane-Belaktion zu untersuchen, wurde Zink
in Konzentrationen von 5-20 puM in den rAaStrA-rDoredB Interaktions-ELISA
Untersuchungen eingesetzt. Dies entspricht in elsvgphysiologischen Menge im humanen
Blutplasma (105). Es konnte gezeigt werden, dasshdilie Zugabe von Zink die Interaktion
zwischen rDomane-B und rAaStrA bis um das 3-fackstaigert werden konnte. Die
Verwendung von Magnesium zeigte keinerlei Auswideem auf die Interaktion zwischen
rDoméne-B und rAaStrA. Zink hat also einen specifen Einfluss auf die AaStrA-
Doméne-B-Interaktion und kann diese verstarken.r&hnet al. vermuten, dass sich die
Zink-abhangige Selbstassoziation der Aap DoméandsBeame Art Abwehrmechanismus
gegen die Immunantwort entwickelt haben konnte.(88¢ Zink-Konzentrationen, die die
Zytokin-Freisetzung erhdéhen und die Wirts-Immunamtwerstarken, reichen aus, um die
Biofilmbildung von Staphylokokken zu beginstigen0§L Mastzellen, Basophile und
Eosinophile besitzen groBe Mengen arf*Zim sekretorischen Granula, die wahrend der
Degranulation freigesetzt werden (107-109). Diearké eine mdgliche Erklarung fur die
Verstarkung der Biofilmbildung auch im Zusammenhang AaStrA sein. Die genaue
Stochiometrie der Interaktion, das heil3t wie vidBEStrA-Molekile fir die Interaktion mit
der Aap Doméne-B benétigt werden, bzw. wie vielé*Zonen daran beteiligt sein kénnten,
muss dabei in Zukunft noch genauer geklart werddan (26). Hierbei wére die Analyse der
Kristallstruktur der einzelnen Molekile und des igdien Komplexes hilfreich. Die
Berechnung der Bindungskonstante kénnte dabei rgditdormationen Gber die Stabilitat des
AaStrA-Doméane-B-Komplexes liefern. Auch weitere Assan Uber eine optimierte
analytische Gelchromatographie kdnnten weitererséhltiss dartiber geben.
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Abb. 26: Modell der interzellularen Adhasion im StaphylokekkBiofilm. Verschiedene Modelle kénnen auf
dem Boden bisheriger Untersuchungen entwickelt arerfl) Zink-vermittelte Selbstassoziation zweier Aap
Domaéane-B-Molekile(B) AaStrA-vermittelte Interaktion zweier Aap Doméaneuviblekile. Hierbei ist derzeit
die Stéchiometrie und Organisation des AaStrA — BoeaB-Komplexes und die Relevanz von Zinkionenroffe
(C) AaStrA-vermittelte Interaktion zweier unbekanrieraktionspartner.

Alignment-Untersuchungen ergaben, dass G5-DoméaeermBakterien weit verbreitet unter
den Zelloberflachen-bindenden Proteinen sind (110),1In vielen Fallen sind sie mit
Doméanen assoziiert, die eine bekannte enzymatisan&tion besitzen. Dies fuhrte zu der
Annahme, dass eine Rolle der G5-Domaéne die Direidiang von Proteinen zu spezifischen
subzellularen Kompartimenten sein konnte. Eine aveitmdgliche Funktion konnte die
allosterische Regulation der Enzymdomane beziehurige eine Art Co-Faktor-Bindung
daran sein (112). Es zeigte sich auch, dass dialArder G5-Domanendpeat$ in der Aap
Doméne-B eine entscheidende Rolle in der Zellagdieg spielen. So konnten Macintosh
et al. (113) zeigen, dass mit steigender Anzahl arefeatseine starkere Adhasion an
Corneozyten stattfand, was eine zusatzliche Funider Doméane-B in der Verstarkung der
Doméne-A-abhéngigen Adhéarenz an die Haut vermudsst.| Conradet al. (66) konnten
weiterhin zeigen, dass fur die korrekte, funktitedtaltung der rekombinant exprimierten
Doméne-B der halbe Bepeatam C-Terminus vorhanden sein muss. Dies fiuhrezdrage,
ob die Anzahl der G5-Doméanen auch einen Einflugsdai AaStrA-Doméne-B-Interaktion
haben, bzw. welcher Abschnitt von AaStrA genaudi@ Bindung an die Aap Domane-B
verantwortlich ist. Hierzu wurde AaStrA in vier Gdsschnitte (AaStrA-Fragmente AF 1-4)
geteilt und ebenso wie die Sequenz fur einen DorBarepeat (ASR, aap single repeat
jeweils in den Vektor pDEST™17 kloniert. Ziel was,edie einzelnen Abschnitte zu

exprimieren, aufzureinigen und anschlielend in ddelrotein-Interaktionsassays zu
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untersuchen. Leider ist es im Laufe dieser Arbéthingelungen, Protein-exprimierende
Klone zu erhalten. Es ist denkbar, dass die Proégimente, die eine Grofie von 5-14 kDa
haben, insgesamt zu klein sind, um Uber den ebenfalrzen 6x-HISFag mittels
Affinitatschromatographie aufgereinigt zu werdeneitdre Versuchsansatze kénnten darin
bestehen, die Fragmente an einen G&g-zu koppeln, der wesentlich gréf3er ist und somit
leichter aufgereinigt werden kann. Eine weitere Nbdseit bestinde darin, die
Proteininteraktionen Uber eivieast-two-hybriecbystem zu testen. Diese Methode hatte zum
Vorteil, dass alle Proteine gleichzeitig unter vivo-dhnlichen Verhaltnissen untersucht

werden und potentielle Interaktionen direkt sichipamacht werden kdnnten.

5.2 Allgemeine Charakteristika von AaStrA

Bei AaStrA handelt es sich um ein vergleichsweisginks Protein bestehend aus 170
Aminosauren und einem Molekulargewicht von 18 kBes mit einem theoretischen pl von
9,98 extrem basisch ist. Zu Beginn wurde davon egeggen, dass AaStrA ein
Wachstumsphasen-abhangiges Expressionsprofil aatfwiei einer quantitativemeal-time
RT-PCR-Untersuchung konnte jedoch gezeigt werdeiss dAaStrA in allen bakteriellen
Wachtumsphasen gleichmaRig stark exprimiert wirtk BMenge des exprimierten Proteins
unterschied sich dabei jedoch in den klonal unabpigém Stammen (Franke, Burdelski,
Rohde, unveroffentlichte Daten). Die Vermutung, sdass sich bei AaStrA um ein
Oberflachen-assoziiertes Protein handelt, konngée mittels differentieller Préparation von
Proteinen aus unterschiedlichen Kompartimenten g#aed, Zellwand-assoziiert, Zellwand-
gebunden, intrazelluldr) bestéatigt werden. Nach H&pression wird AaStrA aus der
Bakterienzelle sezerniert, befindet sich dann ateht praferentiell im Kulturiiberstand,
sondern in der Fraktion Zellwand-assoziierter RnateDies spricht dafir, dass AaStrA nach
Freisetzung in den extrazellularen Raum zurickianZélloberflache bindet. Ein Nachweis
von AaStrA auf der Bakterienoberflache selbst kermittels ELISA-Untersuchungen nicht
erbracht werden. Die dafur auf einer Polystyreni@&ehe immobilisiertenS. epidermidis
Stamme wurden mit anti-rAaStrA-Antiserum inkubiertyelches jedoch ebenfalls
unspezifische Bindungen an die Bakterienoberflasbeiie an die Polystyrenoberflache
aufwies. Daher wurden die ELISA-Untersuchungen wieesa durchgefiihrt. Dabei wurden
Polystyren-Mikrotiterplatten verwendet, die in uhbadelter Form keine bakterielle Bindung

an die Oberflache unterstitzen. Nach der Beschightler Oberflachen mit rAaStrA zeigte
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sich jedoch, dass die biofilmpositiven StamBieepidermidiss179-R1 und 1585-Ra einen
Biofilm ausbildeten, wahrend auf den Kontrollobécthen keine Biofilmbildung beobachtet
werden konnte. Da die Ausbildung eines Biofilms dam festen Bindung vo8. epidermidis
an die Oberflache abhéangt, kann aus diesen Beabagdn geschlossen werden, dass es
tatsachlich zu einer Bindung d&r epidermidi©berflache an rAaStrA kommt.

Durch diese Eigenschaft weist AaStrA funktionellea@kteristika auf, die tyischerweise bei
Proteinen der sogenannten SERAM-Gruppecletable extended repertoire adhesive
moleculey gefunden werden kénnen (114). Obwohl die Proteiiie der SERAM-Gruppe
zugesprochen werden, héaufig strukturell untersdiciedsind und keinerlei Homologien
untereinander aufweisen, besitzen sie doch genmasaarakteristische Eigenschaften. Sie
binden adhasive Wirtsfaktoren und/oder vermittelne dbakterielle Adhé&sion an
Wirtsmolekule, Zellen oder Gewebe. Ebenso interagiesie mit einer grof3en Vielzahl an
Wirtsliganden, wobei sie einige Eigenschaften mdader teilen, mit denen sie stérend in die
Immunabwehr des Wirts eingreifen kdnnen. Zu denabetesten Proteinen der SERAM-
Gruppe gehdren unter anderem das extrazellularginégen-bindende Protein (Efb,
extracellular fibrinogen binding protejndas extrazellulare Matrix-bindende Protein (Embp
extracellular matrix binding protejn und das extrazellulare Adharenzprotein (Eap,
extracellular adherence protéinEap ist ein 60-72 kDa grofR3es Protein, das imeranden
GroRRen in 96 % aller klinischeB. aureuslsolate, jedoch nicht irs. epidermididsolaten
nachgewiesen werden konnte (115). Es ist ein saires Protein, dem das typische LPXTG-
Motiv fehlt, welches die Verankerung des Proteinsder Bakterienzellwand vermittelt.
Dennoch kann Eap nach der Sekretion an die Baktdyexflache zurtickbinden. Dies wird
durch Interaktionen zwischen Eap und Komponenten Blkterienoberflache, wie zum
Beispiel einer neutralen Phosphatase (116), Tesgdhwen (117) bzw. durch die
Selbstassoziation von Eap bewerkstelligt. Eine dkollon Eap bei derS. aureus
Biofilmbildung wurde bislang noch nicht beschriebeviielmehr stand in den bisher
veroffentlichten Arbeiten vor allem die FahigkesdProteins im Vordergrund, mit einer
Vielzahl von extrazellularen Matrixproteinen wie bRhogen, Fibronektin, Vitronektin,
Kollagen und Elastin zu interagieren (118). Einateve besondere Eigenschaft des Proteins
ist die Bindung an das endotheliale Zelladhasionekiib ICAM-1, wodurch die Interaktion
von Leukozyten mit Endothelzellen und deren konse&uDiapedese inhibiert wird (119).
Wie bereits erwahnt, gibt es einige Parallelen ekes AaStrA und den Proteinen der
SERAM-Gruppe, denn obwohl es keinerlei Strukturhmgien zu den Proteinen aufweist,

besitzt es doch ahnliche Funktionen. Es handditlger um ein extrem basisches Protein, das
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unter Umstanden sowohl Uber seine Ladung in Wewlrgeing mit Oberflachenproteinen
treten kann, als auch mit spezifischen Interak@otiern eine Bindung eingehen kann. Mit
Hilfe eines ELISAs konnten erste Hinweise gefundeerden, dass es, parallel zu Eap,
Fibrinogen und Vitronektin binden kann. Ob diesedaktion jedoch tatséchlich auch fir die
primare Adhérenz von funktioneller Bedeutung istd uAaStrA somit nicht nur in der
Akkumulationsphase der Biofilmbildung eine Rolle iedp muissen zukinftige
Untersuchungen zeigen. Eine Mdglichkeit stellt ierdie Generierung vomastra knock out
Mutanten und deren Untersuchung in Oberflachenlmngdsassays dar. Um eine solche
Mutante zu erzeugen, wurde in dieser Arbeit eintviekonstruiert, mit dessen Hilfgastra

in den Stamme®. epidermidid585 und 1457 durch homologe Rekombination unértimn
einer Erythromycin-Resistenzkassette inaktiviertrdea sollte. Wiinschenswert ware ein
knock outdes Gens inica-negativenaap- undaastrapositiven Stamng. epidermidi179
gewesen, der durch das Fehlen der proteolytischevzeBsierung von Aap einen
biofiimnegativen Phanotyp aufweist. Leider l&sshsilieser Bakterienstamm nicht genetisch
manipulieren. Im Rahmen dieser Arbeit war es trarschiedenster Versuchsansatze nicht
maoglich, positiveknock outMutanten zu erhalten. Da zur Kontrolle demck outsdas Gen
aastra durch eine Erythromycin-Resistenzkassette ersetaiden sollte, sollten positive
Klone sich primar durch ihre Resistenz gegen die&asbiotikum hervorheben. Alle
untersuchten Mutanten wiesen jedoch zusatzlich Rasstenz gegen Chloramphenicol, dem
Resistenzmarker des Vektors pBT2, auf. Es kann witnwerden, dass lediglich Mutanten
erhalten wurden, in deren Genom single cross ovemit der Folge einer Kointegration des
Vektors stattgefunden hat. Der zweite Schritt demblogen Rekombination, der das
Entfernen des Vektors aus dem Genom beinhaltegirsichicht stattgefunden zu haben. Es
ware jedoch auch maoglich, dass die Menge der urndbtsn Klone pro Ansatz zu niedrig war.
FUr zuklnftige Ansatze waren die weitere Variatider Antibiotikakonzentrationen und
Temperaturen, sowie die Verwendung anderer Meckeklzhr.

Auch die Frage, ob AaStrA ebenso wie Eap immunnaidubkche, antiinflammatorische
Eigenschaften besitzt, wird zuklnftig von grol3entedesse sein. Dies wirde auch zum
Verstandnis dazu beitragen, wesh&b epidermidisals kommensaler Erreger auf der
menschlichen Haut persistieren kann. Die Tatsattdgs in 69 der 70 untersuchten klinischen
S. epidermidisStammeaastra im Genom nachgewiesen werden konnte, weist aud ein
gréRere biologische Relevanz dieses Proteins heKdmpnisation der menschlichen Haut
bzw. bei Infektionen hin. Die Biofilmbildung diesddinischen lIsolate beruht dabei auf

verschiedenen Mechanismen. Dies ist ein weiterarwklis darauf, dass AaStrA nicht
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zwangslaufig auf ein Aap-abhéangiges System angewies sein scheint, sondern auch eine
Rolle in PIA-, Embp oder Bap-abh&ngigen Biofiimgrneten kénnte. Inwieferaastradabei
einer Regulation durch eiguorum sensingystem oder anderer Regulatoren unterliegt
(34,69,70,79), ist bisher unbekannt.

5.3 Welche Bedeutung hat AaStrA fir dieS. epidermidis Biofilmbildung?

Die Tatsache, dassastraim Genom KlinischelS. epidermidisisolate weit verbreitet ist,
deutet darauf hin, dass dieses Potein durchausyeifeere Bedeutung fur di& epidermidis
Biofilmbildung haben kénnte. Im Rahmen dieser Ardednnte festgestellt werden, dass
rAaStrA ab einer Konzentration von 2 uM die Biofifdung vonS. epidermidi5179-R1
ebenfalls um bis zu 12 % inihibiert. Eine Inhibitides StammeS. epidermidid457 konnte
nicht festgestellt werden. Diese Diskrepanz karfrdauTatsache zurtckgefuhrt werden, dass
S. epidermidid457 einen PlIA-abhangigen Biofilm ausbildet (5D)1Dei dem AaStrA nicht
notwendiger Weise eine Rolle spielt. Die Inhibitides Aap-abhangigen Biofilms von Stamm
5179-R1 weist darauf hin, dass AaStrA hier einefiomelle Bedeutung haben konnte. Die
Hemmung des Biofilms lieR3e sich zum Beispiel Uber Absattigung funktionell relevanter
Oberflachenstrukturen durch exogenes rAaStrA ezklardie dann nicht mehr fir die
Akkumulation der Zellen zur Verfligung stehen.

Die funktionelle Bedeutung von AaStrA fir die Aaphkgngige Biofilmbildung des Stamms
5179-R1 konnte in weiteren Experimenten validiegraen, bei welchen der Einfluss von
anti-rAaStrA-Antiserum auf die Biofilmbildung ungarcht wurde. Rohdet al. (65) konnten
bereits nachweisen, dass durch die Zugabe von romane-B-Antiserum die
Biofilmbildung vonS. epidermidi$179-R1 inhibiert werden kann. Dieser Befund kerimer
auch mit einem unabhangig gewonnenen anti-rDoméaAatiBerum reproduziert werden. Es
konnte nachgewiesen werden, dass anti-rDomane-Béom selbst bei hohen
Verdinnungsstufen (Verdinnung bis 1:800) die Baghilldung von 5179-R1 inhibiert.
Dieses Antiserum hemmte die Biofilmbildung des Steml1457 jedoch nur bis zu einer
Verdinnung von 1:10. Das anti-rDoméane-B-Antiserunindét an die adhdasiven
Oberflachenstrukturen des Stammes 5179-R1, spearelldas prozzessierte Aap, und
verhindert so eine Akkumulation der Bakterienzellder diese. Der Einfluss auf den Stamm
1457 ist geringer, da es sich hier um einen PlAnelten Biofilm handelt, in dem die Aap

Doméane-B keine signifikante Rolle spielt. Das aA&StrA-Antiserum inhibierte den
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Biofilm von 5179-R1 bis zu einer Verdiunnung von@éund den Biofilm von 1457 bis zu
einer Verdinnung von 1:150. Der Einfluss von aAa$trA-Antiserum auf den Biofilm des
Stammes 5179-R1 ist ein erneuter Hinweis darauss des sich bei AaStrA um einen
Interaktionspartner der Aap Doméane-B handelt, daeéenso wie das anti-rDoméane-B-
Antiserum, an die adhasive Doméane-B des prozessidtaps auf der Oberflache zu binden
scheint und somit die Biofilmbildung inhibiert. &Hdings lasst die Teilinhibition des
Biofilms von S. epidermidisl457 auch den Schluss zu, dass AaStrA auch bePbker
abhangigen Biofilmbildung funktionell beteiligt sgidnnte.

Vorversuche ergaben, dass durch die Zugabe vormt@kantem AaStrA zu wachsenden,
biofiimnegativen S. epidermidisKulturen eine Biofilmbildung induziert werden kden
(Burdelski, Rohde, unveréffentlichte Daten). Dabeigte sich, dass die Zugabe von rAaStrA
zu den biofilmnegative®. epidermidisStammen 517%g@p-positiv) und 1585 dap-negativ)
konzentrationsabhangig zur Ausbildung eines Bidfilfishrte. Hieraus kann die Vermutung
abgeleitet werden, dass AaStrA unabhangig von Aapngerzellulares Adhasin aktiv ist.
Diese Vermutung konnte durdh trans Expressionsversuche erhartet werden. Durch die
Uberexpression von AaStrA in den vormals biofilmakdgen Stammers. epidermidisl457-
M10 (Tn917-Insertion incaA) und 1585 ita- und aap-negativ) konnte ein biofilmpositiver
Phanotyp induziert werden. FiUr die Fahigkeit vonS#A, auch unabhangig von Aap
Biofilmbildung zu  vermitteln, scheinen jedoch S. epidermidispezifische
Oberflachenfaktoren notwendig zu sein. Diese Hypsth kann aus der Beobachtung
abgeleitet werden, dass dia trans Expression von AaStrA in denaap-negativen
SurrogatwirtS. carnosusTM300 nicht zu einem biofilmpositiven Phéanotyp figh Um die
Rolle spezifischesS. epidermidiOberflachenproteine fur die Wechselwirkung mit &AS
naher zu beschreiben, ist die Generierung einaifggenknock outMutante vordringliches
Ziel. Rohdeet al. (65) klonierten den Vektor pRBpr in den biofilmnegativels. epidermidis
Stamm 1585. Mit Hilfe dieses Vektors wurde Aap Doexd konstitutiv exprimiert und
somit ein biofilmpositiver Phénotyp erzeugt. Hie¢els sich nun die Frage, ob deastra
positive S. epidermidisl585 nach einem gezielten Ausschalten dastraGens nach der
Komplementation mit dem Vektor pRBpr ebenfalls biofilmpositiv wird, oder ob er
biofilmnegativ verbleibt. Ware letzteres der Fadk dies ein weiterer Hinweis dafur, dass
AaStrA eine entscheidende Rolle in d8r epidermidisBiofilmbildung einnimmt. Wie
AaStrA tatsachlich in einem Biofilm angeordnetusd welche Bedeutung es in der Dynamik
der Biofilmbildung einnimmt, muss in weiteren Exipeenten geklart werden. Hierbei kdnnte

die Isolation des AaStrA-Doméne-B-Komplexes aus dérbenden® Biofilm, sowie die
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Analyse der raumlichen Anordnung von AaStrA mitted®nfokaler Laser Scanning
Mikroskopie von Interesse sein.

Die detaillierte Erforschung der Staphylokokkenass medizinischer Sicht besonders fir die
Entwicklung eines wirksamen Impfstoffes von Intseesinfektionen mit Staphylokokken
stellen eine enorme Belastung fir das offentlichesu@dheitssystem dar, besonders seit
hochvirulente S. aureus Stdmme auftreten, die sich nicht nur nosokomialterun
Immunsuppremierten Menschen verbreiten konnen, eondcauch gesunde Menschen
aulBerhalb eines Krankenhauses infizieren konnerd).(1Riese gesellschaftsassoziierten
Stamme verbinden eine enorme Virulenz mit Antib@tResistenzen (CA-MRSA,
community-associated methicillin-resistant S. agyeDie Resistenz gegen Methicillin und
andere Antibiotika ist auch unter Koagulase-negatiBtaphylokokken wi&. epidermidis
weit verbreitet (122,123). So kann bei vielen Itfeken mit hoch-resistenten
Staphylokokken nur noch Vancomycin eingesetzt werd@aher erscheint die Entwicklung
eines Impfstoffes sinnvoll, zumal eine Impfung kaResistenzen hervorzurufen vermag und
die Mdglichkeit zur Prophylaxe bietet (124). Leidgellte sich in den vergangenen Jahren die
Identifikation geeigneter Impfantigene als aulexshiwierig heraus. Dies mag damit zu
begrinden sein, dass viele Staphylokokken-Stamm&a@inmensale auf der menschlichen
Haut vorkommen und somit das Immunsystem in eineténdggen Kontakt mit
Staphylokokken-Antigenen steht. Weiterhin schitzimz Beispiel das vonS. aureus
produzierte Protein A das Bakterium vor der hunardimmunantwort (125) und auch die
Bildung von Biofilmen konnte dazu flhren, dass hiclir der Einsatz von Antibiotika,
sondern auch der einer Impfung unwirksam wird (128jisher schlugen zwei
vielversprechende Impfstoffe, die sich auf jewedimen Staphylokokken-Virulenzfaktor
konzentrierten, fehl (126-128). Die Tatsachen, gedbogene Stahylokokken nicht nur einen
einzigen, klar definierten Virulenzfaktor aufweisemd dass bestéandig neue Komponenten,
wie zum Beispiel AaStrA in dieser Arbeit, entdeskérden, die an der Pathogenitat des
Mikroorganismus beteiligt sind, zwingt zum Umdenké&leuere Ansétze konzentrieren sich
nun auf die Kombination systematisch ausgewahltetighne und scheinen damit mehr
Erfolg zu haben. Diese Antigene werden gewahlt, | weie entweder an der
Bakterienoberflache lokalisiert sind, in hohen Memgroduziert werden und eine Rolle in
der Virulenz spielen. Unter diesen Aspekten werderzeit MSCRAMMs und SERAMs
(129-134), Polysaccharide wie z.B. PIA (135-138gichonsauren (124), Kapselproteine
(126,127,139-141) und auch DNS (142-146) untersuit Einsatz von Impfstoffen speziell

gegensS. epidermidigst jedoch nicht vollig unumstritten. Die Elimimieng des kommensal
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vorkommenden Bakteriums kénnte die Mikroflora deuHund der Schleimhaute signifikant
storen und moglicherweise die Verbreitung pathoganélikroorganismen erleichtern.
Dennoch konnten Impfstoffe unter besonderen Umsténdie z.B. nach einer Operation
oder vor und nach der Implantation von medizinischReemdkdrpern hilfreich sein, um eine
Ansiedlung der Bakterien auf der Fremdkorperoben#g eine darauf folgende
Biofilmbildung und letztendlich eine Infektion zermeiden.
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AbkUrzungsverzeichnis

7 AbkUrzungsverzeichnis

(VIv)
(Wiv)
°C

ul

pm
aa
Aae
Aap
AaStrA
Abb.
agr
APS
AS
AtlE
Bap
BHI
bp
BSA
bzw.
CFU
Cm
cm
CoNS
d.h.
ddHO
DNS
dNTP
DomA
DomB

EDTA

Absorption

Volume per volume

Weight per volume

Grad Celcius

Mikroliter

Mikrometer

amino acid

Autolysin und Adhesin Aae

accumulation associated protein

Aap associated Staphylococcus epidermidis adhesion

Abbildung
Accessorygene regulator
Ammoniumpersulfat
Aminosaure

Autolysin E
biofilm-associated protein
brain heart infusion
Basenpaardése paiy
bovine serum albumin
beziehungsweise

colony forming units
Chloramphenicol
Zentimeter

coagulase negative staphylococci
das heif3t

Destilliertes Wasser
Desoxyribonukleinsaure
2 -Desoxyribonukleosid-5"-triphosphat
Aap Domane-A

Aap Domane-B
Escherichia

Ethylendiamintetraessigsaure
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ELISA
Embp
Ery

et al.
EtBr
Fbe

ica
IFT

IMAC
Kap.
kb
kDa

LB

mg
MHK
min

ml

mm
mol
MRSE
MSCRAMMs
ng
nmol
oD
PAGE
PBS
PCR
pH

pl

enzyme-linked immunoabsorbent assay
extracellular matrix binding protein
Erythromycin

et alteri (und andere)

Ethidiumbromid

Fibronectin binding protein

Gramm oder Gravitationskonstante
Stundelfour)

intercellular adhesion
Immunofluoreszenztest

Immunglobulin

immobilized metal affinity chromatography

Kapitel

Kilobasen

Kilodalten

Liter
Luria-Bertani-Medium
Molar

Milligramm

Minimale Hemmkonzentration
Minute(n)

Milliliter

Millimeter

Stoffmenge

methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis

microbial surface components recognizing adhesiagirmmmolecules

Nanogramm

Nanomol

optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
phosphate buffered saline

Polymerasekettenreaktigrolymerase chain reaction

pH-Wert
Isoelektrischer Punkt
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PIA
pmol
PNAG
PSM
PVDF

RT

SasG
SdrF

SdrG

SdrH

SDS
sek
SERAM
SOC
SV
Tab.
TBE
TCA
TE
TEMED
n

Tris
TSB

UKE
Upm

uv

z.B.

polysaccharide intercellular adhesin

Pikomol

Poly-N-Azetyl-Glukosamin

phenol soluble modulins

Polyvinylidenfluorid

rekombinant

Raumtemperatur

Staphylococcus

S. aureus surface protein G
serin-aspartat-family-protein F, S. epidermid@berflachenprotein,
bindet Kollagen

serin-aspartat-family-protein G, S. epidermi@$erflachenprotein,
bindet Fibrinogen

serin-aspartat-family-protein H, S. epidermid@$erflachenprotein,
unbekannte Bindungspartner

sodium dodecal sulfate

Sekunde(n)

secretable extended repertoire adhesive molecules
Super Optimal Broth + Glucose

Saulenvolumen

Tabelle

Tris-Borat-EDTA

Trichloressigsaure

Tris-EDTA

N,N,N",N"-Tetramethylethyldiamin

Transposon

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

trypticase soy broth

Units

Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
Umdrehungen pro Minute

Ultraviolett

Volt

zum Beispiel
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