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1 Einleitung

1.1  Staphylokokken

Staphylokokken gehdren zusammen mit den Gattungen Micrococcus, Planococcus und
Stomatococcus zur Familie der Micrococcaceae. Im Vergleich zu den anderen
Gattungen weisen sie einen sehr niedrigen GC-Gehalt der DNA von 30-39 Molprozent
auf (Kloos, 1997; Wilkinson, 1997). Staphylokokken sind runde bis ovale grampositive
Kokken von 0,5-1,5 pum Durchmesser, die sich bei der Betrachtung unter dem
Lichtmikroskop in Haufen oder Trauben angeordnet darstellen. Staphylokokken sind
unbeweglich und bilden Katalase. Sie konnen auf gewohnlichen Ndhrmedien unter
aeroben und anaeroben Bedingungen kultiviert werden. Derzeit ldsst sich der Genus
Staphylococcus durch biochemische, molekularbiologische und physiologische
Untersuchungen in 39 Spezies einteilen, wovon eine Reihe in weitere Subspezies
untergliedert werden kann, so dass zur Zeit 50 Taxa bekannt sind (Kloos et al., 1997,
Kloos et al., 1998; Lambert et al., 1998; Place et al., 2003; Probst et al., 1998; Spergser
et al., 2003; Takahashi et al., 1999; Trulzsch et al., 2002; Vernozy-Rozand et al., 2000).
Der Nachweis der Prothrombin-aktivierenden Plasmakoagulase erlaubt eine Einteilung
in koagulase-positive und koagulase-negative Staphylokokken (Sperber und Tatini,
1975), wobei Staphylococcus aureus die einzige humanpathogene koagulase-positive
Spezies ist, alle anderen sind koagulase-negativ (Kloos und Bannerman, 1994;

Waldvogel, 2000).

14 der bekannten koagulase-negativen Staphylokokkenspezies kommen beim Menschen
regelmiBig als Besiedlungsflora der Haut vor (Kloos, 1997; Kloos und Bannerman,
1994). Die héchste Populationsdichte mit 10°-10° CFU/cm® findet sich an den
Ausfithrungsgiangen von Talg- und SchweiB3driisen sowie auf den Schleimhduten von
natiirlichen Korperoffnungen (Kloos und Bannerman, 1994; Noble, 1997). Nicht alle
Staphylokokkenarten kommen gleichméBig an allen Stellen des Korpers vor. Einige
sind dullerst spezialisiert, so besiedelt zum Beispiel Staphylococcus auricularis
lediglich den dueren Gehorgang. Staphylococcus epidermidis kommt hingegen auf der

gesamten Korperoberfliche vor und ist die am héufigsten von der Haut des Menschen
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isolierte Staphylokokkenspezies (Kloos, 1997; Kloos und Bannerman, 1994; Noble,
1997).

1.2 Infektionen durch Staphylokokken

Staphylococcus aureus besitzt ein grofles pathogenes Potential, und ist in der Lage,
beim Menschen zum Teil lebensbedrohliche, eitrige Infektionen der Haut, der
Weichteile und der Knochen hervorzurufen. Die Bildung von Toxinen fiihrt zu
spezifischen  Krankheitsbildern wie dem Toxischen Schocksyndrom, dem
staphylococcal scaled skin syndrome oder zu Lebensmittelintoxikationen (Peters und
Pulverer, 2001; Waldvogel, 2000).

Im Gegensatz dazu galten koagulase-negative Staphylokokken lange Zeit im
Wesentlichen als apathogene, kommensale Bakterien. Lediglich Staphylococcus
saprophythicus war als Harnwegsinfektionserreger bei jungen Frauen bekannt (Marrie
et al., 1982; Wallmark et al., 1978). In den letzen 25 Jahren wurde allerdings
zunehmend deutlich, dass koagulase-negative Staphylokokken bei nosokomialen
Infektionen als fakultativ pathogene Erreger eine grofle Rolle spielen. Der am
haufigsten isolierte Erreger ist dabei mit bis zu 94 % S. epidermidis, seltener kommen
auch andere Staphylokokkenarten wie S. lugdonensis, S. warneri oder S. haemolyticus

vor (Kloos und Bannerman, 1994; Peters und Pulverer, 2001).

Charakteristischerweise werden koagulase-negative Staphylokokken im Rahmen einer
spezifischen oder unspezifischen Immunsuppression als nosokomiale Sepsiserreger
gefunden; eine Konstellation, wie sie vor allem bei Friithgeburtlichkeit, schweren
Verbrennungen, Traumata oder Tumorleiden auftritt (Archer, 2000; Wisplinghoff et al.,
2003). Zugrunde liegt hierbei die teils transiente Suppression der Opsonierungs- und
Phagozytoseaktivitit der zelluliren Abwehr dieser Patienten (Peters und Pulverer,

2001).

Die Mehrzahl der S. epidermidis Infektionen wird jedoch typischerweise im Zusammenhang
mit implantierten Polymermaterialien beobachtet (Fidalgo et al., 1990). Ihr breiter Einsatz in
der modernen Medizin bedingt einen dramatischen Anstieg der Inzidenz von
nosokomialer Sepsis und Fremdkorper-assoziierten S. epidermidis Infektionen.
Typische klinische Konstellationen stellen implantierte zentralvendse oder

Peritonealdialysekatheter, Liquorshunts, kiinstliche Herzklappen, Brustprothesen aus
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Silikon, Herzschrittmacher, Intraokularlinsen sowie Gelenk- und GefdBprothesen dar
(Archer, 2000; Boyce, 1997; Emori und Gaynes, 1993; Kloos, 1997; Kloos und
Bannerman, 1994; Rupp und Archer, 1994). Vor allem bei infizierten Endoprothesen
unterscheidet man zwischen zwei Verlaufsformen der Fremdkorper-assoziierten
Infektion, der early onset Infektion, die Tage bis wenige Wochen nach Einbringen des
Fremdmaterials beginnt, und der late onset Infektion, bei der Krankheitssymptome erst

im Verlauf von Monaten auftreten (Kloos und Bannerman, 1994).

Trotz der bei Fremdkorperimplantationen regelhaft durchgefiihrten peri- und postoperativen
Wundinfektionsprophylaxe stieg von 1980 bis 1989 die Zahl der durch koagulase-negative
Staphylokokken induzierten, nosokomialen Bakteridmien um das 1,5-8,5fache (Baddour et
al., 1990; Banerjee et al., 1991; Fidalgo et al., 1990; Rupp und Archer, 1994; Schaberg et al.,
1991). Daten des Centers for Disease Control (CDC) belegen, dass koagulase-negative
Staphylokokken in den Jahren 1990 bis 1999 mit 37,3 % die haufigste Ursache fiir
nosokomiale Bakteridmien waren (National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS)
System report, 1999). Insgesamt gehdren sie heutzutage zu den héufigsten Erregern
nosokomialer Infektionen (Karlowsky et al., 2004; National Nosocomial Infections

Surveillance (NNIS) report, 1996).

Die Diagnose von Infektionen durch koagulase-negative Staphylokokken stellt den
behandelnden Arzt und den klinischen Mikrobiologen gleichermallen vor grof3e
Probleme. Bei der Isolierung dieser Keime aus einem Untersuchungsmaterial gilt es
zwischen Infektionserreger und einfacher Kontaminante zu unterschieden. Dies kann
angesichts der Gefahr, die Probe bei der Materialgewinnung mit menschlicher Hautflora
zu kontaminieren, im Einzelfall schwierig sein. Man kann davon ausgehen, dass 75—
90 % der aus Patientenmaterial isolierten koagulase-negativen Staphylokokken als
Kontamination zu betrachten sind (Fidalgo et al., 1990; Herwaldt et al., 1996; Kirchhoff und
Sheagren, 1985; Kleeman et al., 1993; Ringberg et al., 1991; Weinstein et al., 1983). Durch
Gewinnung mehrerer Materialien aus einem Untersuchungsgebiet ldsst sich die Aussagekraft

eines Keimnachweises erhohen (Burkhardt und Schaal, 1992).

Fremdkorper-assoziierte Infektionen prisentieren sich klinisch hiufig als schwer
therapierbare, chronische Infektionen, bei denen in der Mehrzahl der Fille eine
endgiiltige Sanierung des Infektionsherdes nur durch die Entfernung des entsprechenden

Fremdmaterials gelingt (Gotz und Peters, 2000; Younger et al., 1987). Die
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Moglichkeiten der antibiotischen Therapie sind aufgrund von Resistenz gegen multiple
Antibiotika oftmals eingeschriankt. Zum Beispiel findet sich in bis zu 80 % der Isolate
eine Methicillinresistenz, eine B-Lactamase liegt in mehr als 50 % der Félle vor (Archer
und Climo, 1994; Archer, 2000). Zudem wachsen die Bakterien auf der Oberflache des
Fremdmaterials als Biofilm. Diese spezielle Organisationsform ist direkt fiir die
eingeschrankte Empfindlichkeit gegeniiber Antibiotika verantwortlich (Knobloch et al.,
2002).

1.3  Biofilmbildung

Biofilmbildung ist ein in der Natur weit verbreitetes Phdnomen. Biofilme sind definiert
als Gemeinschaft von Mikroorganismen, die an eine Oberfliche gebunden und von
einer selbst synthetisierten polymeren Matrix umgeben sind (Costerton et al., 1999;
O'Toole et al., 2000). In der Umwelt sind vielfach unterschiedliche Spezies gemeinsam
in einem Biofilm organisiert, es gibt aber auch Monospezies-Biofilme. Diese stehen im
medizinischen Bereich als Ursache klinisch relevanter Biofilm-assoziierter Infektionen
im Vordergrund (Costerton et al., 1999). Ein Biofilm ist ein komplexes Gebilde, das
den Bakterien giinstige Lebensbedingungen und Schutz vor Umwelteinfliissen bietet
(Costerton et al., 2003). Nach Anheftung der Bakterien an eine Oberfldche bilden sich
Mikrokolonien, die in der Folge durch Zellaggregation und Einbettung in eine
Exopolysaccharid-Matrix zum eigentlichen Biofilm akkumulieren (Stoodley et al.,
2002). Bei der Betrachtung von Pseudomonas aeruginosa Biofilmen unter dem
konfokalen Laserscanning-Mikroskop erkennt man, dass diese von Kanélen durchzogen
sind, die alle Bereiche des Biofilms iiber Konvektionsstrome mit Néhrstoffen versorgen
(Costerton et al., 2003; Stoodley et al., 2002). In Pseudomonas aeroginosa und E. coli
durchgefiihrte Expressionsstudien zeigen, dass Genregulationsvorgéinge den Ubergang
von einer planktonischen in eine sessile Lebensform kontrollieren (Prigent-Combaret et
al., 1999; Stoodley et al., 2002). In Pseudomonas aeruginosa sind vor allem Gene
betroffen, die am Stoffwechsel, Membranaufbau, Transport und der Regulation von
Genexpression beteiligt sind (Whiteley et al., 2001). Auch innerhalb eines Biofilms und
wiahrend seiner Entwicklung durchlaufen die Bakterien verschiedene Expressions-
muster, die es der funktionell heterogenen Gemeinschaft ermdoglichen, sich an

wechselnde physiologische Gegebenheiten anzupassen (Sauer et al., 2002; Stoodley et



Einleitung 11

al., 2002). Die differentielle Genexpression innerhalb eines Pseudomonas Biofilms
unterliegt einerseits der Kontrolle durch quorum sensing, also der Steuerung der
Zelldichte iiber frei diffusible Signalstoffe (Davies et al., 1998; Whiteley et al., 1999;
Whiteley et al., 2000), andererseits stellen Flissigkeitsverteilung und Néhrstoffangebot
wichtige dullere Determinanten dar, die Einfluss auf die Biofilmarchitektur nehmen

(Kjelleberg und Molin, 2002).

Medizinische Relevanz erlangen Biofilme im Rahmen von chronisch-persistierenden
Infektionen. Bekannte Beispiele hierfiir sind Biofilme auf Zihnen bestehend aus
Streptokokken und anaeroben gramnegativen Bakterien, die durch Sdurebildung zu
Karies und Parodontose fithren. Pseudomonas aeruginosa und Burkholderia cepacia
persistieren in der Lunge von Patienten mit zystischer Fibrose und konnen dort

therapieresistente Pneumonien hervorrufen (Costerton et al., 1999).

Durch die Organisation in einem Biofilm kdnnen sich die Bakterien der Immunabwehr
des Menschen entziehen, denn die wirtseigene Abwehr ist nicht in der Lage, die Zellen
innerhalb des Biofilms wirksam zu bekdampfen (Cochrane et al., 1988; Costerton et al.,
2003; Heinzelmann et al., 1997; Knobloch et al., 2002). Auch gegen Antibiotika stellt
der Biofilm eine Barriere dar. Zum einen kdnnen manche Wirkstoffe schlecht hindurch
diffundieren, zum anderen wachsen die Bakterien innerhalb des Biofilms vielfach
duferst langsam, was die Unempfindlichkeit gegen bestimmte Antibiotikaklassen

erklart (Costerton et al., 1999; Knobloch et al., 2002).

1.4 Die S. epidermidis Biofilmbildung und ihre Rolle im
Rahmen von Fremdkérper-assoziierten Infektionen

Die Aufklarung der Pathogenese Implantat-assoziierter Infektionen und der
iiberragenden  Bedeutung  koagulase-negativer  Staphylokokken bei  diesem
Krankheitsbild begann mit Berichten verschiedener Autoren von einer speziellen
Organisationsform des Erregers auf der Oberfliche des zu besiedelnden Fremdkorpers,
bei der die Bakterien, eingeschlossen in eine komplexe Matrix, festhaftend organisiert
waren (Christensen et al., 1982; Peters et al., 1982). Elektronenmikroskopische
Aufnahmen von infizierten Kathetern dokumentieren eine vielschichtige Lagerung von

S. epidermidis Zellen,die in eine amorphe Grundsubstanz eingebettet sind, wobei die
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Mehrzahl der Bakterien keinen direkten Kontakt zur Polymeroberflache hat (Marrie und

Costerton, 1984; Peters et al., 1981).

Dieses Phianomen wurde zunéchst als Schleimbildung bezeichnet, heute ist allgemein

der Begriff Biofilmbildung tiblich (G6tz et al., 2000; Mack, 1999).

Durch einen von Christensen und Mitarbeiter etablierten In-vitro-Test ist es mdglich,
Biofilmbildung semiquantitativ zu untersuchen (Christensen et al., 1982). Dieser
sogenannte Biofilm-Assay hat entscheidend zum Verstindnis der Entstehung von

S. epidermidis Biofilmen beigetragen.

Verschiedene epidemiologische Studien belegen eine enge Assoziation zwischen der
klinischen Relevanz eines S. epidermidis Isolates und dessen Fihigkeit zur
Biofilmbildung. Biofilm-bildende Stimme finden sich signifikant héufiger bei
Fremdkorper-assoziierten Infektionen als biofilm-negative (Christensen et al., 1983;
Davenport et al., 1986; Deighton und Balkau, 1990; Dunne et al., 1987; Ishak et al.,
1985; Ziebuhr et al., 1997). Zudem weisen tierexperimentelle Daten auf einen
Zusammenhang zwischen der Féhigkeit zur Biofilmbildung und der Virulenz des
Erregers hin (Rupp et al., 1999a; Rupp et al., 1999b; Rupp et al., 2001). Das Versagen
einer alleinigen antibiotischen Therapie solcher Infektionen korreliert ebenfalls mit dem
Vorhandensein eines biofilm-positiven Phidnotyps bei den isolierten Infektionsstimmen
(Davenport et al., 1986; Diaz-Mitoma et al., 1987; Younger et al., 1987). Die Fahigkeit
zur Biofilmbildung kann daher als der entscheidende Pathogenititsfaktor von

S. epidermidis im Rahmen von Fremdkorper-assoziierten Infektionen gelten.

Der genomweite Vergleich des Genexpressionsmusters planktonischer und
biofilmstdndiger Bakterien in S. epidermidis zeigen globale Verdnderungen beim
Ubergang in einen Biofilm-Phinotyp, die mit einem verminderten Stoffwechsel
einhergehen (Yao et al.,, 2005). In-vitro- und In-vivo-Studien in S. epidermidis
Infektionsmodellen verdeutlichen, dass im Verlauf der Entstehung einer Fremdkorper-
assoziierten Infektion das Expressionsniveau beteiligter Gene variiert (Vandecasteele et
al., 2003) und diese durch globale Regulatoren und quorum sensing beeinflusst werden
(Vuong et al., 2004b).
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Die Entstehung eines Biofilms von S. epidermidis verlauft charakteristischerweise in
zweil Phasen (siehe Abbildung 1). Zunidchst kommt es zu einer schnell ablaufenden
Adhésion an die Polymeroberflidche, der primidren Bindung, der eine ldngere Phase der

Proliferation und Akkumulation in vielen Zellschichten folgt (Mack et al., 2004).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Modells der Biofilmbildung in
S. epidermidis (Mack et al., 2005)

1.5 Die primare Bindung von S. epidermidis

Die primédre Adhision wird durch spezifische und unspezifische Faktoren beeinflusst,
und ist sowohl von Eigenschaften der Polymeroberfliche (Hogt et al., 1986; Ludwicka
et al., 1984) als auch von Strukturen der Bakterienzellwand abhéngig. Zunéchst treten
die Bakterien iiber hydrophobe Wechselwirkungen und Van-der-Waals-Kréfte mit der
Oberflache in Kontakt (Hogt et al., 1985; Ludwicka et al., 1984). Fremdmaterialien
werden nach Implantation hiufig mit einer Schicht aus korpereigenen Plasmaproteinen,
extrazelluldren Matrixproteinen oder Thrombozyten iiberzogen. Die Anwesenheit von
Fibronectin, Fibrinogen und aktivierten Thrombozyten begiinstigt die Adhésion der
Bakterien (Vaudaux et al., 1989; Wang et al., 1993), wohingegen Serum, Plasma und
Albumin die primdre Bindung inhibieren konnen (Espersen et al., 1990; Hogt et al.,
1985; Vaudaux et al., 1989).

Es sind auch einige spezifische bakterielle Faktoren bekannt, die an der primiren

Bindung beteiligt sind. Eine Ubersicht gibt Tabelle 1.
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Tabelle 1: Spezifische Adhédsionsfaktoren von S. epidermidis

Adhasionsfaktor Oberflache Referenz
Fibrinogenbindendes Protein Fibrinogen (Nilsson et al., 1998; Pei et
(Fbe) al., 1999)
Autolysin E (AtIE) Polystyrol (Heilmann et al., 1996a;
(Sarstedt) Heilmann et al., 1997)
Staphylococcal surface protein Polystyrol (Timmerman et al., 1991;
(SSP-1) (Sanbio) Veenstra et al., 1996)
Kapsulires Silikonkatheter, (Higashi et al., 1998;
Polysaccharid/Adhésin nicht Polyethylen Muller et al., 1993; Tojo et
(PS/A) al., 1988)
Embp Fibronectin (Williams et al., 2002)

1.6  Faktoren der Akkumulation
Eine wesentliche Voraussetzung fiir die Akkumulation in einem vielschichtigen
Biofilm, in dem nur wenige Bakterien direkten Kontakt zur Polymeroberflache haben,

sind Faktoren, die die Adhdsion untereinander vermitteln.

Als wesentlich hierfiir wird das interzelluldre Polysaccharid-Adhésin (PIA) angesehen.
PIA ist ein lineares Homoglykan bestehend aus durchschnittlich 130 B-(1,6)-
verkniipften N-Acetylglucosamineinheiten (Mack et al., 1996a). Es wurde erstmals aus
dem biofilm-positiven Stamm S. epidermidis 1457 isoliert (Mack et al., 1992) und lasst
sich in zwei Polysaccharidfraktionen aufreinigen, die als Polysaccharid I und II
bezeichnet werden. Polysaccharid I macht mehr als 80 % der Gesamtmenge aus. 15—
20 % davon liegen in nicht acetylierter Form vor, und ist positiv geladen. Polysaccharid
II enthédlt Phosphat und Ester-gebundenes Succinat, was ihm einen anionischen
Charakter verleiht. Auflerdem sind mehr Glucosaminreste acetyliert als in
Polysaccharid I (Mack et al., 1996a). In einer Sammlung von 179 S. epidermidis
Stimmen konnte die Korrelation zwischen biofilm-positivem Phédnotyp und PIA-
Produktion gezeigt werden (Mack et al., 1996b). In der biofilm-negativen
Transposonmutante M11 des biofilm-positiven S. epidermidis 13-1 ldsst sich kein PIA
nachweisen (Mack et al., 1994).
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Den fiir die PIA-Synthese verantwortlichen Genort identifizierten 1996 heilmann et al..
Es handelt sich um das ica (intercellular ahesion)-Operon bestehend aus den vier in
gleicher Transkriptionsrichtung organisierten Genen icaA, icaD, icaB und icaC (Gerke
et al., 1998; Heilmann et al., 1996b). Ihm ist das Gen icaR vorgelagert, das als
Repressor fungiert (Conlon et al., 2002). IcaA hat die Funktion einer N-
Acetylglucosaminyltransferase, die die Anwesenheit von IcaD bendtigt, um seine volle
Aktivitdt zu entfalten (Gerke et al., 1998). IcaC ist als Transmembranprotein
moglicherweise am Export von PIA beteiligt (Heilmann et al., 1996b). IcaB hat die
Funktion einer Deacetylase. Sie wird sezerniert und findet sich im Kulturiiberstand

(Vuong et al., 2004a).

Unabhingig von PIA wurde bei S. aureus ein Poly-N-Succinyl-8-(1,6)-verkniipftes
Glucosamin (PNSG) gefunden (McKenney et al., 1999), welches mit grofler
Wahrscheinlichkeit mit PIA identisch ist (Maira-Litran et al., 2002).

Das accumulation associated protein (Aap) ist an der Bildung eines proteinvermittelten
Biofilms beteiligt. Es ist ein 220 kDa grofles Zellwandprotein, das aus zwei Doméinen
besteht. Die Domine A zeigt Homologien zum Oberfldchenprotein SasG von
Staphylococcus aureus, die 140 kDa grofle Domédne B besteht aus fiinf repetitiven
Einheiten von jeweils 128 Aminosduren Linge und einer unvollstindigen Einheit von
68 Aminosduren Linge. Sie vermittelt interzelluldre Adhésion und Biofilmbildung. Die
Domine B erlangt ihre Funktionsfdhigkeit durch proteolytische Spaltung des nativen

Aap (Hussain et al., 1997; Rohde et al., 2005).

Das biofilm-associated protein (Bap) wurde als Pathogenititsfaktor bei der Genese
einer chronischen Mastitis durch Staphylococcus aureus bei Rindern isoliert. Es handelt
sich um ein 2276 Aminosduren grofles Zellwand-assoziiertes Protein, das sowohl an der
primdren Bindung als auch an der interzelluldren Adhdsion und Biofilmbildung beteiligt
ist. (Cucarella et al., 2001; Ubeda et al., 2003). Durch Homologie-Recherche konnte
eine Homologie von Bap bei S. epidermidis RP62A nachgewiesen werden. Dieses als
Bap-homologes Protein (Bhp) bezeichnete Molekiil findet sich jedoch nur in weniger

als 10 % der invasiven S. epidermidis Isolate (Rohde et al., 2004).
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1.7 Die Regulation der Biofilmbildung in S. epidermidis

Phinotypische Untersuchungen zeigen, dass Anderungen externer Bedingungen wie die
Entstehung anaerober Verhéltnisse (Cramton et al., 2001), hohere Temperaturen
(Rachid et al., 2000), hohe Osmolaritit (Knobloch et al., 2001; Rachid et al., 2000) und
Eisenmangel (Deighton und Borland, 1993) die Biofilmbildung in S. epidermidis

verstarken konnen.

Es kann aber auch zu spontanen Phasenvariationen kommen. Diese kénnen sowohl in
vivo als auch in vitro beobachtet werden (Baddour et al., 1990; Ziebuhr et al., 1997).
Eine Ursache hierfiir ist beispielsweise die reversible Integration des
Insertionselementes 1S256 in das ica-Operon. Sie fiihrt zu einem biofilm-negativen

Phénotyp (Ziebuhr et al., 1999).

Der wichtigste an der Biofilmbildung von S. epidermidis beteiligte Faktor ist PIA, das
durch die Genprodukte des icaADBC-Genclusters synthetisiert wird. Durch
Transposonmutagenese wurde gezeigt, dass an der Regulation der ica-Expression der
alternative Sigmafaktor o® beteiligt ist (Knobloch et al., 2001). Durch einen noch
unbekannten Mechanismus reprimiert er den negativen Regulator icaR, wodurch die
Biofilmbildung verstirkt wird. Die Aktivitit von o" selbst wird durch das c"-Operon
gesteuert. Es enthilt die positiven Regulatoren rsbU und rsbV sowie den negativen
Regulator rsbW (Knobloch et al., 2004). Ein globales Genregulatiossystem, der
accessory gene regulator (agr), nimmt Wachstumsphasen-abhangigen Einfluss auf die
Biofilmbildung. In der exponentiellen Wachstumsphase, in der die Zelldichte gering ist,
werden unter Einfluss von agr vermehrt Oberflichenproteine wie beispielsweise
Autolysin E (AtIE) exprimiert, was die primire Adhdsion der Bakterien fordert. In der
stationdren Wachstumsphase dagegen ist die Expression von Exoproteinen erhoht. Agr
nimmt aber keinen Einfluss auf die PIA-Synthese. Das agr-Operon ist also ein quorum
sensing System, das iiber Verstarkung und Hemmung der primiren Bindung die
Biofilmbildung in S. epidermidis steuert (Vuong et al., 2000; Vuong et al., 2003; Yao et
al., 2005).

Das Detergens-dhnliche Peptid Hdmolysin delta (Hld), das unter der Kontrolle von agr
exprimiert wird, nimmt Einfluss auf die dreidimensionale Struktur des Biofilms. Der
amphiphatische Charakter des 6-Toxin-Molekiils fithrt moglicherweise zu hydrophoben

Wechselwirkungen zwischen den Bakterien, sodass es partiell zur Ablosung und
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Bildung von Kanélen innerhalb des Biofilms kommen kann (Vuong et al., 2003; Vuong
et al., 2004b).

Conlon konnte zeigen, dass die Insertion von IS256 in den staphylococcal acessory
regulator (sarA) zu einem biofilm-negativen Phanptyp fiihrt (Conlon et al., 2004). In
S. aureus wird die Expresssion von Virulenzfaktoren durch sarA reguliert (Cheung und
Projan, 1994). Auch die Expression des agr-Locus wird durch Produkte des sarA-
Genortes kontrolliert. Welche genaue Funktion sarA bei der S. epidermidis

Biofilmbildung hat, ist bisher noch unklar.

1.8 Reportergene

Um komplexe Stoffwechselphdnomene, wie sie bei der Biofilmbildung auftreten, direkt
in vivo studieren zu konnen, bedient man sich so genannter Reportergene, deren
Genprodukte als Marker fiir Promotoraktivitit genutzt werden. Dazu exprimiert man die
genetische Information fiir den Reporter unter der Kontrolle des zu untersuchenden
regulatorischen Elementes (Voet und Voet, 1995c). Reportergene sollten ein
Genprodukt haben, das leicht und mit hoher Sensitivitit zu detektieren ist. Die
Konzentration sollte sich quantitativ erfassen lassen, um auf diese Weise die
Promotoraktivitidt exakt abbilden zu konnen. Beispiele hierfiir sind Enzym-basierte
Systeme wie die B-Galaktosidase, die Chloramphenicol-Acyltransferase, die Luciferase
oder das green fluorescent protein (Meighen, 1993; Tsien, 1998; Voet und Voet, 1995a,
1995b).

Fiir die Untersuchung der Genexpression auf Einzelzellebene innerhalb eines lebenden
Biofilms sind Reportergene von Vorteil, die ohne den Zusatz von Substraten
auskommen, denn aufgrund der Dicke des Biofilms wire eine gleichmiBige Verteilung
des Substrates nicht sicher zu gewihrleisten (Andersen et al., 1998). Das green
fluorescent protein hat sich daher als Reportergen in der Biofilmforschung bewéhrt
(Davies et al., 1998; Sternberg et al., 1999). Die Entstechung und Architektur sowie die
differentielle Genexpression in verschiedenen Schichten ldsst sich durch Betrachtung
unter dem konfokalen Laserscanning-Mikroskop direkt optisch sichtbar machen
(Cowan et al., 2000). AuBBerdem lassen sich quantitative Angaben iiber das Niveau der
Genexpression erheben, indem man die Fluoreszenzintensitéit bestimmt (Southward und

Surette, 2002). Verwendet man Fluoreszenzmarker unterschiedlicher Wellenlidnge, so
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lassen sich auf diese Weise auch mehrere Gene gleichzeitig untersuchen (Cowan et al.,
2000; Gilbert et al., 2001). Zur Untersuchung von S. epidermidis Biofilmen wurde
bislang ausschlieBlich eine andere Mutante des GFP, das enhanced green fluorescent
protein (EGFP) verwendet (Vuong et al., 2004b).

1.9 Das Green Fluorescent Protein (GFP)
Fluoreszenz ist eine Leuchterscheinung, die nach Anregung von Atomen durch
Absorption von Energie bei der Riickkehr auf ihr urspriingliches Energieniveau

ausgesandt wird (Kuchling).

Das green fluorescent protein (GFP) wurde erstmals 1962 in der Pazifikqualle
Aequorea victoria beschrieben (Shimomura et al., 1962). Diese Quallen weisen im
Zytoplasma der Zellen ihrer Tentakeln feine Granula auf, die zwei zur Biolumineszenz
befdhigte Proteine enthalten, das Aequorin und das green fluorescent protein. Das GFP
wandelt die  durch  strahlungsfreien  Energietransfer  {libertragene  blaue
Chemilumineszenz des Aequorins in griines Licht um (Morise et al., 1974). Es handelt
sich um ein duBerst stabiles, 238 Aminosduren grofes Protein (Prasher et al., 1992),
dessen Exzitationsmaximum bei 395 nm mit einem zweiten kleineren Peak bei 475 nm
liegt. Die Emission griinen Lichtes erfolgt bei einem Emissionsmaximum von 508 nm
(Morise et al., 1974; Tsien, 1998). Das Besondere am GFP ist, dass im Gegensatz zu
vielen anderen fluoreszierenden Proteinen das Chromophor kein kovalent gebundener
Kofaktor, sondern ein Teil des Proteins selbst ist (Prasher et al., 1992). Es liegt
innerhalb einer zentral gelegenen a-Helixstruktur und besteht aus den Aminosduren
Ser®-Tyr®®-Gly”’, deren Seitenketten sich zu einem 4-(p-Hydroxybenzyliden)-
Imidazolidinon verbinden (siche Abbildung 2). Dieser Vorgang ist sauerstoffabhédngig
(Cody et al., 1993; Heim et al., 1994; Prasher et al., 1992; Yang et al., 1996).
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Abbildung 2: Tertidrstruktur des GFP: Zylinderformig angeordnete (-
Faltblattstrukturen umgeben eine zentrale a-Helixstruktur, in deren Mitte sich das
Chromophor befindet (Yang et al., 1996).

Nach der Klonierung des GFP durch Prasher et al. 1992 konnten Chalfie und Inouye
(Chalfie et al., 1994; Inouye und Tsuji, 1994) erstmals zeigen, dass bei Expression des
GFP in eukaryontischen (Caenorhabditis elegans) und prokaryontischen (E. coli) Zellen
ein Fluoreszenzsignal detektiert werden kann. Zur posttranslationalen Faltung des
Proteins und zur Bildung des Chromophors sind also keine spezifischen Enzyme der
Qualle notwendig (Heim et al., 1994; Tsien, 1998), was auch Experimente in einem
zellfreien Translationssystem zeigen (Kahn et al., 1997). GFP liegt in Bakterien als
zytoplasmatisches Molekiil vor und weist eine geringe Toxizitdt auf (Chalfie et al.,
1994; Valdivia et al., 1996). Diese Entdeckungen ebneten den Weg zur breiten
Anwendung des GFP als Reportergen in den unterschiedlichsten Wirten (Tsien, 1998).
Die Hohe der Fluoreszenzintensitét, die bei Expression des GFP in einem heterologen
Wirt gemessen werden kann, ist von vielen Faktoren abhiingig. Eine Ubersicht gibt

Tabelle 2 (modifiziert nach Tsien, 1998).

Die Ubersicht zeigt, dass sowohl wirtsabhiingige Faktoren als auch Eigenschaften des

GFP selbst Einfluss auf die Hohe der Fluoreszenzintensitiat nehmen.
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Tabelle 2: Einflussfaktoren auf die Aktivitit von GFP

Kopienzahl des Gens pro Zelle, Dauer der Transkription

Stirke des Promotors und positiver Regulatoren

Translationseffizienz

Effizienz der posttranslationalen Faltung des Proteins und der Bildung des Fluorophors
Verfiigbarkeit von Chaperonen

Temperatur sowie Verfiigbarkeit von O,

Lokalisation des GFP diffus im Zytoplasma oder innerhalb einer definierten

Zellorganelle

Stirke der Eigenfluoreszenz des Mediums und der Wirtszellen

Verschiedene Arbeitsgruppen haben sich mit der Frage beschéftigt, wie man die
Leuchtintensitit des GFP erhohen und die posttranslationale Faltung des Proteins und
die Bildung des Chromophors beschleunigen kann (Remington, 2000; Tsien, 1998). Die
posttranslationale Faltung ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt fiir das
Monitoring von Genexpression (Cubitt et al., 1995). Es wurde auch versucht, die
Temperatur-abhédngige Fehlfaltung des Proteins zu umgehen, die vor allem auftritt,
wenn GFP in Wirten exprimiert wird, die 37 °C zum Wachstum benétigen (Siemering
et al., 1996; Tsien, 1998; Yokoe und Meyer, 1996). Auf diese Weise ist eine grofie
Anzahl von Mutanten mit unterschiedlichen Eigenschaften entstanden. Einige von ihnen
verfiigen iiber ein im Vergleich zum Wildtyp verdndertes Exzitations- und
Emissionsspektrum (Crameri et al., 1996; Delagrave et al., 1995; Heim et al., 1994;
Heim et al., 1995; Heim und Tsien, 1996; Patterson et al., 1997; Siemering et al., 1996).

1996 stellte Cormack drei Klassen von GFP-Mutanten vor, die durch gezielte
Mutagenese mit Basenaustausch im Bereich des Chromophors und der umgebenden 20
Aminosduren erzeugt worden waren (Cormack et al., 1996). Bei allen drei Klassen war
das Serin®™ ausgetauscht, zusitzlich hat es noch mindestens einen weiteren
Aminosdureaustausch gegeben. Im GFPmut3, das in der vorliegenden Arbeit verwendet
wird, ist das Serin® durch ein Glycin und das Serin’* durch ein Alanin ersetzt worden.
Das GFPmut3 wurde von der Firma Clontech unter dem Namen GFP,,,3.1 lizensiert. Im

Folgenden wird statt GFPmut3 der Handelsname GFP,;3; verwendet. Das
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Exzitationsmaximum von GFP,;; liegt bei 488 nm, das Emissionsmaximum bleibt
nahezu unverdndert bei 511 nm. Exprimiert man das GFPyu3; und den Wildtyp in
E. coli, so ist die Leuchtintensitdt des GFPp,3.1 21fach hoher als die des Wildtyps bei
identischer Proteinmenge pro Zelle. Die Mutationen haben einen signifikanten Effekt
auf die Faltungseigenschaften des Proteins. Wildtyp-GFP wird bei Expression in E. coli
hdufig in unloslicher und nichtsleuchtender Form in Einschlusskorperchen gefunden
(Cormack et al., 1996; Heim et al., 1994). Das GFPy,,1 dagegen wird effektiver und
schneller gefaltet und liegt fast vollstindig in aktiver und geldster Form vor (Cormack
et al, 1996). Auch ist die heterologe Expression in Bakterien in einem
Temperaturbereich von 37 °C moglich (Clontech). Somit ergibt sich fiir diese GFP-

Mutante ein breites Anwendungsspektrum (Cormack et al., 1996).

1.10 Voraussetzungen fir diese Arbeit

Mit dem Ziel, die Eigenschaften des GFP in Staphylokokken zu charakterisieren, war
GFP 3.1 im Shuttle-Plasmid pAS1 exprimiert worden (pASgfpican). In diesem Vektor
wird ein Gen unter der Kontrolle von xylA/XyIR, einem Xylose-induzierbaren Promotor
aus S. xylosus exprimiert. Dem GFP war im Bereich der Ribosomen-Bindungsstelle 10
Basen aufwirts vom Startcodon die Shine-Dalgarno-Sequenz von icaA vorangestellt
worden. Es  wurden quantitative und qualitative  Untersuchungen der
Fluoreszenzintensitdt dieses Konstruktes in S. epidermidis 1457 unter Induktion mit
Xylose durchgefiihrt. Fluoreszenzmikroskopisch findet sich ein inhomogenes Zellbild.
Wihrend die meisten Bakterienzellen ein schwaches Fluoreszenzsignal aussenden,
leuchten einige wenige Zellen mit stirkerer Intensitit, die aber insgesamt fiir die
Darstellung von Promotoraktivitit zu gering ausféllt. Somit ist dieses Konstrukt fiir die

Untersuchung von Genaktivitét in S. epidermidis Biofilmen nicht geeignet.

Eine mogliche Erklarung fiir diese Beobachtung ist die Tatsache, dass die Translations-
effizienz von heterologem Genmaterial in grampositiven Bakterien haufig duflerst
gering ausfillt. An der Initiation der Translation und der Bildung des
Initiationskomplexes ist die Shine-Dalgarno- (SD) -Sequenz entscheidend beteiligt. Sie
ermoglicht der 16STRNA das korrekte Auffinden des Startcodons. Die
Translationseffizienz ldsst sich jedoch durch Modifikation der SD-Sequenz optimieren

(Qazi et al., 2001).
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1.11 Ziele der Arbeit

Expressionsuntersuchungen von an der Biofilmbildung beteiligten Genen in
Staphylococcus epidermidis wurden bisher mittels Gesamt-RNA-Préparation und
anschliefender Analyse durch Northernhybridisierung oder real time PCR durchgefiihrt.
Diese Methoden ermoglichen allerdings weder ein Monitoring der differentiellen
Genexpression innerhalb eines S. epidermidis Biofilms iiber einen ldngeren Zeitraum
hinweg, noch lassen sich Aussagen tiber die Situation auf Einzelzellebene treffen. Die
Etablierung des green fluorescent protein (GFP) als Reportergensystem wiirde es
hingegen gestatten, Untersuchungen in lebenden Biofilmen zu unterschiedlichen

Zeitpunkten und in unterschiedlichen Schichten des Biofilms durchzufiihren.

Ziel dieser Arbeit war die Adaptation des GFP,.1 als Reportergen in S. epidermidis

1457. Hierzu wurden folgende Fragestellungen untersucht:

1. Evaluation der Bedeutung verschiedener Shine-Dalgarno-Sequenzen fiir die
Fluoreszenzintensitit von GFPu,;; in S. epidermidis 1457 und S. aureus
RN4220.

2. Einfluss verschiedener Shine-Dalgarno-Sequenzen auf die Transkriptions- und
Translationseffizienz von gfpmusi in S. epidermidis 1457 und S. aureus
RN4220.

3. Charakterisierung der biologischen FEigenschaften von GFP,3; nach

Expression unter Verwendung einer optimierten SD-Sequenz.
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Material und Methoden

Chemikalien und Einwegartikel

Alle verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen

Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Taufkirchen) in Pro-analysi-Qualitét

bezogen. Plastikartikel und Einwegmaterialien stammten, wenn nicht anders angegeben,

von den Firmen Becton Dickinson (Cockeysville, MD, USA), Eppendorf (Hamburg)

und Greiner (Niitingen).

2.1.2 Laborgerate

Tabelle 3: Ubersicht iiber verwendete Laborgeriite

Geratebezeichnung

Hersteller

Digital-pH-Meter

Digital-pH-Meter 646

Knick (Berlin)

Elektroporator Gene Pulser” II BioRad (Hercules, USA)
Fluoreszenzobjekttriager -/- BioMérieux (Marcy
I'Etoile, Frankreich)

Fluorometer Versa Fluor BioRad (Hercules, USA)

Geldokumentations- ChemiDoc'" XRS BioRad (Hercules, USA)

systeme UV-Transilluminator Phase (Liibeck)

Gelelektrophoresekammern

Horizontal -/- Keutz (Reiskirchen)

Vertikal X Cell Sure Lock™ Invitrogen (Carlsbad, USA)
Protean” II Xi Cell BioRad (Hercules, USA)

Konfokales Laserscanning- TCS AP2 AOBS Leica (Solms)

Mikroskop

Kiivetten Gene Pulser® 0,1 cm Biorad (Hercules, USA)

electrode gap

VersaFluor ™ 4 ml

Biorad (Hercules, USA)
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Photometer DU" 530 Beckman (Fullerton, USA)
Smart Spec™ 3000 BioRad (Hercules, USA)
GeneQuant Pharmacia
ELISA Processor II Behring (Marburg)
Schiittelinkubator -/- New Brunswick Scientific
Co (New Brunswick, USA)
Spannungsquelle Power Pac 1000 BioRad (Hercules, USA)
Sterilfilter 0,22 pm Spritzenvorsatzfilter Merck (Darmstadt)
Thermocycler Primus 96 plus MWG (Eberswalde)
Mastercycler gradient Eppendorf (Hamburg)
icycler IQ™ BioRad (Hercules, USA)
Thermoinkubator Blockthermostat BT 100 Kleinfeld

Ultraschallzerkleinerer

Digital Sonifier”

Branson (Danbury, USA)

Waagen PC 4400 Mettler (Giessen, Schweiz)
Sartorius 4232 Sartorius (Gottingen)
Westernblotkammern Semi Dry Elektroblotter Keutz (Reiskirchen)
X Cell II"™ Blot Module Invitrogen (Carlsbad, USA)
Zellkulturschalen Deckglasboden- Nunc (Roskilde, Déne-
96-Loch-Schalen, beide mark)
NunclonA™-beschichtet
Zentrifugen Biofuge pico Heraeus (Osterode)
Biofiuge 28 RS
Megafuge 1.0 R
2.1.3 Medien

Alle Medien wurden, soweit nicht anders erwéhnt, mit entionisiertem Wasser angesetzt

und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisert.

B-Brihe zur Protoplastentransformation (Gétz und Schumacher, 1987), pH 7,4

Pepton (Difco Laboratories, Detroit, USA) 10 g/l

Hefeextrakt (Difco) 5 g/l
NaCl 5 g/l
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Glucose 1 g/l
K2HPO4 1 g/ 1

B2-Brihe zur Elektroporation

Caseinhydrolylsat 10 g/l
Hefeextrakt (Difco) 25 g/l
K,;HPO4 1 g/l

Glucose 5 g/l

NaCl 25 g/l

Columbia Blutagar, pH 7,0
Columbia-Agar (Difco) 42 g/l
Bacto®-Agar (Difco) 1 g/l
Glucose 2,2 g/l

Schafsblut 72 ml/1

CY-Softagar (G6tz und Schumacher, 1987)

Caseinhydrolysat 25 g/l

Hefeextrakt (Difco) 25 g/l

NaCl 14,75 g/l

Bacto”-Agar (Difco) 10 g/l

Der CY-Softagar wurde aufgekocht und in 25 ml-Portionen autoklaviert. Vor dem
Einsatz in der Protoplastentransformation wurde er erneut durch Erhitzen verfliissigt,
auf 50 °C abgekiihlt, mit einem Volumen gleich temperierten, sterilen 1M
Natriumsuccinat und 4 ml Mix gemischt, und nach Bedarf mit Tetracyclin in einer

Konzentration von 20 pg/ml versetzt.
Der Mix wurde aus seinen Komponenten frisch angesetzt und bestand aus:

50 % Glucose (gelost in aqua ad iniectabilia, Braun, Melsungen) 1 ml

1 M MgCl, 2 ml

1,5 M B-Glycerophosphat Dinatiumsalz 4 ml

5 % BSA (Albumin bovine fraction V, pH 7, Serva, Heidelberg) 2 ml

Das B-Glycerophosphat wurde zur Sterilisation 1h im Wasserbad gekocht und
anschlieend bei 4 °C gelagert. Stammldsungen von Glucose und BSA wurden

sterilfiltriert und bei —20 °C gelagert.
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Dico Antibiotic Medium No. 3

Zur Verwendung in der Protoplastentransformation wurde Dico Antibiotic Medium

No. 3 in konzentrierter Losung mit 70 g/l (pH 7 £ 0,5) hergestellt.

DM3-Agar (Go6tz und Schumacher, 1987)

Die Komponenten fiir den DM3-Agar wurden in 7 detergentienfreien Flaschen mit
dH,O angesetzt, separat autoklaviert und bei einer Temperatur von etwa 70 °C
zusammengefiihrt. Fiir das Wachstum von transformierten Protoplasten wurden Platten
mit einem Volumen von etwa 30 ml gegossen.

Bacto™-Agar (Difco) 10 g in 250 ml

Natriumsuccinat (1 M, pH7,3 mit Bernsteinsiure eingestellt) 135 g in 500 ml
Caseinhydrolysat/Hefeextrakt (Difco) 5 g/5 g in 100 ml

K,;HPO4:3 H,O/KH,PO4 6 g/1,5 g in 100 ml

Glucose (sterilfiltriert) 5 g in 10 ml

MgCl, 1 M 20 ml

BSA (Albumin bovine fraction V), pH 7 (Serva), sterilfiltriert 0,5 g in 10 ml

Hirn-Herz-Medium (BrainHeart Infusion, BHI), pH 7,4

BHI-Briihe pH 7,4 + 0,2 (Difco) 37 g/l

Zur Verwendung bei der Phagentransduktion wurde dem Medium 5 g/l Natriumcitrat
beigefiigt.

Fiir Agarplatten wurde 15 g/I Bacto®-Agar (Difco) zugesetzt.

Fiir Softagar wurde dem Medium 7 g/l Bacto®-Agar (Difco) sowie Natriumcitrat 5 g/1
hinzugefiigt.

Luria Bertani-Medium (LB), pH 7

Trypton (Oxoid, Ltd., Basingstoke, England) 10 g/1

Hefeextrakt (Difco) 5 g/l

NaCl 10 g/l

Fiir Agarplatten wurde dem Medium 15 g/l Bacto®-Agar (Difco) zugesetzt.

NB2+ Bruhe zur Phagentransduktion

Nutrient Broth No. 2 (Oxoid) 20 g/
CaCl, 0,4 g/1
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NYE-Agar, pH 7,2

Caseinhydrolysat 10 g/l

Hefeextrakt (Difco) 5 g/l

NaCl 5 g/l

Bacto®-Agar (Difco) 15 g/l

ST-Agar (Staphylococcus Typing Agar)

Nutrient Broth No. 2 (Oxoid) 20 g/l

CaCl, 0,4 g/1

NaCl 5 g/l

Bacto®-Agar (Difco) 12 g/l

Fiir Softagar wurde das Medium mit 7 g/l Bacto®-Agar (Difco) versetzt.
Trypticase Soya Broth (TSB-BBL)

TSB-BBL pH 7,3 + 0,5 (Becton Dickinson, Cockseyville, MD, USA) 30 g/l

TSB ohne Glucose (TSB@), pH 7,3
Trypton (Oxoid) 17 g/l

Neutralized Soya Pepton (Oxoid) 3 g/1
NaCl 5 g/l

K,HPO, 2,5 g/l

2.1.4 Losungen
Alle verwendeten Losungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit entionisiertem

Wasser angesetzt, und ohne vorheriges Autoklavieren verwendet.
Anodenpuffer | fir Westernblot

Tris (Invitrogen) 300 mM

Methanol 20 % [v/V]

Anodenpuffer 11 fir Westernblot

Tris (Invitrogen) 25 mM
Methanol 20 % [v/v]
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DNA-Ladepuffer

Bromphenolblau 0,25 %

Xylen Cyanol FF 0,25 %

Ficoll 15 %

5x Elektrophoresepuffer (Laemli) zur SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Tris (Invitrogen) 15 g/l

Glycin 72 g/

SDS 5 g/l

Ethidiumbromid-Stammldsung

Es wurde eine Ethidiumbromidldsung mit 10 mg/ml in dH,O angesetzt.

Kathodenpuffer fir Westernblot

Tris (Invitrogen) 25 mM
6-Aminohexansiure 40 mM

Methanol 20 % [v/v]

10x MOPS, pH 7
Morpholinopropansulfonsdaure (MOPS) 200 mM

Natriumacetat 50 mM

EDTA 10 mM

PBST-Puffer

Phosphatgepufferte Salzlosung versetzt mit Tween® 20 0,1 % [v/v]

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS), pH 7,4

NaCl 8 g/l
KC10,2 g/l
Na,HPO4 1,44 g/1
KH,PO, 0,24 g/l

4x Probenpuffer zur SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8 1 ml
Glycerin 87 % 1,6 ml
SDS 10 % 1,6 ml
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B-Mercaptoethanol 0,4 ml
Bromphenolblau 0,5 % [w/v] 0,4 ml

Der Probenpuffer wurde fiir 4 min auf 95 °C erhitzt und ohne Sterilisation verwendet.
SDS

Es wurde eine 20 %ige Stammldsung Dodecylsulfat-Natriumsalz (SDS) in dH,O
angesetzt.

SMM, pH 6,5

Saccharose 1 M

Maleinsaure 0,04 M

MgCl,-6 h20 0,04 M

SMM wurde zur Sterilisation 1 h im Wasserbad gekocht und anschlie8end bis zum

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

SMMP, pH 6,5

SMM 16 ml
Difco Antibiotic Medium No. 3 4 ml
BSA 5 % (Serva, sterilfiltriert) 1 ml

Die Losung wurde vor Gebrauch aus ihren Komponenten frisch angesetzt.

20x SSC,pH 7

NaCl3 M
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 0,3 M

SSC wurde vor Gebrauch frisch angesetzt und ohne Sterilisation verwendet.
5x TBE

Tris (Invitrogen) 54 g/l

Borséure 27,5 g/l

EDTA 0,5 M, pH 8 20 ml/l

TE, pH 8

Tris (Invitrogen) 10 mM
EDTA 1 mM
TE-Puffer wurde vor Gebrauch 15 min bei 121 °C autoklaviert.
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Tris-HCI
1,5 M Tris (Invitrogen) wurde mit 1 M HCI auf pH 8,8 eingestellt.

1,5 M Tris (Invitrogen) wurde mit 1 M HCI auf pH 6,8 eingestellt.

X-Gal-Lodsung

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galaktosid wurde in einer Konzentration von

40 mg/ml in Dimethylformamid geldst.

2.1.5 Bakterienstamme und Plasmide
Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Bakterienstimme

Stamm

Charakteristika

Referenz

E. coli TOP10

E. coli Wirt zur Klonierung von Plasmiden

Invitrogen

(Carlsbad, USA)

S. aureus RN4220

8325-4r", Restriktionsdefizienter

(Fairweather et al.,

Klonierungswirt 1983)
M 12 purR::Tn917-knockout-Mutante von (Knobloch et al.,
S.epidermidis 1457,  biofilm-negativ, 2004; Mack et al.,
elektroporierbar, transformierbar durch 2000)
Bildung von Protoplasten
S. epidermidis Blutkulturisolat (Institut fiir Infektions- (Mack etal., 1992)
1457 medizin, UKE), biofilmbildend, ica-positiv
S. epidermidis icaA::Tn917, biofilm-negativ (Mack et al., 1994)
1457 -M10
E. coli DH5a E. coli DH5 a enthélt pAS1 (Tegmark et al.,
X pAS1 2000)
Tabelle 5: Ubersicht iiber die verwendeten Plasmide
Plasmid Charakteristika Referenz
pASI Shuttlevektor zur Propagierung in E. coli und in (Morfeldt et al.,

Staphylokokken, xylR-abhéngige Transkriptions-

initiation eines Gens durch vorgeschalteten xylA-

Promotor

1996; Tegmark et
al., 2000)
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pCR2.1 Plasmid zur TA-Klonierung von PCR- Invitrogen
Produkten, blue-white screening durch MCS in (Carlsbad, USA)
B-Galactosidase-Gen
PGFPus.1 Plasmid enthalt gfpmus.1 Clontech (Palo
Alto, CA; USA)
PASYfPicaa gfPmui.1 in pAS1 unter Kontrolle von xylA/xyIR Dobinsky, unveroft.
unter Voranstellung der icaA-SD-Sequenz Daten
(GenBank-Zugangsnummer U43366)
PASGfPsara Ofpmutz.1 in pAS1 unter Kontrolle von XylA/xyIR diese Arbeit
pASQfpae unter Voranstellung der SD-Sequenzen ver-
PASgfPsod schiedener Gene vor dem GFP-Startcodon:
PASgfPhid -sarA: staphylokokkeneigener Regulator A
(Cheung et al., 1998)
- GC: Konsensus-SD-Sequenz fiir grampositive
Bakterien (Qazi et al., 2001; Vellanoweth, 1993)
-sod: Superoxiddismutase aus S. epidermidis
(GenBank-Zugangsnummer AF462457)
-hld: Héamolysin delta (GenBank-Zugangs-
nummer Z49220)
2.1.6 Oligonukleotide und Sonden
Tabelle 6: Ubersicht iiber die verwendeten Primer
Name Sequenz Verwendung
M 13 for 5-GTAAAACGACGGCCAG-3’ Sequenzierung von
pCR2.1-Inserts
M 13rev 5 -CAGGAAACAGCTATGAC-3" Sequenzierung von
pCR2.1-Inserts
GFP for  5-CTTGTTGAATTAGATGGTGATG-3" Northernhybridisierung,
DIG-markierte Sonde
GFPrev  5-GTACATAACCTTCGGGCATG-3" Northernhybridisierung,

DIG-markierte Sonde
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Gfp 5'-ATGGAAGCGTTCAACTAGCAGAC-3" Relative

foricycl Transkriptionsanalyse
Gfp 5'-CGAAAGGGCAGATTGTGTGGAC-3" Relative

revicycl Transkriptionsanalyse
SD sarA- 5-ACGCCTCGGGTAGGGAGAGGTTTT Amplifikation GFP,

S AAACATGCGTAAAGGAGAAGAACTT-3"  sarA-SD-Sequenz

unterstrichen, Aval fett

SD GC-S 5-ACGCCTCGGGTTAACAAGGAGGAAT  Amplifikation GFP,
AAAAAATGCGTAAAGGAGAAGAACT-3" Konsensus-SD-Sequenz
Unterstrichen, Aval fett

SDsod-S 5-ACGCCTCGGGATTTTAGGAGGATG Amplifikation GFP,
ATTATTTATGCGTAAAGGAGAAGAAC-3" sod-SD-Sequenz

unterstrichen, Aval fett

SD hld-S  5-ACGCCTCGGGTTCGAAAGGAGTGA Amplifikation GFP,
AGTTATGCGTAAAGGAGAAGAACTT - 3" hld-SD-Sequenz

unterstrichen, Aval fett

GFPmut3 5'-AGGAGCTCAAAATCCCTTATTCAA Amplifikation GFP,
Saclterm GCACATAAGCCATAGCTTGAATAAGGG  Sacl fett
ACTTTTTTTATTTGTATA-3"

gyrB 5'-CTGACAATGGCCGTGGTATTC 3 Relative

real 1 Transkriptionsanalyse
gyrB 5"-GAAGATCCAACACCGTGAAGAC-3" Relative

real 2 Transkriptionsanalyse
Avalica 5'-ACGCCTCGGGAGGTAGGTGAAAAAA Amplifikation GFP,
Pm3-S TGCGTAAAGGAGAAGAACTT 3° icaA-SD-Sequenz

unterstrichen, Aval fett

GFPm3 5"-ACGAGCTCTTATTTGTATAGTTCATC  Amplifikation GFP,
Sacl-AS CAT-3" Sacl Schnittstelle fett

2.1.7 Datenbanken und Programme
Die durch PCR und Sequenzierreaktion gewonnenen DNA-Sequenzen wurden mit Hilfe

des Programms Vector NTI (InforMax, Oxford, UK) bearbeitet und analysiert.
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Oligonukleotidsequenzen fiir die relative Transkriptionsanalyse wurden mit dem
Programm Beacon Designer 2 (PREMIER Biosoft International, Palo Alto, CA, USA)
generiert. Die statistische Auswertung der quantitativen Fluoreszenzanalyse erfolgte mit
dem Programm WinSTAT® (Staufen). Die Bearbeitung von Aufnahmen mit dem
konfokalen Laserscanning-Mikroskop erfolgte mit dem Programm Leica Confocal

Software, Lite Version (Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Mannheim).

2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von Bakterien

Alle verwendeten Bakterienstimme wurden in der Regel bei 37 °C in Fliissigmedien
kultiviert. Vorkulturen wurden entweder fiir 6 h oder iiber Nacht inkubiert und
anschlieBend fiir die Hauptkulturen 1:100 im gewiinschten Medium verdiinnt.
Schiittelkulturen wurden bei 200 rpm in sterilen GlasgefdBBen inkubiert. Fiir eine
Stammbhaltung wurden die Bakterien auf Agarplatten ausgestrichen, 24 h bei 37 °C
bebriitet und anschlieend bei 4 °C gelagert. Gegebenenfalls wurden den Agarmedien

Antibiotika zur Selektion zugesetzt.

2.2.1.2 Resistenztestung
Die Resistenzmuster der verwendeten Stimme wurden in regelméfBigen Abstdnden im

Agardiffusionstest bestimmt. Bei dieser Methode werden Filterpldttchen, die mit
Antibiotika getrankt sind, auf eine gleichmidfBig {iber die ganze Fliche mit dem zu
testenden Keim beimpfte Platte aufgelegt, die iiber Nacht bei 37 °C inkubiert wird.
Durch Diffusion entstehen Konzentrationsgradienten um die Filterpldattchen herum. In
Abhéngigkeit von der Empfindlichkeit des Teststammes entstethen Hemmhdfe, deren
Durchmesser in quantitativer Beziehung zur minimalen Hemmkonzentration (MHK) fiir
das Antibiotikum steht. Die Testung wurde flir folgende Substanzen durchgefiihrt:
Penicillin G, Flucloxacillin, Ampicillin, Gentamicin, Netilmicin, Clindamycin,
Erythromycin, Tetracyclin, TMP/SMZ (Bactrim) und Ciprofloxacin (alle Becton

Dickinson).
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2.2.1.3 Biofilmtestung
Die Fahigkeit von S. epidermidis Stimmen zur Bildung von Biofilmen wurde mittels

eines semiquantitativen Biofilmtests beurteilt (Christensen et al., 1985). Als
Positivkontrolle diente S. epidermidis 1457 (biofilm-positiv), als Negativkontrolle
S. epidermidis 1457-M10 (biofilm-negativ). StandardméBig wurde eine Einzelkolonie in
2 ml TSB-BBL suspendiert und fiir 6 h bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Aus dieser
Vorkultur wurde eine 1:100-Verdiinnung im gleichen Medium hergestellt. Hiervon
wurden je viermal 200 pl in die Nipfe einer 96-Loch-Mikrotiterplatte (NunclonA,
Nunc) gegeben. Fiir die Untersuchung von plasmidtragenden Stimmen wurde
antibiotikahaltiges Medium verwendet. Der Hauptkultur wurden 2 % Xylose zugesetzt.
Nach etwa 20-stiindigem Wachstum bei 37 °C wurde das Medium abgegossen und die
Platte dreimal mit 200 pl PBS pro Napf gewaschen. Die Platte wurde anschlieBend bei
37 °C getrocknet und die anheftenden Bakterien mit 50 pl Kristallviolett pro Napf fiir
5 min gefarbt. Die Farbelosung wurde unter flieBendem Wasser vorsichtig ausgespiilt
und nach erneutem Trocknen die Absorption im ELISA Processor II (Behring) bei
570 nm und einer Referenzwellenldnge von 405 nm bestimmt. Der Biofilm-Phénotyp
wurde durch Bildung des Mittelwertes von 2 x 4 Einzelwerten beurteilt. Hierbei galt ein
cut off von Asy von 0,1 als Trennpunkt zwischen biofilm-positiven und -negativen

Phéanotyp.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA

Die horizontale Gelelektrophorese wurde zur groBenabhdngigen Auftrennung von
Plasmiden, von Fragmenten gespaltener Plasmide oder dem Nachweis von
Amplifikaten aus der PCR eingesetzt (Sambrook et al., 1989). Je nach Grofle der zu
analysierenden DNA-Fragmente wurden 0,8-1,5 %ige [w/v] Agarosegele verwendet.
Hochreine Agarose (SeaKem ME Agarose, Cambrex Bioscience Rockland Inc.,
Rockland, ME USA) wurde in 100 ml 0,5fach TBE-Puffer aufgekocht, mit 3,3 ul
Ethidiumbromidkonzentrat versetzt und in einen Geltrager mit Kamm gegossen. Die
Proben wurden mit 2 ul DNA-Ladepuffer versetzt und in die Taschen des Gels
eingefiillt. Eine Auftrennung erfolgte bei konstanter Spannung von 3—6 V/cm in 0,5fach
TBE als Laufpuffer. Als GroBBenstandard wurde ein Mix aus HindIII gespaltener A-DNA
und Haelll gespaltener ¢X174-DNA (Finnzymes, Espoo, Finnland) aufgetragen. Er
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enthélt 19 Fragmente der folgenden GroBen: 23 kb, 9,4 kb, 6,5 kb, 4,3 kb, 2,3 kb, 3 kb,
1,3 kb, 1 kb, 872 bp, 564 bp, 310 bp, 281 bp, 271 bp, 234 bp, 194 bp, 125 bp, 118 bp,
72 bp.

2.2.2.2 Plasmidpraparation
Plasmidpréparation aus E. coli wurden mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,

Hilden) durchgefiihrt. Das System beruht auf alkalischer Lyse der Bakterienzellen,
gefolgt von einer Denaturierung und Prizipitation der chromosomalen DNA sowie der
Proteine, wobei die Plasmid-DNA in Losung verbleibt (Birnboim und Doly, 1979). Zur
Aufreinigung erfolgte eine Adsorption der Plasmid-DNA an eine Silikatmatrix in
Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen. Anschlieend wurde die DNA in salzarmem
Puffer eluiert. Fiir Plasmidpraparationen aus E. coli wurden die Bakterien in der Regel
iiber Nacht in LB-Medium unter Zusatz von 100 pg/ml Ampicillin angeziichtet. Das
weitere Vorgehen erfolgte nach Angaben des Herstellers. Da sich die Zellwidnde von
Staphylokokken durch das beschriebene Verfahren nicht aufschlieBen lassen, wurde das
Protokoll fiir S. aureus RN4220, S. epidermidis 1457 und M12 um einen weiteren
Lyseschritt ergdnzt. Zundchst wurden die Bakterien auf antibiotikahaltigen
Selektivagarplatten angezogen und direkt in Puffer 1 (Kit) resuspendiert, der mit
15 U/ml Lysostaphin versetzt war. Die Suspension wurde fiir 30 min bei 37 °C
inkubiert. Alle weiteren Schritte wurden wie vom Hersteller angegeben durchgefiihrt.

Die Eluate wurden zur Sequenzierung oder zu Restriktionsanalysen eingesetzt.

2.2.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)
StandardmiBig wurde die PCR mit Hilfe des DyNAzyme ™ Polymerasekit (Finnzyme)

in einem DNA Thermal Cycler (MWG) mit beheiztem Deckel durchgefiihrt. In einem
50 ul Ansatz wurde ca. 100 ng template DNA, Primer in einer Konzentration von
10 pM/ul, dNTPs mit je 200 uM, 1 U Polymerase und der zugehdrige Mg* -haltige
Puffer (1,5 mM) eingesetzt. Initial wurde die DNA 2 min bei 94 °C denaturiert, in den
anschlieBenden Zyklen nur fiir 15s. Fir die Anlagerung der Primer wurde die
Temperatur fiir 30 s auf 55 °C abgesenkt. Der Zweitstrang wurde bei 72 °Csynthetisiert.
Nach in der Regel 30 Zyklen schloss sich eine siebenminiitige Synthesephase an, um
eine vollstindige Komplementierung aller Einzelstrange zu gewdhrleisten.
Anschliefend wurden die Proben auf 4 °C heruntergekiihlt. Die Kontrolle der PCR fand

in einer Agarosegelelektrophorese statt. Fiir die Amplifizierung des GFP und seiner
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Mutanten aus dem Originalplasmid und um sie in der Klonierung zu verwenden, wurde
das Expand High Fidelity PCR System (Roche, Indianaplos, USA) nach den Angaben
des Herstellers eingesetzt. Es enthélt eine proofreading DNA-Polymerase mit inhdrenter
Exonukleaseaktivitit, die auftretende Synthesefehler reparieren kann und so eine hohere

Genauigkeit gewdhrleistet.

2.2.2.4 Restriktionsverdau
Plasmid-DNA wurde aus E. coli oder Staphylokokken extrahiert und einer Spaltung mit

Restriktionsenzymen unterzogen (Sambrook et al., 1989). Die Restriktionsansitze
enthielten 5-15 ul DNA, 1 pul Enzym sowie den geeigneten Puffer und wurden mit
sterilem dH,O auf 20 ul aufgefiillt. Es erfolgte eine Inkubation fiir 4-24 h bei 37 °C.
Die DNA wurde dann in einer horizontalen Gelelektrophorese aufgetrennt. Das
Ergebnis des Restriktionsverdaus wurde durch Betrachtung unter dem Transilluminator
dokumentiert. Gegebenenfalls wurden die Banden ausgeschnitten und zur weiteren

Verarbeitung mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) aufgereinigt.

2.2.2.5 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen
DNA-Fragmente wurden aus Agarosegelen mit Hife des QIAquick Gel Extraction Kit

(Qiagen) nach dem Protokoll des Herstellers aufgereinigt. Das System beruht auf Lyse
des Agarosegels, gefolgt von einer Adsorption der DNA an eine Silikatmatrix. Das
Bindungsverhalten war dabei abhingig vom pH-Wert und dem Salzgehalt der Losung.
Die anschlieBende Elution erfolgte in einem EDTA-freien Puffer. Zunédchst wurden die
gewiinschten Banden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und dann mit dem Kit
aufgereinigt. Die DNA-Konzentration des Eluats wurde durch Agarosegelelektro-
phorese iiberpriift. So gereinigte Fragmente wurden zur Ligation in den linearisierten

Shuttlevektor pAS1 eingesetzt.

2.2.2.6 Ligation
Ligationen wurden durchgefiihrt, um einzelne Gene iiber Restriktionsschnittstellen in

den linearisierten Staphylokokkenvektor pAS1 einzufiigen. Alle Ligationen fanden iiber
Nacht bei 16 °C unter Verwendung der T4-DNA-Ligase (Roche) und dem
dazugehorigen Puffer statt. Anschlieend wurden die Konstrukte in chemokompetente

E. coli TOP10 Zellen transformiert.
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2.2.2.7 Klonierung
Eine Klonierung von PCR-Amplifikaten erfolgte mit Hilfe des TOPO TA Cloning Kits

(Invitrogen, K4700, Vers. J) nach Angaben des Herstellers. Dabei besitzt der
linearisierte Vektor pCR2.1-TOPO beidseitig 3’-Desoxyadenosin-Uberhiinge. Mit Hilfe
der Topoisomerase I wurden Vektor und Amplifikate ligiert und danach in chemisch
kompetente E. coli TOP10 Zellen transformiert. Die multiple cloning site des Vektors
liegt in einem lacZ-Gen. Somit konnen Klone mit erfolgreicher Insertion anhand eines
blue/white screenings (Sambrook et al., 1989) identifiziert werden. Es wurden 1-4 pl
eines PCR-Amplifikats und 1 pl Salzldsung mit sterilem dH,O auf 5 ul aufgefiillt und
mit 1 pl Vektor gemischt. Die Ligation fand fiir 5 min bei Raumtemperatur statt.

AnschlieBend wurde der Ansatz auf Eis gestellt.

2.2.2.8 Chemische Transformation
Chemokompetente E. coli TOP10 Zellen (im Kit enthalten) wurden auf Eis aufgetaut,

mit 2 pl des Ligationsansatzes gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Danach
wurden die Zellen fiir 30 s bei 42 °C einem Hitzeschock unterzogen und erneut auf Eis
gestellt. Die Zellen wurden mit 250 pl SOC-Medium (Kit) versetzt und fiir eine Stunde
bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Fiir die Transformation von pCR2.1 wurde zunéchst
40 pl X-Gal auf LB-Agarplatten mit 100 ng/ml Ampicillin ausplattiert und die Platten
bei 37 °C vorgewdrmt. Die Bakteriensuspension wurde unverdiinnt auf 4 LB-
Agarplatten ausplattiert. Nach 24 h wurden weile Kolonien zur weiteren Analyse
ausgewdhlt. Die Blaufirbung der Kolonien zeigte f-Galaktosidaseaktivitit an, die nur

im Falle einer erfolgreichen Integration in den Vektor aufgehoben wird.

2.2.2.9 DNA-Sequenzierung
Sequenzierungen wurden aus mit den QIA-quick®PCR Purification Kit (Qiagen)

gereinigten PCR-Amplifikaten unter Verwendung der Primer M 13 for und M 13 rev
und des CEQ™ DTCS-Quick Start Kit (Beckman Coulter, Fullerton, USA) nach den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. In einem Thermocycler mit beheiztem Deckel
(MWG) wurde die DNA zunichst fiir 2 min denaturiert. Es schlossen sich 30 Zyklen
mit jeweils 20 s Denaturierung bei 96 °C, Anlagerung der Primer bei 50 °C fiir 20 s und
4 min Synthesezeit bei 60 °C an. Am Ende wurden die Proben auf 4 °C heruntergekiihlt.
Eine Fallung mit eiskaltem Alkohol reinigte die Sequenzierreaktion von iiberschiissigen

Nukleotiden, anschlieBend wurde die Sequenz mit dem automatischen 8-Kanal-
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Kapillar-Sequencer (Beckman-Coulter) analysiert. Eine weitere Beurteilung der
Sequenzen im Vergleich zur Originalsequenz des GFP und seiner Mutanten (Clontech)

erfolgte mit dem Programm Vector NTI Version 8 (InforMaX).

2.2.2.10 Transformation durch Elektroporation
Herstellung elektrokompetenter Zellen (Augustin und Gotz, 1990)

Eine Bakterienkolonie wurde in B2-Briithe eingeriihrt und iiber Nacht bei 37 °C
geschiittelt. Diese Vorkultur wurde 1:25 in B2-Briihe verdiinnt und fiir etwa drei weitere
Stunden inkubiert. Die Zellen wurden bei einer optischen Dichte ODs;5 von 0,6-0,7
geernet. Um weiteres Zellwachstum zu verhindern, wurden alle nachfolgenden Schritte
der Zellernte auf Eis bzw. mit vorgekiihlten Gefdlen und Ldsungen durchgefiihrt.
Soweit nicht anders angegeben erfolgten alle Zentrifugationsschritte fiir 10 min bei 4 °C

und 6238xg.

Um die Bakterien von jeglichen Salzriickstinden zu befreien, wurde das Medium
abzentrifugiert und die Zellen durch dreimaliges Resuspendieren und Zentrifugieren in
25 ml dH,0 gewaschen. Daran schloss sich ein Waschschritt in 5 ml Glycerin 10 % und
Zentrifugation fiir 5 min an. Das Pellet wurde in 2,5 ml Glycerin 10 % resuspendiert,
fir 15 min bei Raumtemperatur stehengelassen und anschlieBend fiir 5 min bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Um eine Zellkonzentration von 10°-10'" zu erhalten,
wurden die Zellen in ca. 800 ul Glycerin 10 % resuspendiert und entweder sofort
weiterverarbeitet, oder in Aliquots von 70 pl bei —80 °C eingefroren. Durch die
Lagerung trat allerdings eine Verminderung der Transformationseffizienz um etwa den
Faktor 100 auf. Zur Dokumentation der Zellzahl wurde eine Verdiinnungsreihe der
Bakteriensuspension auf Blutagarplatten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C

bebrtitet.

Elektroporation Fiir die Transformation wurden entweder frische elektrokompetente
Zellen oder auf Eis aufgetaute Aliquots eingesetzt und mit 2—6 pl eines Plasmids
versetzt. 60 ul dieser Mischung wurden blasenfrei in den Spalt einer 0,1 cm gap
Kiivette (Biorad) eingefiillt. Die Elektroporation erfolgte bei 100Q, 2,3 kV und
Raumtemperatur fiir etwa 2,3-2,5 ms. Die transformierten Zellen wurden fiir 1 h in

390 ul B2-Brithe bei 37 °C geschiittelt, um die Expression der plasmidkodierten
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Resistenzgene zu gewdhrleisten, und sodann auf NYE-Agarplatten mit 20 pg/ml

Tetracyclin ausplattiert. Transformanden erschienen in der Regel nach 2—4 Tagen.

2.2.2.11 Protoplastentransformation
Zur Transformation von M12-Protoplasten wurde im Wesentlichen das Protokoll von

Gotz verwendet (Gotz und Schumacher, 1987). Um sicherzustellen, dass sich keine
Detergenzienreste in den verwendeten Gefdflen befanden, wurden alle Glasgerite und
Zentrifugenbecher vor Gebrauch griindlich mit entionisiertem Wasser und dH,O
gesplilt. Auflerdem wurden ausschlieBlich Glaspipetten verwendet, um die Einwirkung

von Scherkréften auf die empfindlichen Protoplasten gering zu halten.

Herstellung der Protoplasten Eine Kolonie M12 wurde in 15 ml B-Briihe eingeriihrt
und iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Aus dieser Vorkultur wurden 2,5 ml in 800 ml
B-Briihe iiberfiihrt und fiir etwa drei weitere Stunden inkubiert. Die Zellen wurden bei
einer optischen Dichte von ODs7g von exakt 0,5 geerntet. Um weiteres Zellwachstum zu
verhindern, wurden alle nachfolgenden Schritte der Zellernte auf Eis und mit kalten
Losungen durchgefiihrt. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation bei 6232xg und
4 °C fir 15 min pelletiert und von Restmedium befreit. Das Pellet wurde in 100 ml
SMMP resuspendiert und in 4 100 ml Erlenmeyerkolben aufgeteilt. Zur Lyse der
Zellwiande wurden die Kolben mit 10, 20, 40 und 80 pl Lysostaphin (1500 U/ml)
beschickt und fiir 16 h bei 30°C im Wasserbad ohne Schiitteln inkubiert. Die
Protoplasten wurden durch Zentrifugation bei 27000xG und 4 °C fiir 40 min geerntet
und die Pellets durch Abgieflen vom Restmedium befreit. Die Protoplasten wurden in
2ml SMMP ohne BSA durch vorsichtiges Schwenken resuspendiert und in 300 pl
Aliquots in 10 ml Polystyrolréhrchen bei —80 °C gelagert.

Transformation Zur Transformation wurden frische Protoplasten oder bei Raum-
temperatur aufgetaute Aliquots eingesetzt und mit 10-35 pl eines Plasmids versetzt. Die
Fusion der Protoplasten mit dem Plasmid wurde durch Zugabe von 2 ml Fusogen (40 %
[w/v] Polyethylenglycol in 50 % [v/v] SMM, pH 6,5) ausgeldst. Zur Sterilisation war
das Fusogen zuvor eine Stunde im Wasserbad gekocht worden. Die Suspension wurde
vorsichtig durch Schwenken des Rohrchens gemischt, bis kaum noch Schlieren zu
sehen waren. Nach 2 min wurde das Fusogen durch Zugabe von 7 ml SMMP verdiinnt,
und dadurch die Fusion gestoppt. Die Protoplasten wurden bei Raumtemperatur fiir

20 min bei 6232xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen. Das Pellet wurde in
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2ml SMMP durch vorsichtiges Schwenken resuspendiert und die Protoplasten
unverdiinnt auf DM3-Agar ausplattiert. Um die Expression der plasmidkodierten Gene
zu gewihrleisten, erfolgte ein vierstlindiger Inkubationsschritt bei 37 °C. Zur Selektion
wurden die Bakterien dann mit 3 ml CY-Softagar mit 20 pg/ml Tetracyclin

iberschichtet. Transformanden erschienen in der Regel nach etwa 48 h.

2.2.2.12 Phagentransduktion (Mack et al., 2001)
Bei der Phagentransduktion handelt es sich um ein Verfahren, bei dem genetisches

Material eines Donors im Rahmen des Vermehrungszyklus eines Bakteriophagen
mobilisiert und bei der Infektion des Rezipienten in diesen eingefiihrt (transduziert)
wird. Hierfiir wurde der von Vibeke T. Rosdahl (Statens Serum Institute, Copenhagen,

Dénemark) zur Verfiigung gestellte Phage 71 verwendet.

Herstellung eines plasmidtragenden Phagenlysates Um ein Plasmid durch
Phagentransduktion in einen anderen Stamm zu iiberfiihren, wurde ein Phagenlysat
hergestellt, indem man eine Vorkultur des plasmidtragenden Stammes in NB2+ (mit
20 pg/ml Tetracyclin) 1:100 im gleichen Medium zur Hauptkultur verdiinnte und unter
Schiitteln bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte ODs75 von 0,1-0,2 wachsen lie3. Man
vermischte 1 ml der Bakteriensuspension mit 1 ml Phagensuspension und 3 ml auf
42 °C erwirmten STA-Softagar und verteilte die Mischung ziigig auf vorbereitete ST-
Agarplatten, die iiber Nacht bei 30 °C bebriitet wurden.

Um die Phagen aus dem Softagar zu extrahieren, wurden 5 ml NB2+-Briihe
dazugegeben, die Softagarschicht mit einem Glasspatel zerkleinert, in einem 50 ml
Falcon-Rohrchen fiir 1 min kriftig geschiittelt und der Agar durch zweimalige
Zentrifugation bei 1560xg fiir je 10 min von dem Phagenlysat abgetrennt. Dieses wurde
sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert. Die Titer von mit dieser Methode gewonnener

Lysate lagen bei etwa 10°—10'" PEU/ml.

Plaquetitration Die Phagenkonzentration eines Lysates wurde durch Erstellen einer
Verdiinnungsreihe ermittelt. Hierzu kultivierte man den Empfangerstamm, wie fiir die
Herstellung eines Phagenlysates beschrieben, und inkubierte ihn in gleicher Weise mit
dem in Stufen von 10°-10" in NB2+ verdiinnten plasmidtragenden Phagenlysat auf ST-

Agar fiir 24 h. Die entstandenen Plaques wurden ausgezéhlt, wobei die optimale
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Konzentration durch das Vorhandensein eines gerade nicht konfluierenden

Plaquemusters gekennzeichnet ist.

Transduktion Der iiber Nacht auf Blutagar kultivierte Empfangerstamm S. epidermidis
1457 wurde in einer Konzentration von 0,5-1 x 10'° CFU/ml entsprechend einer ODs7g
von 11 in NB2+ suspendiert. Hiervon wurde 1 ml mit dem gleichen Volumen des
plasmidtragenden Phagenlysats in einem Phagen-Bakterien-Verhéltnis von 0,1-1 fiir
30min in einem Schiittelinkubator bei 37 °C infiziert. Die Adsorption der
Phagenpartikel wurde durch Zugabe von 40 ul 1 M Natriumcitrat gestoppt. Das
Medium wurde bei 1560xg abzentrifugiert, die Zellen zweimal in 2 ml BHI-Briihe mit
20 mM Natriumcitrat gewaschen und in 3 ml des gleichen Mediums resuspendiert. Um
die Expression der plasmidkodierten Resistenzgene zu gewéhrleisten, inkubierte man
die Bakterien in diesem Medium fiir 1 h in einem Schiittelinkubator bei 37 °C. Die
Suspension wurde mit 3 ml BHI-Softagar, der mit 20 mM Natriumcitrat und 20 pg/ml
Tretrazyklin versetzt war, gemischt, und auf BHI-Agarplatten mit 20 pg/ml Tetracyclin
verteilt. Transduktanden wurden in der Regel nach 2448 h isoliert.

2.2.2.13 Extraktion von Ribonukleinsauren (RNA) aus S. epidermidis
Fir die Extraktion von Ribonukleinsduren aus S.epidermidis 1457 wurde im

Wesentlichen nach der von Dobinsky beschriebenen Methode verfahren (Dobinsky und
Mack, 2001).

Es wurden Schiittelkulturen in TSB@ der stationiren Wachstumsphase verwendet,
denen Xylose zugesetzt worden war. Fiir die Zellernte nach 24 h wurden die Bakterien
direkt in xylosehaltigem Medium angeziichtet. Fiir die Ernte nach 6 h Induktion wurden
einer stationdren Kultur 2 % Xylose zugesetzt und diese fiir weitere 6 h bebriitet. Zur
Zellernte wurden 10 ml der Kulturen auf Eis entnommen, 5 min bei maximaler
Geschwindigkeit und 4 °C zentrifugiert und mit 2 ml eiskaltem PBS iiberschichtet.
Biofilm-bildende Bakterienstimme wie S. epidermidis 1457 wurden einer Behandlung
mit Ultraschall sowie einem Verdau mit Lysostaphin unterzogen, um den Biofilm zu
zerstoren, die Zellen besser aufzuschief3en und so die Ausbeute an RNA zu erh6hen.
Nach Zugabe von 3 ml RNA protectTM Bacteria Reagent (Qiagen) wurden die Zellen
einmal 10 s mit 70 % Leistung und in zwei Durchgidngen jeweils 3 x 30 s bei 70 %
Leistung auf Eis geschallt und danach 5 min bei maximaler Geschwindigkeit und

Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pellet wurde jeweils wieder mit 10 ml eiskaltem
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PBS iiberschichtet. Danach wurde das Pellet in 200 ul TE-Puffer resuspendiert und
unter Schiitteln fiir 10 min bei 37 °C mit 150 U/ml Lysostaphin verdaut. Nach Zugabe
von 700 pul RLT-Puffer (RNeasy® Mini Kit, Qiagen), 7 ul p-Mercaptoethanol und 15 s
Vortexen wurde die Probe in eine 2 ml Lysing Matrix Tube (Bio 101® Systems, Qbione,
Morgan Irvine, CA, USA) mit Silikapartikeln tiberfiihrt. Der Zellaufschluss erfolgte im
FastPrepTM celldisruptor (FB 120, BIO 101, Savant instruments, Farmingdale, NY,
USA) dreimal 20 s bei maximaler Geschwindigkeit. Sofort wurde der Ansatz auf Eis
gestellt. AnschlieBend wurden die Zelltrimmer 1 min bei Maximalgeschwindigkeit
abzentrifugiert. Die weitere Bearbeitung des Uberstandes wurde unter Verwendung des
RNeasy” Mini Kits nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die RNA-
Konzentration wurde photometrisch im GeneQuant Spektralphotometer bei 260 nm

bestimmt. Die Proben wurden bis zur weiteren Bearbeitung bei —20 °C gelagert.

2.2.2.14 Gelelektrophorese zur Auftrennung von RNA
Durch Agarose-Formaldehyd-Gelelektrophorese kann RNA der GroB3e nach aufgetrennt

werden. Auf diese Weise ldsst sich zum einen die Integritit der RNA tiiberpriifen, zum
anderen kann das Gel fiir eine Northernhybridisierung verwendet werden. Zundchst
wurden die Elektrophoresekammer sowie Geltrager und Kamm griindlich nacheinander
mit 1M HCI, 1 M NaOH und 70 % [v/v] Ethanol gewaschen, um DNA-Reste zu
entfernen. Es wurde ein Agarose-Formaldehyd-Gel hergestellt, indem 1,5 g Agarose in
15 ml 10x MOPS und 127,5 ml autoklaviertem dH,O aufgekocht wurde und mit 7,5 ml
Formaldehyd (Fluka, Buchs, Schweiz) und 5 pl Ethidiumbromidkonzentrat gemischt
wurde. Aligouts mit einer RNA-Konzentration von 0,1-10 pg wurden auf Eis aufgetaut,
mit 10 pl frischem Probenpuffer (Formamid/Formaldehyd/10x MOPS/dH,O im
Verhéltnis 15:5:3:3) versetzt, 10 min bei 65 °C erhitzt und direkt anschliefend wieder
auf Eis gestellt. Die so vorbereiteten Proben wurde mit 2,5 pul Ladepuffer (50 % [v/v]
Glycerin, 0,4 % [w/v] Bromphenolblau, 0,2 % [w/v] Xylen-Cyanol) gemischt und in die
Taschen des Gels eingefiillt. Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 1 V/cm
fiir 15-20 h mit 1x MOPS als Laufpuffer. Die Wanderung der RNA im Gel wurde auf

einem Transilluminator (Phase) dokumentiert.
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2.2.2.15 Kapillarer Transfer von RNA auf Nitrozellulosemembranen
(Northernblot)

Die in der Gelelektrophorese aufgetrennte RNA wurde durch kapilldren Transfer auf
eine Zeta-Probe® Blotting Membran (BioRad) iibertragen. Dem ging eine

Equilibrierung des Agarose-Formaldehyd-Gels fiir 15 min in 20x SSC voraus.

Zwei Puffertanks, die mit einer aufliegenden Glasplatte verbunden waren, wurden mit
20x SSC gefiillt. Uber 2 Lagen Filterpapier (Schleicher und Schiill, Dassel) waren die
Tanks mit einer Briicke verbunden. Darauf wurden 2 weitere Lagen Filterpapier
platziert. Das von den Taschen befreite Gel wurde mit der Oberseite nach unten auf die
feuchten Filter gelegt und mit einer zuvor in 20x SSC getrinkten Nitrozellulose-
membran bedeckt, deren Grofe der des Agarosegels entsprach. Es folgten 10 Lagen
getranktes Filterpapier und ein Stapel trockener Papierhandtiicher entsprechend der
Gelgrofe. Beim Auflegen aller Lagen wurde auf Luftblasenfreiheit geachtet.
AnschlieBend wurde eine Glasplatte aufgelegt und diese mit ca. 500 g Gewicht
beschwert. Die Puffertanks wurden mit Klarsichtfolie (Saran, Dow Chemicals, MI,
USA) bedeckt und das Gel mit dieser umrandet, sodass der kapilldre Flu3 nur {iber die
Membran stattfinden konnte. Nach 18 h konnte die Membran kurz in 2x SSC
gewaschen und 2 h bei 80 °C getrocknet werden.

Herstellung der Sonde Die DNA-Sonde wurde mit Digoxigenin-markierten
Nukleotieden unter Verwendung des PCR DIG probe Synthesis Kit (Roche) und der
Primer GFP for und GFP rev nach den Angaben des Herstellers in einem Thermocycler

mit beheiztem Deckel synthetisiert, wobei die Primeranlagerung bei 56 °C erfolgte.

Die Hybridisierung wurde mit Hilfe des DIG Wash and Block Buffer Set (Roche) nach
den Angaben des Herstellers iiber Nacht in einem verschlieBbaren Plastikbeutel bei
50 °C unter leichtem Schwenken in einem Schiittelwasserbad durchgefiihrt. Die
Hybridisierungslosung bestand aus 4 pl bei 95 °C denaturierter Digoxigenin-markierter
DNA-Sonde und 3,5 ml vorgewédrmter Prahybridisierungslosung (Kit), die luftblasenfrei
in den Beutel eingefiillt wurde. Fiir die Chemilumineszenz-Detektion wurde ein mit
alkalischer Phosphatase konjugierter Antikdrper zugegeben. Als Substrat diente CDP-
Star (Roche), ein Chlor-substituiertes 1,2-Dioxetan, das nach enzymatischer Dephos-
phorylierung sichtbares Licht emittiert. Die Detektion erfolgte durch Exposition von

Rontgenfilmen (Chemilumineszenz Detection Film, Roche) fiir 5-30 min.
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2.2.2.16 Transkriptionsanalyse durch real time PCR
Bei der quantitativen oder real time PCR ist dem Ansatz ein fluoreszierender Farbstoff

beigefiigt, der unspezifisch an Doppelstrang-DNA bindet. Nach jedem Zyklus wird die
Fluoreszenzintensitit der Proben gemessen. Diese steht in quantitativer Beziehung zur

DNA-Ausgangskonzentration der Probe.

Die Extraktion der Ribonukleinsdure wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt und
diese nach photometrischer Konzentrationsbestimmung in Aliquots von 5 pg Gesamt-
RNA aufgeteilt. Um auszuschlieBen, dass die Probe durch DNA-Reste verunreinigt ist,
wurde ein Verdau mit der RQ1 RNAse-freien DNAse (Promega, Madison, USA) nach
den Herstellerangaben durchgefiihrt. Der Erfolg wurde mittels PCR im Vergleich zur
unverdauten Probe iiberpriift. Diese wurde im icycler (BioRad) unter Verwendung des
IQ™ SYBR" Green Supermix Kit (BioRad) und der Primer gfpfor icycl und gfprev
icycl nach den Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt. Nach einem initialen
Denaturierungsschritt von 3 min bei 95 °C folgten 40 Zyklen mit Denaturierung der
DNA bei 95 °C fiir 30 s, Anlagerung der Primer bei 56,5 °C fiir 30 s und Synthese des
Zweitstranges bei 72 °C fiir 30 s. Am Ende wurde das System auf 4 °C heruntergekiihlt.
Die mit DNAse verdauten RNA-Proben wurden nun mit dem iScript™ ¢cDNA Synthese
Kit (BioRad) und der darin enthaltenen reversen Transkriptase in cDNA
umgeschrieben. Diese Reaktion wurde in einem Thermocycler mit beheiztem Deckel
(MWG) nach den Instruktionen des Herstellers durchgefiihrt. Nun erfolgte die relative
Transkriptionsanalyse im icycler (BioRad) unter Verwendung des IQ™ SYBR® Green
Supermix Kit (BioRad) und der Primer gfpfor icycl und gfprev icycl. Es wurde nach
den Angaben des Herstellers vorgegangen, und ein 35 Zyklen umfassendes Programm

nach den oben beschriebenen Bedingungen verwendet.

Transkriptionelle Unterschiede wurden nach der 22°T-Methode (Livak und
Schmittgen, 2001) berechnet. Diese Methode geht davon aus, dass es zu Beginn einer
PCR in jedem Zyklus zu einer Verdoppelung der Amplifikat-Kopienzahl kommt. Durch
Bindung des im PCR-Ansatz enthaltenen Fluoreszenzfarbstoffes an die entstandene
Doppelstrang-DNA kommt es im Verlauf des PCR-Programms zu einem exponentiellen
Anstieg der Fluoreszenz. Ubersteigt die nach jedem Zyklus gemessene Fluoreszenz-
intensitdt der Probe einen festgelegten Grenzwert, der weit am Beginn des

exponentiellen Anstiegs liegt, so wird dies vom Gerédt registriert. Parallel wird die
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Transkription eines bekanntermalBlen konstitutiv exprimierten Gens mit untersucht,
dessen Wert jeweils als Referenzwert abgezogen wird Aus der zahlenméBigen Distanz
der Grenzwertiiberschreitungen unterschiedlicher Proben (AACT) kénnen Unterschiede

in der DNA-Ausgangskonzentration berechnet werden.

2.2.3 Proteinchemische Methoden

2.2.3.1 Praparation von Proteinen aus S. epidermidis

Fir die Extraktion von Proteinen wurden Schiittelkulturen der stationdren
Wachstumsphase in TSBO mit 2 % Xylose (Ernte nach 24 h) eingesetzt. Zur Zellernte
wurden 5 ml der Kulturen auf Eis entnommen und 15 min bei 5242xg und 4 °C

zentrifugiert und einmal im gleichen Volumen PBS gewaschen.

Um die Bakterienzellwinde aufzuschlieBen, verdaute man das in 750 ul PBS
resuspendierte Pellet mit 150 U Lysostaphin unter Zugabe von 1 mM Prefabloc (Roche)
zur Proteinaseinhibition fiir 30 min bei 37 °C. Nach Zugabe von 250 pl 4x Probenpuffer
wurde der Ansatz fiir 5 min auf 95 °C erhitzt. AnschlieBend wurden die Zelltriimmer
30 min bei 13280xg und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand konnte bis zur weiteren
Verarbeitung bei —20 °C gelagert werden.

2.2.3.2 Bradford-Test zur Bestimmung der Proteinkonzentration
(Bradford, 1976)

Die Konzentration einer Proteinpriparation wurde photometrisch bei 595 nm im DU"
530 (Beckman) unter Verwendung des Protein Assay Farbstoffkonzentrates (BioRad)
gemessen. Dabei wurde nach den Angaben des Herstellers vorgegangen. Der Vergleich
mit einer zuvor erstellten Standardkurve einer Albumin-Verdiinnungsreihe lie3 die

Bestimmung der Konzentration zu.

2.2.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) zur
Auftrennung von Proteinen

Minigel Ein NuPage™ 4-12 % Bis-Tris Gradientengel (Invitrogen) wurde mit Aliquots
einer Proteingesamtkonzentration von 0,01-1,0 pl, die mit 1x Probenpuffer versetzt
waren, beladen. Die Auftrennung der Proteine nach ihrer Grof3e erfolgte in einer X Cell
Sure Lock™ Elektrophoresekammer bei 200 V fiir 1 h. Als Laufpuffer diente der
NuPage® MES SDS Running Buffer (Invitrogen).
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Maxigel Ein SDS-Polyacrylamidgel, bestehend aus Sammelgel und Trenngel, wurde in
einer Protean® II Xi Cell (BioRad) Kammer hergestellt. Zuerst wurde das 11 %ige
Trenngel (11 % Acrylamid, 33,5ml dH,O, 375mM Tris-HClI pH 8,8, 0,2 %
Ammoniumpersulfat (APS) und 0,2 % TEMED) gegossen, wobei APS und TEMED die
Polymerisation auslosen. APS wurde vor Gebrauch als 10 % [w/v] Stammlosung frisch
angesetzt. Zur Entfernung von Luftblasen wurde das frische Gel mit 500 ul Butanol
tiberschichtet und hértete 1 h aus. Nach Abgiefen des Butanols wurde das 4 %ige
Sammelgel (4 % Acrylamid, 6,1 ml dH,0O, 125 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,2 % SDS, 0,2 %
APS und 0,2 % TEMED) gegossen und Probentaschen durch das Einstecken eines
Kamms erzeugt. Das Gel wurde mit Aliquots einer Proteingesamtkonzentration von
0,01-10 pg beladen, die mit 10 pl 1x Probenpuffer versetzt waren. Man lieB3 die Proben
bei 25 mA in das Sammelgel einlaufen und trennte sie bei 35 mA fiir ca. 3 h nach ihrer

GroBe auf. Als Laufpuffer diente 1x Elektrophoresepufter.

2.2.3.4 Elektrotransfer von Proteinen auf PVDF- und Nitrozellulose-
membranen (Westernblot)

Die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden durch Elektrotransfer auf
Polyvinyldifluorid-Membranen (PVDF) oder Nitrozellulosemembranen (NCF)

iibertragen.

Minigele wurden im X Cell II'"™ Blot Module (Invitrogen) fiir 1 h bei 30 V auf eine
Invitrolon™ PVDF-Membran (Invitrogen) transferiert. Als Laufpuffer diente der

NuPage® Transferpuffer. Es wurde den Angaben des Herstellers gefolgt.

Maxigele wurden im Semi Dry Elektroblotter (Keutz) auf Nitrozellulosemembranen
(Schleicher und Schiill Nr. 401236) transferiert. Dem ging eine Equilibrierung des SDS-

Acryladmidgels fiir 10 min in entionisiertem Wasser voraus.

Die untere Graphitplatte der Blotkammer wurde mit entionisiertem Wasser angefeuchtet
und mit 6 Lagen Filterpapierstreifen (Schleicher und Schiill Nr. 401236) bedeckt, die
zuvor in Anodenpuffer I getrankt wurden. Es folgten 3 Lagen in Anodenpuffer II
getrankte Filterpapierstreifen. Darauf wurde eine in Anodenpuffer II angefeuchtete
Nitrozellulosemembran platziert. Das vom Sammelgel befreite Trenngel wurde
blasenfrei auf die Membran gelegt, gefolgt von 6 in Kathodenpuffer getrinkten
Filterpapierstreifen. Bei allen Lagen wurde darauf geachtet, dass sie blasenfrei aufgelegt

und auf die GroBe des Gels zurechtgeschnitten waren. Zum Abschluss wurde die
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ebenfalls mit entionisiertem Wasser angefeuchtete obere Graphitplatte aufgesetzt. Der
Elektrotransfer erfolgte bei 200 mA und 300 V fiir 1,5 h. Die Membran konnte bis zur

weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert werden.

Fir die Detektion des GFP wurden zwei verschiedene Methoden angewandt. Bei
Verwendung des WesternBreeze® Chromogenic Immunodetection Protocol (Invitrogen)
wurde nach den Angaben des Herstellers vorgegangen. Als Anti-GFP-Antikdrper wurde
ein BD Living Colors™ Aequorea victoria Peptid-Antikorper (Clontech, #632377,
hergestellt im Kaninchen) in einer 1:200-Verdlinnung eingesetzt. Spezifisch gebundene
Anti-GFP-Antikorper wurden durch Inkubation mit einem alkalische-Phophatase-
konjugierten Anti-Kaninchen-Zweitantikdrper dargestellt. Die enzymatische Spaltung
des zugegebenen Substrates bewirkte das Sichtbarwerden der Antigen-

Antikorperkomplexe in Form blauer Banden auf der Membran.

Als zweite Methode kam Chemilumineszenz-Detektion zum Einsatz. Hierzu wurde eine
geblottete Nitrozellulosemembran in 30 ml PBST mit 5 % Membrane blocking reagent
(Amersham Bioscience, Little Chalfont, UK) iiber Nacht bei 4 °C geblockt. Alle
weiteren Schritte wurden auf einem Schiittelinkubator durchgefiihrt. Gewaschen wurde
die Membran zwischen den Inkubationsschritten jeweils 15 min und zweimal 5 min in
PBST. Zum Nachweis des GFP wurde die Membran mit dem BD Living Colors™
Aequorea victoria Peptid-Antikorper (Clontech, #632377, hergestellt im Kaninchen,
1:400 in PBST verdiinnt) fiir 2h inkubiert. Danach wurde dieser mit einem
biotinylierten Anti-Kaninchen-Zweitantikdrper (Sigma), der 1:5000 in PBST verdiinnt
war, gekoppelt. Es folgte die Konjugation des Zweitantikdrpers mit Streptavidin-
Meerrettich-Peroxidase (Amersham Bioscience). Das Konjugat wurde in einer
Konzentration von 6,25 pl auf 10 ml PBST eingesetzt und fiir eine Stunde inkubiert.
Vor Zugabe des Substrats wurde die Membran 2 min in entionisiertes Wasser eingelegt.
Die Chemilumineszenz-Detektion der GFP-spezifischen Antigen-Antikdrperkomplexe
erfolgte mit 10 ml ECL Western blotting detection reagent (Amersham Bioscience) fiir
1 min. Die Detektion der Banden erfolgte unter dem Gel-Dokumentationssystem

ChemiDoc™ XRS (BioRad).
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2.2.4 Messung der Fluoreszenz

2.2.4.1 Messung im Fluorometer

Zur quantitativen Bestimmung der Fluoreszenzintensitit des GFPyu31 in
Staphylokokken wurde eine Kolonie des zu untersuchenden Stammes in TSB BBL mit
20 ug/ml Tetracyclin eingerithrt und fiir 6 h bei 37°C und 200 rpm in einem
Schiittelinkubator  bebriitet. Diese Vorkultur wurde 1:100 in TSBO mit
Antibiotikazusatz verdiinnt und fiir 24 h bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. E. coli wurde
auf die gleiche Weise in LB-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin kultiviert. Die
Hauptkulturen wurden fiir 6 oder 24 h mit jeweils 2 % Xylose (50 % Stockldsung in
aqua ad iniectabilia sterilfiltriert) versetzt. Ein Ansatz bestand neben dem zu
untersuchenden Stamm aus 2 parallel mitgefiihrten Kontrollen: dem zu testenden
Stamm in xylosefreiem Medium sowie dem nicht plasmidtragenden Originalstamm. Die
Messung wurde im Fluorometer (BioRad) ausgefiihrt, wobei die Anregung bei einer
Wellenldnge von 490 nm erfolgte und Licht der Wellenldnge 525 nm detektiert wurde.
Die Messwerte wurden zur optischen Dichte ODgg und der Eigenfluoreszenz der unter
nicht induzierten Bedingungen angeziichteten Bakterienkultur nach der Formel RFUo

= RFUinduziert/ ODinduziert — RFUnicht induziert/ ODnicht induziert 1IN Beziehung gesetzt.

2.2.4.2 Bestimmung der Halbwertszeit
Zur Bestimmung der Halbwertzeit des GFB,,3.1 wurden die Bakterien unter den oben

beschriebenen Bedingungen angeziichtet, und dabei die Expression des GFP fiir 24 h
induziert. Dann wurde das xylosehaltige Medium abzentrifugiert. Die Zellen wurden in
frischem xylosefreiem Medium resuspendiert und weiter bei 37 °C im Schiittelinkubator
bebriitet. Die Abnahme der Fluoreszenzintensitit nach Entzug der Xylose aus dem
Medium wurde quantitativ im Fluorometer (BioRad) in stlindlichen Intervallen
gemessen. Die Messwerte wurden zur optischen Dichte ODg und der Eigenfluoreszenz
der unter nicht induzierten Bedingungen angeziichteten Bakterienkultur nach der
Formel RFUcor = RFUinduziert/ ODinduziert — RFUnicht induziert/ ODhicht induziert 1N Beziehung
gesetzt. Der Verlauf der Fluoreszenzintensitit wurde mit dem Programm Microsoft
Excel graphisch dargestellt. Die Halbwertszeit T, wurde nach der Formel T, = —In2/p
(Andersen et al., 1998) als Funktion der Fluoreszenzintensitét tiber die Zeit berechnet.

In der allgemeinen Formel filir negatives exponentielles Wachstum ist die
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Geschwindigkeit der Abnahme durch die Zerfallskonstante p bestimmt. p entspricht der

Steigung der Kurve, die aus der graphischen Darstellung entnommen wurde.

2.2.4.3 Bestimmung des Anstiegs der Fluoreszenzintensitat nach
Xyloseinduktion

Zur Bestimmung des Anstiegs der Fluoreszenzintensitit nach Xyloseinduktion wurden
die Bakterien wie oben beschrieben angeziichtet. Zu der xylosefreien {iber-Nacht-Kultur
wurde 2 % Xylose zugegeben und die Fluoreszenz quantitativ in stiindlichen Intervallen
gemessen. Die Messwerte wurden zur optischen Dichte ODg und der Eigenfluoreszenz
einer unter nicht induzierten Bedingungen angeziichteten Bakterienkultur nach der
Formel RFUcor = RFUinduziert/ ODinduziert — RFUnicht induziert/ ODhicht induziert 1N Beziehung

gesetzt.

2.2.4.4 Fluoreszenzmikroskopie
20 ul einer auf die ODgyp von 0,1-0,3 verdiinnten Bakterienkultur wurde auf

Fluoreszenzobjekttriger (BioMérieux) aufgebracht. Die getrockneten Proben wurden in
Methanol auf dem Objekttrager fixiert und bei 1000facher Vergroferung mikroskopiert,
wobei die Anregung bei einer Wellenlinge von 488 nm erfolgte und Licht der

Wellenlidnge 500 bis 600 nm detektiert wurde.

2.2.4.5 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie (CLSM)
Zur Untersuchung eines S. epidermidis Biofilms mittels konfokaler Laserscanning-

Mikroskopie wurde der Stamm S. epidermidis 1457 x pASgfpng in Deckglasboden-
Zellkulturschalen (Nunc) angeziichtet. Um die Anheftung der Bakterien zu verbessern,
wurde die Oberfliche der Zellkulturschale mit Poly-L-Lysin beschichtet. Hierzu wurden
die Vertiefungen mit je 200 ul Poly-L-Lysin-Lésung in einer Konzentration von
20 pg/ml iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Anzucht der Bakterien unter induzierten
Bedinungen erfolgte wie fiir die Biofilmtestung beschrieben (Kap. 2.2.1.3). Nach etwa
20stiindigem Wachstum bei 37 °C wurde das Medium abgegossen und die Platte
dreimal mit 200 ul PBS pro Napf gewaschen. Die mit 200 pl PBS gefiillten
Zellkulturschalen wurden bei 630facher Vergroerung mit dem konfokalen
Laserscanning-Mikroskop (Leica) mikroskopiert, wobei die Anregung bei einer
Wellenlédnge von 488 nm erfolgte und Licht der Wellenldnge 500 bis 600 nm detektiert

wurde.
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Bei der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie wird das Objekt mit einem
(monochromatischen) punktférmigen Laserstrahl zeilenweise abgetastet. Das emittierte
Licht wird durch eine Lochblende geleitet. Auf diese Weise werden nicht im Fokus
befindliche Anteile des Lichtstrahls eliminiert. Somit werden in jedem Abstand des
Objekttisches vom Objektiv jeweils nur die in einer Ebene befindlichen Bakterienzellen
aufgenommen, was die Auflosung des Bildes erhoht. Durch Verstellen des
Objekttisches in gleichméfBigen Abstinden kann ein intaktes dreidimensionales Objekt
wie beispielsweise ein Biofilm in verschiedenen Ebenen untersucht werden, ohne ihn
zuvor in kleinere Einheiten zu zerteilen. Unter Verwendung der Leica Confocal
Software (Leica) kann anschliefend aus den resultierenden Einzelaufnahmen ein

dreidimensionales Bild erstellt werden.



3 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung des GFP,31 als Reportergensystem in
Staphylococcus epidermidis 1457. Hierzu wurde zundchst in vier unterschiedlichen
Konstrukten untersucht, welchen Einfluss verschiedene Shine-Dalgarno-Sequenzen auf
die Transkriptions- und Translationseffizienz des GFP sowie auf die Intensitit und
Homogenitédt des Fluoreszenzsignals in Staphylokokken ausiiben. Zudem sollten seine
biologischen  Eigenschaften unter optimierten Expressionsbedingungen in

S. epidermidis 1457 und S. aureus RN4220 charakterisiert werden.

3.1 Quantitative Bestimmung der Fluoreszenzintensitat von
PASYfPican

Ausgangspunkt dieser Untersuchungen war das Plasmid pASgfpicaa. Dieses Plasmid
besteht aus dem Shuttle-Vektor pAS1, in dem GFPy,3.; unter Kontrolle des xylA/xyIR-
Promotors exprimiert wird. Dem GFP-Startcodon ist die icaA SD-Sequenz inklusive
threr natiirlichen spacer Region vorangestellt. Die Fluoreszenzintensitit dieses
Konstruktes wurde vergleichend in E.coli TOP10 und in verschiedenen
Staphylokokkenstimmen (S. aureus RN4220, S. epidermidis 1457 und in seiner
biofilm-negativen Mutante M10) durch quantitative Fluoreszenzmessung im
Fluorometer untersucht. Die dargestellten Ergebnisse beruhen jeweils auf drei
unabhingigen Experimenten, bei denen pro Messzeitpunkt drei Messwerte erhoben
wurden. Zunédchst wurde diese Untersuchung nach 6 h Induktion durchgefiihrt. Vor
allem in Staphylokokken ist nach dieser Zeitspanne das detektierte Fluoreszenzsignal
noch so niedrig, dass sich keine sinnvollen Vergleichsuntersuchungen durchfiihren
lassen. Aus diesem Grund wurde ein anderes Kulturverfahren gewdhlt, bei dem die
Xylose mit in die Hauptkultur hineingegeben und diese fiir 24 h bebriitet wird. Wenn
nicht anders angegeben, wurde dieses Verfahren bei allen weiteren Induktionsversuchen

zugrunde gelegt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3 dargestellt.
Nach 24 h Xyloseinduktion betrug die Fluoreszenz in E.coli 15939 relative

Fluoreszenz-Einheiten (RFU). In Staphylococcus aureus RN4220 wurden 2664 RFU
gemessen, in S. epidermidis 1457 3419 RFU und in der Mutante 1457 M10 2788 RFU.
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Das Fluoreszenzniveau in den verschiedenen Staphylokokkenarten betrug also im Mittel

weniger als ¥4 des in E. coli gemessenen Wertes.

Eine mdgliche Erkldrung fiir diese Beobachtung ist die Tatsache, dass die
Translationseffizienz von heterologem Genmaterial in grampositiven Bakterien haufig
duBerst gering ausfillt (Qazi et al., 2001; Vellanoweth, 1993). Essenticll fiir die
Initiation der Translation an den Ribosomen ist eine starke Bindung der 16S rRNA an
die Shine-Dalgarno-Sequenz des zu translatierenden Gens. Zur Optimierung der
Fluoreszenzeigenschaften des GPF3; in Staphylokokken wurde der Einfluss
verschiedener staphylokokkeneigener SD-Sequenzen auf die Transkriptions- und

Translationseffizienz untersucht.
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Abbildung 3: Graphische Darstellung der quantitativen Fluoreszenzmessung von
pASgfpicaa in E. coli TOP10, S. aureus RN4220, S. epidermidis 1457 und S. epidermidis
1457-M10 nach 24 h Xyloseinduktion angegeben in relativen Fluoreszenzeinheiten

(RFU).

3.2 Klonierung

Um den Einfluss der Shine-Dalgarno-Sequenz auf die Transkriptions- und
Translationseffizienz des GFP in Staphylokokken zu untersuchen, sollte das GFPp3.
unter Vorschaltung vier ausgewihlter Shine-Dalgarno-Sequenzen aus grampositiven

Organismen im Shuttlevektor pAS1 exprimiert werden. Dabei kamen die SD-
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Sequenzen des staphylokokkeneigenen Regulators (sarA, exprimiert in der friih-
exponentiellen Phase, Cheung et al., 1998), der Superoxiddismutase aus S. epidermidis
(sod, exprimiert in der spdt-exponentiellen und stationdren Phase, GenBank-
Zugangsnummer AF462457), des Hémolysin delta (hld; exprimiert in der spét-
exponentiellen und stationdren Phase, GenBank-Zugangsnummer Z49220) sowie die
Konsensus-SD-Sequenz fiir grampositive Bakterien (GC) zum Einsatz (Qazi et al.,

2001; Vellanoweth, 1993). Die Klonierungsstrategie ist in Abbildung 4 dargestellt.

In pAS1 sollte das GFPpu31 unter der Kontrolle von xylA/XyIR, einem
xyloseinduzierbaren Promotor aus Staphylococcus xylosus exprimiert werden (Sizemore
et al., 1991; Tegmark et al., 2000). Seine Verwendung erlaubt die gezielte Steuerung
der Promotoraktivitdt durch Zugabe oder Entzug von Xylose aus dem Medium und
ermdglicht auf diese Weise eine Untersuchung der biologischen Eigenschaften des GFP

unter definierten Bedingungen (Abbildung 6).

Das GFPy3.1 wurde unter Verwendung der forward Primer SD sarA-S, SD GC-S, SD
sod-S, und SD hld-S und des reverse Primers GFPmut3Saclterm amplifiziert. Uber den
forward Primer wurde eine Aval-Schnittstelle und tiber den reverse Primer eine Sacl-
Schnittstelle eingefiigt. Der jeweilige forward Primer determiniert die vor dem
Startcodon des GFP,;.; befindliche SD-Sequenz. Als template diente das Plasmid
pGFPyyu3.1 (Clontech) (Abbildung 5 und 6).

Die Amplifikate wurden in den Vektor pCR2.1 kloniert und diese Konstrukte in E. coli
TOP10 propagiert. Zundchst wurde die Intaktheit des jeweiligen Inserts iiberpriift. Dies
erfolgte durch Amplifikation mit den Primern M13 for und M13 rev, Sequenzierung
und nachfolgender Analyse der Sequenzen mit dem Programm Vector NTI. Es konnte
gezeigt werden, dass das GFP sowie die vor dem Startcodon befindliche SD-Sequenz
und die Schnittstellen ohne Punktmutationen und in korrekter Lage in das Insert

integriert waren.

Das jeweilige Insert wurde aus dem Vektor iiber die Aval- und Sacl-Schnittstellen
herausgeschnitten, durch Gelaufreinigung pripariert und in den durch Aval/Sacl-Verdau
linearisierten Shuttlevektor pAS1 ligiert. Mit den entstandenen Konstrukten wurde

wiederum E. coli TOP10 transformiert.

Die aus E. coli TOP10 praparierten Plasmide pASgQfpsara, PASYfpce, pASgfpsod und
pASgfpng wurden durch Elektroporation in S. aureus RN4220 eingefiihrt. In diesem
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restriktionsdefizienten Wirt erhélt die Plasmid-DNA das fiir Staphylokokken typische

Methylierungsmuster.

Die so modifizierten Konstrukte konnten durch Elektroporation in M12 eingefiihrt
werden. Da die Transformationseffizienz dieses Stammes durch Elektroporation sehr
gering ist, wurde in zwei Fillen (pASgfpsc und pASgfpsed) auf Protoplasten-
transformation zuriickgegriffen. Uber Phagentransduktion wurden die Plasmide aus

M12 in S. epidermidis 1457 tiberfiihrt.

An jeden Transformationsschritt schlossen sich eine Plasmidpriparation sowie ein
Kontrollverdau mit Aval und Sacl an. In der nachfolgenden Gelelektrophorese konnte
durch Vergleich mit dem GroBenstandard jeweils gezeigt werden, dass Plasmid und

Insert in vollstdndiger Form in dem jeweiligen Wirt vorlagen (Abbildung 6B).

3.3 Einfluss von pASgfpsara, PASgfpec, pPASOfpsoq UN
pASgfpnq auf den Biofilm-Phanotyp von S. epidermidis
1457

Das GFP 3.1 soll in S. epidermidis als Reportergen zur Untersuchung von in Biofilmen
exprimierten Genen genutzt werden. Um auszuschlieen, dass die Anwesenheit der
Plasmide oder die Bildung des GFP in xylosehaltigem Medium den biofilm-positiven
Phanotyp von S. epidermidis 1457 beeinflusst, wurde der Biofilm Phénotyp bei
Wachstum unter induzierenden und nicht induzierenden Bedingungen gepriift. Hierzu
wurden die Fahigkeit zur Biofilmbildung der plasmidtragenden Stimme S. epidermidis
1457 x pASQfpsara, pASAfpce, pASYfpsod und pASgfpnig mit der des Wildtyps und der
biofilm-negativen Mutante M10 verglichen. Nach Féarbung wurde die Absorption im
ELISA Processor Il (Behring) bei 570 nm und einer Referenzwellenlénge von 405 nm
bestimmt. Der Biofilm-Phinotyp wurde durch Bildung des Mittelwertes aus 2 x 4
Einzelwerten beurteilt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Strategie zur Klonierung von GFPp,;; in
S. epidermidis 1457. Nach Amplifikation des GFP unter Einfligen von 4 verschiedenen
staphylokokkeneigenen SD-Sequenzen vor dem Startcodon wurden die Amplifikate in
pCR2.1 kloniert und in E. coli TOP10 propagiert. Uber die Restriktionsschnittstellen
Aval (A) und Sacl (S) wurden die Inserts in pASI ligiert. Die Konstrukte wurden
zundchst in E. coli TOP10 kloniert und von dort iiber Elektroporation in den
restriktionsdefizienten Klonierungswirt S.aureus RN4220 und durch Protoplasten-
transformation und Elektroporation in M12 eingefiihrt. Von dort wurden die Plasmide
durch Phagentransduktion in S. epidermidis 1457 {ibertragen. Die Abbildung ist nicht
mallstabsgetreu.
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xyIR gfp

— -

» Start
sarA —-----—- TAGGGAGAGGTTTTAAACLTGCGTAAAGGAGAAGAAC——
GC ----TTAACAAGGAGGAATAAAAAATGCGTAAAGGAGAAGAAC--
sod ---ATTTTAGGAGGATGATTATTTATGCGTAAAGGAGAAGAAC--
hid ——---- TTCGAAAGGAGTGAAGTTATGCGTAAAGGAGAAGAAC--

icaA ACGCCTCGGGAGGTAGGTGAAAAAATGCGTAAAGGAGAAGAACTT

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Region vor dem Startcodon (fett) des
GFPui.1 integriert in pAS1. Man erkennt die Sequenzunterschiede der in den forward
Primer integrierten SD-Sequenzen. XyIR steht fiir das Gen des Xyloseoperons aus
S. xylosus. Die Abbildung ist nicht maBstabsgetreu.

M pASgfpsan  PASgfpse pASgfpsoa  pASgfphia

g P, 872 bp

Abbildung 6: (A) Schematische Darstellung des Plasmids pAS1 sowie der iiber die
Restriktionsschnittstellen Aval (A) und Sacl (S) integrierten Inserts bestehend aus
Ofpmu.1 unter Voranstellung der SD-Sequenzen von sarA, sod und hld sowie der
Konsensus-SD-Sequenz fiir grampositive Bakterien GC. Tet® und Amp® kodieren fiir
Resistenzen gegen Tetracyclin zur Selektion in Staphylokokken und gegen Ampicillin
zur Selektion in E. coli. XyIR steht fiir das Gen des xyloseinduzierbaren Promotors aus
S. xylosus (Sizemore et al.). MCS = multiple cloning site. Die Abbildung ist nicht
malBstabsgetreu. (B) Elektrophoretische Auftrennung einer mit Aval und Sacl verdauten
Praparation von pASgfpsara, pASOfpce, pASYfpsos und pASgfpng aus E. coli TOP10.
Das kleine Fragment reprisentiert das herausgeschnittene gfp mit der jeweiligen SD-
Sequenz. Als GroBenstandard (M) wurde ein Mix aus HindIIl gespaltener A-DNA und
Haelll gespaltener ¢X174-DNA (Finnzyme) verwendet.
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Sowohl in xylosefreiem als auch in xylosehaltigem Medium zeigen die
plasmidtragenden Stdmme einen eindeutig biofilm-positiven Phanotyp. Auch die
Positivkontrolle S. epidermidis 1457 ist in beiden Medien deutlich biofilm-positiv, die
Negativkontrolle M10 biofilm-negativ. Hierbei galt ein cut off von As; 0,1 als

Trennpunkt zwischen biofilm-positivem und -negativem Phéinotyp.

Es konnte mithilfe dieses Tests gezeigt werden, dass weder xylosehaltiges Medium
noch die Plasmide selbst oder die Bildung von GFP Einfluss auf den biofilm-positiven
Phénotyp von S. epidermidis 1457 nehmen. Das zu untersuchende Merkmal wird durch
die Anwesenheit des Reportergens nicht beeinflusst. Somit sind die grundsitzlichen
Vorbedingungen erfiillt, um weitere Untersuchungen der vorliegenden GFP-Konstrukte

beziiglich ihrer Eigenschaften als Reportergene durchfiihren zu kénnen.

B mit Xylose
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Abbildung 7: Graphische Darstellung eines semiquantitativen Biofilmtests der
plasmidtragenden Stamme S. epidermidis 1457 x pASgfpsara, PASYfPGe, pASOfpsog und
pASgfpng in TSBpgr mit und ohne Zusatz von 2% Xylose im Vergleich zu
S epidermidis 1457 Wildtyp und zu seiner biofilm-negativen Mutante M10. Die
Messung der Absorption erfolgte im ELISA Processor II (Behring) bei 570 nm. Dabei
galt ein cut off von As7y 0,1 als Trennpunkt zwischen biofilm-positivem und -negativem
Phénotyp.
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3.4 Messung der Fluoreszenz

Die vorliegenden Konstrukte pASgfpsara, pASOfpce, pASfpsod und pASgfpnig sollten in
S.aureus RN4220, M12 und S. epidermidis 1457 unter induzierten Bedingungen
hinsichtlich der Intensitit und in S. epidermidis 1457 beziiglich der Homogenitit des

resultierenden Fluoreszenzsignals charakterisiert werden.

Die quantitative Fluoreszenzanalyse erfasst die Gesamtkonzentration des in der Probe
vorhandenen GFP. Mit der qualitativen Untersuchung unter dem Fluoreszenzmikroskop

lasst sich die Verteilung der gfp-Expression in einer Bakterienpopulation beurteilen.

3.4.1 Quantitative Fluoreszenzanalyse
Die Fluoreszenzintensitit der Konstrukte pASQfpsara, pASgfpce, pASQfpsed und

pASgfpng wurde vergleichend in den Staphylokokkenstimmen S. aureus RN4220,
S. epidermidis 1457 und in der biofilm-negativen Mutante M12 durch quantitative

Fluoreszenzmessung im Fluorometer untersucht.

Dazu wurde die Fluoreszenzintensitit nach 24 h Xyloseinduktion im Vergleich zur nicht
induzierten Kontrolle sowie im Vergleich zum nicht plasmidtragenden Originalstamm
quantitativ im Fluorometer gemessen. Die dargestellten Ergebnisse beruhen jeweils auf
drei unabhingigen Experimenten, bei denen pro Messzeitpunkt drei Messwerte erhoben

wurden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 8 dargestellt.

Der Vergleich der Fluoreszenzintensitit zwischen nicht induziertem plasmidtragendem
und nicht plasmidtragendem Originalstamm zeigen keinerlei Unterschiede. Die
Fluoreszenzintensitdt des nicht induzierten plasmidtragenden Stammes {ibersteigt nicht
das Niveau der Eigenfluoreszenz der Bakterien. Das bedeutet, dass xyIR offensichtlich
in Abwesenheit von Xylose nahezu vollstindig reprimiert ist und keinerlei GFP-

Transkription stattfindet.

Fiir die Berechnung der relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) wurde daraufhin als
Referenzwert die Intensitdt der nicht induzierten plasmidtragenden Stimme zugrunde
gelegt. In dieser Formel (RFUcor = RFUinduziert/ ODinduziert — RF Unicnt induziert/ODnicht induziert)
werden die Messwerte zur optischen Dichte (OD) und der Eigenfluoreszenz der

Bakterienkultur (RFU picht induziert) in Beziehung gesetzt.

Einheitlich in allen verwendeten Staphylokokkenstimmen zeigen pASQfpsara und

pASgfpsec ein duBerst schwaches Fluoreszenzsignal, das kaum das Niveau der
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Eigenfluoreszenz der nicht xyloseinduzierten Kontrolle iibersteigt. In S. epidermidis
1457 sind es 152 RFU fiir pASgfpsara, fiir pASgfpse 36 RFU; in M12 werden 258 RFU
bzw. 291 RFU gemessen. In S. aureus RN4220 betrigt die Fluoreszenzintensitét fiir
PASYfpsara 291 RFU und fiir pASgfpse 60 RFU.

Mit pASgfpsod wurden in S. aureus RN4220 698 RFU und in M12 749 RFU gemessen,;
in S. epidermidis 1457 sind es 3909 RFU. Der in S. epidermidis 1457 gemessene Wert
liegt damit etwa Sfach hoher als in S. aureus RN4220 und M12. Vergleicht man die
Fluoreszenzstirke von S. epidermidis 1457 x pASgfpses mit S. epidermidis 1457 x
pPASYfpsara, so liegt der Wert fiir pASgfpsos 26fach hoher als fiir pASgfpsara. Der
Vergleich mit pASgfpgce ergibt eine 109fach hohere Fluoreszenzstirke fiir pASgfpsoq.

Das Konstrukt pASgfpnig erbrachte einheitlich in allen untersuchten Wirten eine deutlich
hohere Fluoreszenzintensitit als die anderen Plasmide. In S. aureus RN4220 betrug die
Fluoreszenz 7154 RFU, in M12 7583 RFU und in S. epidermidis 1457 7465 RFU. Stellt
man die Fluoreszenzstirke von S. epidermidis 1457 x pASgfpng und pASgfpsara,
gegeniiber, so leuchtet pASgfpng 49fach stirker als pASQfpsara. Im Vergleich zu
pASgfpge ldsst sich eine 207fache Verstirkung berechnen. Im Vergleich zu
S. epidermidis 1457 x pASgfpsoq ist die Fluoreszenzintensitit verdoppelt.

Zusétzlich erfolgte eine statistische Auswertung der Fluoreszenzunterschiede zwischen
den Konstrukten. Es sollte geklart werden, ob die gemessenen Differenzen zwischen
dem stark fluoreszierenden pASgfpng einerseits und den Konstrukten pASgfpsara,
pASQOfpce, pASOfpsed andererseits statistisch signifikant sind. Diese Berechnung wurde
getrennt in jedem verwendeten Wirt mit dem Programm WinSTAT unter Verwendung

des U-Testes (Mann-Whitney) durchgefiihrt.

Es ergibt sich sowohl in S. aureus RN4220 als auch in M12 und in S. epidermidis 1457
jeweils ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Fluorezenzintensitit von
PASGfphig zu pASgfpsara, PASYfpGe oder pASgfpsed von p < 0,001.

Aus der Gegeniiberstellung von S. epidermidis 1457 x pASgfpng (7465 RFU) und dem
urspriinglich verwendeten Konstrukt S. epidermidis 1457 x pASgfpmus.1 (3419 RFU)
ergibt sich, dass das Einfiigen der hld-SD-Sequenz vor dem GFP Startcodon zu einer
Verdoppelung der Fluoreszenzintensitdt im Vergleich zu pASQfpmys. gefiihrt hat. Die
sod-SD-Sequenz (3909 RFU in S. epidermidis 1457) wiederum hat zu keiner

Verstarkung des Fluoreszenzsignals im Vergleich zu pASQfpmus.; gefiihrt, wihrend in
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den die sarA-SD-Sequenz (152 RFU) und die Konsensus-SD-Sequenz (GC) (36 RFU)

tragenden Konstrukten eine Verminderung der Fluoreszenzintensitét eingetreten ist.

Die hier vorgestellten Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung der SD-Sequenz vor
dem GFP-Startcodon fiir das resultierende quantitative Fluoreszenzsignal in
Staphylokokken, und zeigen, dass durch Modifikationen in diesem Bereich

Optimierungen des Fluoreszenzniveaus moglich sind.
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Abbildung 8: Graphische Darstellung der quantitativen Fluoreszenzanalyse von
PASgfpsara, PASOfpGe, pASQfpsods und pASgfpng in S.aureus RN4220, M12 und
S. epidermidis 1457 nach 24 h Xyloseinduktion.

3.4.2 Qualitative Fluoreszenzanalyse
Die Intensitit und Homogenitét des Fluoreszenzsignals der vier Konstrukte pASgfpsara,

PASgfpce, pASYfpsod und pASgfphig in S. epidermidis 1457 wurde qualitativ unter dem
Fluoreszenzmikroskop unter identischen Induktionsbedingungen und bei identischer
Anregung untersucht. Hierzu wurden die Bakterien nach 24 h Xyloseinduktion auf

Fluoreszenzobjekttriger aufgetragen und fixiert. Die Ergebnisse zeigt Abbildung 9.

S. epidermidis 1457 x pASgfpsara zeigt vereinzelt schwach leuchtende Bakterienzellen,

wobei die Mehrheit der Zellen kein Fluoreszenzsignal aussendet. Das Konstrukt
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pASgfpse zeigt in S. epidermidis 1457 gar kein Fluoreszenzsignal. S. epidermidis 1457
X pASQfpsed prisentiert ein inhomogenes Bild einer vorherrschend schwachen
Fluoreszenz aller Bakterienzellen, wihrend einige wenige stirker fluoreszierende Zellen
sichtbar sind. Mit dem Konstrukt pASQfpng entsteht in der Mehrzahl der
Bakterienzellen eine starkes Fluoreszenzsignal, das eine deutliche Unterscheidung von
Einzelzellen zuldsst. Dazwischen erkennt man einzelne schwécher leuchtende Zellen.
Neben einer hoheren Intensitdt ldsst sich erkennen, dass die Intensitdtsunterschiede
zwischen den Einzelzellen mit pASgfpng geringer sind als bei pASgfpsara und
PASQfpsod, wodurch das Zellbild insgesamt homogener ist.

Der Vergleich der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung in S. epidermidis 1457
mit der quantitativen Messung zeigt, dass das mikroskopisch sichtbare
Fluoreszenzniveau insgesamt mit dem quantitativen korrespondiert. Mit dem Konstrukt
pASQYfpnig lieBen sich quantitativ die hochsten Werte messen, bei Untersuchung mit dem
Fluoreszenzmikroskop entsprechend qualitativ die hochste Fluoreszenzintensitit.
pASOfpsara und pASQfpsc weisen in beiden Methoden ein kaum messbares
Fluoreszenzsignal auf, pASgfpsog liegt jeweils in einem mittleren Bereich zwischen den
bereits beschriebenen. Gleichzeitig wird deutlich, dass bei der Auswahl eines
Konstruktes fiir die Verwendung in der Fluoreszenzmikroskopie nicht allein der
quantitative Gesamtwert der fluorometrischen Messung zugrunde gelegt werden kann.
Das Vorhandensein eines homogenen Fluoreszenzsignals innerhalb einer
Bakterienpopulation ist fiir die spitere Anwendung als Expressionsmarker von

entscheidender Bedeutung.
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Abbildung 9: Aufnahmen der Konstrukte pASgfpsara, pASYfpce, pASgfpsos und
pASgfpng in  S.epidermidis 1457 nach  Xyloseinduktion unter dem
Fluoreszenzmikrokskop (Exzitation 488 nm, Emisssionspektrum 500—-600 nm) bei
identischer Laserleistung. Abb. A-D: Durchlichtmikroskopische Aufnahme Abb. E-H:
Aufnahme des gleichen Bildausschnittes unter Laseranregung. Vergréferung 1000fach.
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3.5 Transkriptions- und Translationsanalyse

Untersuchungen der RNA und des Gesamtproteins von S. epidermidis 1457 x
PASYfPsara, pASAfpce, pASOfpsos und pASgfpnig sollten priifen, welchen Einfluss die
verwendeten Shine-Dalgarno-Sequenzen auf die Transkriptions- und Translations-
effizienz des GFPnu31 haben, um so die Ursache fiir die wunterschiedliche
Fluoreszenzintensitdt der Konstrukte zu finden. Die Transkriptionseffizienz wurde mit
Northernhybridisierung und real time PCR {iiberpriift, und die Translationseffizienz mit

einem spezifischen anit-GFP Antikdrper im semiquantitativen Westernblot untersucht.

3.5.1 Relative Transkriptionsanalyse von gfpmutz.1 in S. epidermidis 1457
Zunichst wurde die Transkriptionseffizienz des GFP in der exponentiellen und der

stationdren Wachstumsphase nach 6 und nach 24 h Xyloseinduktion sowie im Vergleich
zur nicht induzierten Kontrolle untersucht. Hierfiir wurde RNA aus S. epidermidis 1457
X pASQOfpsara, PASOfpGe, pASOfpsos und pASYfpnig prapariert. Nach Bestimmung der
RNA-Gesamtmenge wurde eine Verdiinnungsreihe der auf eine identische RNA-
Gesamtkonzentration  eingestellten  Pridparationen  zunidchst elektrophoretisch
aufgetrennt, dann geblottet und unter Verwendung einer DIG-markierten, GFP-
spezifischen Sonde (primer GFP for und GFP rev) durch Northernhybridisierung
untersucht. Mit dieser Methode liel sich keine GFP-Transkription nachweisen.
Moglicherweise reicht die Sensitivitdt dieser Technik nicht aus, um das gfp-Transkript

nachzuweisen.

Deshalb wurde die real time-PCR fiir weitere Transkriptionsuntersuchungen ausgewéhlt
(primer gfp foricycl und gfp revicycl). Als Referenzwert diente jeweils die
Transkription des konstitutiv exprimierten Gens gyrB (primer gyrB reall und gyrB
real2). Unterschiede wurden mit der 2**“T-Methode (Livak und Schmittgen, 2001)
berechnet, wobei eine > 2,5fach erhohte oder verminderte Transkription als signifikant
galt. Die dargestellten Ergebnisse beruhen auf drei unabhidngigen Experimenten, bei
denen fiir jedes Konstrukt und dessen Referenzwerte jeweils ein 3fach-Ansatz gewahlt
und der Mittelwert der Einzelergebnisse berechnet wurde. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 7 dargestellt. Angegeben ist jeweils der Faktor, um den die gfp-Transkription
der Konstrukte pASgfpsara, pASgfpsec und pASgfpsed im Vergleich zu pASgfpnig erhoht
oder vermindert ist. Zusatzlich wurde die Effizienz des Xyloseoperons in pASgfpng

nach Induktion mit Xylose gepriift.
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Die Berechnungen zeigen fiir die Konstrukte pASgfpsara, pASOfpcec und pASgfpseg in
der exponentiellen und der stationdren Wachstumsphase eine im Vergleich zu pASgfpng
geringfiigig erniedrigte Transkriptionseffizienz des GFP. Insgesamt sind die
Differenzen als nicht signifikant anzusehen und reichen nicht aus, um die
unterschiedlichen Fluoreszenzintensitdten der Konstrukte zu erkliaren. Nach Zugabe von
Xylose steigt die gfp-Transkription im Konstrukt pASgfpng in der exponentiellen
Wachstumsphase im Vergleich zur nicht induzierten Kontrolle um das 60fache an. Nach
24 h Induktion betragt sie das 32fache. Aus der Tatsache, daf3 sich auf der Ebene der gfp
Transkription keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Konstrukten
finden, kann geschlossen werden, dass die Effizienz des Xyloseoperons auch bei
PASYfpsara, pASOfpse und pASgfpsed jeweils auf einem vergleichbaren Niveau liegt.
Gleichzeitig weisen die Daten auf die gute Steuerbarkeit des Pomotors hin, die fiir eine
sinnvolle Charakterisierung eines Reportergens unabdingbar ist. Dies bedeutet, dass
unter Abwesenheit des Induktors keine oder nur eine duflerst geringe Expression des zu
untersuchenden Gens stattfindet, wihrend es gleichzeitig zu einer effektiven

Transkription unter induzierten Bedingungen kommt.

Tabelle 7: Transkriptionsanalyse von gfpmys.; in S. epidermidis 1457

relative Transkription im Vergleich zu pASgfpng

Konstrukt / Zeitpunkt | nach 6 h Xyloseinduktion | nach 24 h Xyloseinduktion
PASYfPsara -1,93 + 0,84 1,77 0,77

pASgfpse -1,72£0,24 -1,68 £ 0,88

PASGPsod -1,31 0,67 1,71 £ 0,81

pASYfphig nicht induziert | -60,6 + 41,98 32,73 + 6,97

® Die relative Transkription wurde entsprechend der 2““T-Methode (Livak und
Schmittgen, 2001) zu 2 Zeitpunkten berechnet. Es ergibt sich ein Faktor, um den die
Transkription im Vergleich zur jeweiligen BezugsgroBe (hier pASgfpnig nach 6 und 24 h

Induktion) erhoht oder erniedrigt ist.
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3.5.2 Semiquantitative Translationsanalyse von GFPyut3.1
Der Einfluss der unterschiedlichen SD-Sequenzen auf die Translationseffizienz des

GFP 3.1 wurde in S. epidermidis 1457 unter induzierten und unter nicht induzierten
Bedingungen untersucht. Hierzu wurde nach 24 h eine Gesamtprotein-Priparation der
Stimme S. epidermidis 1457 x pASgfpsara, pASOfpce, pASYfpsods und pASgfpnid
durchgefiihrt. Eine Verdiinnungsreihe der auf eine gleiche Gesamtproteinkonzentration
von 1 pg eingestellten Priaparationen wurde elektrophoretisch aufgetrennt und geblottet.
Das GFPp,31 wurde mit einem Kaninchen-Anti-GFP-Antikorper sowie einem
alkalische-Phosphatase-konjugierten Anti-Kaninchen-IgG detektiert. Durch diesen
Versuchsaufbau ergibt sich die Moglichkeit, semiquantitativ Konzentrations-
unterschiede des GFPp,3. zwischen den Konstrukten durch Intensititsvergleich der
Banden festzustellen. Diese lassen Riickschliisse auf den Einfluss der Shine-Dalgarno-
Sequenz auf die Translationseffizienz zu. Die Ergebnisse zeigt Abbildung 10. Das GFP
stellt sich als 30 kDa grofles Protein dar. Bereits in der ersten Verdiinnungsstufe von
1 ug Gesamtprotein erkennt man deutliche Unterschiede in der Intensitidt der Banden.
Die niedrigste Intensitét findet sich bei pASgfpgc, die hochste bei pASgfpnig. Dort findet
sich als Ausdruck einer extremen GFP-Konzentration oberhalb der 30 kDa-Bande des
GFPu3.1 eine weitere Bande, bei der es sich um multimere Zusammenlagerungen von
GFP handelt. In der zweiten Verdiinnungsstufe von 0,1 pg Gesamtprotein ist bei
pASQfpcc keine Bande mehr sichtbar. In der dritten Verdiinnungsstufe von 0,01 pg
Gesamtprotein zeigt lediglich pASgfpnig noch eine schwache Bande. Es ergibt sich also
eine 100fach hohere Translationseffizienz des GFP3; im Konstrukt pASgfphg im
Vergleich zu pASgfpse. Im Vergleich zu pASgfpsara und pASgfpsoeg ist sie verzehnfacht.
Unter nicht induzierten Bedingungen ldsst sich kein GFP-spezifisches Signal

nachweisen.

Der Vergleich der durch Westernblot erhobenen Daten mit denen der quantitativen
Fluoreszenzuntersuchung zeigt, dass sich die fluorometrisch gewonnenen Befunde in
dieser Methode widerspiegeln. Das am stidrksten leuchtende Konstrukt pASgfpng zeigt
unter gleichen Kulturbedingungen im Westernblot die hochste GFP-Konzentration.
Somit ldsst sich die erhohte Fluoreszenzintensitit dieses Konstruktes auf eine

verbesserte Translationseffizienz zurickfiihren.
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Zudem weisen die Daten auf die gute Steuerbarkeit des Pomotors hin. Unter
Abwesenheit des Induktors findet sich keine messbare Translation des zu
untersuchenden Gens bei gleichzeitig effektiver Transkription und Translation unter

induzierten Bedingungen.
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Abbildung 10: Semiquantitativer Westernblot von S. epidermidis 1457 x pASgfpsara,
pASgfpce, pASQfpsod und pASgfpng. Untersuchung der Translationseffizienz des
GFPyus1 in drei Verdlinnungsstufen des Gesamtproteins mit einem Anti-GFP-
Peptidantikorper unter induzierten und nicht induzierten Bedingungen. Der Doppelpfeil
weist auf eine schwache Bande von S. epidermidis 1457 x pASgfpng bei einer
Gesamtproteinkonzentration der Probe von 0,01 pg hin.

3.6  Charakterisierung von GFP,u.1 in Staphylokokken

Fir die Anwendung des GFPn.3, als Expressionsmarker beim Monitoring einer
Transkriptionsdynamik sind der Zeitraum zwischen Promotorinduktionsbeginn und
Erreichen eines messbaren Fluoreszenzsignals und die Halbwertszeit im Hinblick auf
die Sensitivitdt und Flexibilitdt des Reportergens von besonderem Interesse. Qualitative
und quantitative Fluoreszenzmessungen sowie Untersuchungen der Translations-
effizienz demonstrieren, dass die Insertion der hld-SD-Sequenz vor dem gfp-Startcodon
zu einer optimierten Expression in S. epidermidis fithrt. Unter diesen Bedingungen
konnten nun die biologischen Eigenschaften des GFPyu3.1 in diesem Stamm nédher
charakterisiert werden. Messungen der Dynamik der Fluoreszenzintensitit nach Zugabe
und Entzug von Xylose aus dem Medium sollten Aufschluss iiber die Synthese- und
Faltungsgeschwindigkeit zum biologisch aktiven Molekill und die Abbau-
geschwindigkeit des GFP in S. epidermidis 1457 und S. aureus RN4220 geben. Zudem
wurden die Fluoreszenzeigenschaften innerhalb eines S. epidermidis 1457 Biofilms

untersucht.
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3.6.1 Messung des Anstiegs der Fluoreszenzintensitat nach Xylose-
induktion

Um abschdtzen zu konnen, iiber welchen Zeitraum hinweg eine Induktion des
Promotors notwendig ist, um ein eindeutiges Fluoreszenzsignal detektieren zu konnen,
wurde die Fluoreszenzintensitit quantitativ und qualitativ in stiindlichen Intervallen
nach Zugabe von Xylose gemessen. Eine Schiittelkultur von S. epidermidis 1457 x
pASgfpnig der stationdren Wachstumsphase wurde mit Xylose versetzt, und einer
fluorometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung zugefiihrt. Zusétzlich
wurde eine quantitative Messung des Anstiegs der Fluoreszenzintensitit nach Zugabe
von Xylose in S.aureus RN4220 x pASgfpng durchgefiihrt. Die Ergebnisse der
fluorometrischen Untersuchung beruhen jeweils auf drei unabhingigen Experimenten,
bei denen pro Messzeitpunkt drei Messwerte erhoben wurden. Die Berechnung der
relativen Fluoreszenz-Einheiten (RFU) erfolgte nach der Formel RFUgq;
RFUinduziert/ODinduziert — RFUnicht induziert/ ODnicht induzier. Die  Ergebnisse sind in den
Abbildungen 11 und 12 dargestellt.

Die fluorometrische Untersuchung von S. epidermidis 1457 x pASgfpng zeigt einen
linearen Anstieg der Fluoreszenzintensitit nach Zugabe von Xylose. Sie liegt 8 h nach
Induktion bei einem Wert, der der Hilfte der maximal erreichbaren Fluoreszenz-
intensitdt entspricht. Bei Betrachtung unter dem Fluoreszenzmikroksop erkennt man im
zeitlichen Verlauf einen deutlichen Anstieg der Fluoreszenzintensitit nach Induktion,
wobei nach 4 h erstmals ein Fluoreszenzsignal detektiert werden kann. Zu diesem
Zeitpunkt zeigt sich ein heterogenes Zellbild. Einige Bakterienzellen leuchten deutlich
heller als andere, wobei sich nach 8-10 h Induktion die Leuchtintensitiat der Zellen

untereinander weitgehend angeglichen hat.

Im Gegensatz zu S.epidermidis 1457 kommt es nach Induktion einer stationiren
Schiittelkultur von S. aureus RN4220 x pASgfpng nicht zu einem Anstieg der
Fluoreszenzintensitit. Die Werte bleiben iiber den gesamten Messzeitraum hinweg in
einem Bereich nahe der FEigenfluoreszenz der Bakterien. Im Rahmen der
Charaktertisierung der GFP-Konstrukte (Kap. 3.4) konnte allerdings gezeigt werden,
dass unter Kuturbedingungen, bei denen die Xylose direkt zur Hauptkultur dazugegeben
wurde, das resultierende Fluoreszenzniveau in S. aureus dem Niveau von S. epdermidis

entsprach.
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Abbildung 11: Graphische Darstellung des Anstiegs der Fluoreszenzintensitiat nach
Zugabe von Xylose zu einer stationdren Kultur von (A) S. aureus RN4220 x pASgfpniq
und (B) S. epidermidis 1457 x pASgfpnd angegeben in relativen Fluoreszenzeinheiten
(RFU).
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Abbildung 12: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von S. epidermidis 1457 x
pASQgfpng unter induzierten Bedingungen 2, 4, 8, und 10 Stunden nach Zugabe von
Xylose zu einer stationdren Kultur (Exzitation 488 nm, Emissionsspektrum 500-600
nm) bei identischer Laserleistung. Abb. A-D: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
Abb. E-H: Durchlichtmikroskopische Aufnahme des gleichen Bildausschnittes
VergroBerung 1000fach.
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3.6.2 Messung der Halbwertszeit von GFPpy3.1 in S. epidermidis 1457
und S. aureus RN4220

Die Halbwertszeitmessung wurde in S. epidermidis 1457 pASgfpne und S. aureus
RN4220 pASgfpng durchgefiihrt. Nach 24 h Induktion wurden die Zellen zur
Repression der Promotoraktivitit in xylosefreiem Medium aufgenommen. Die
Fluoreszenzintensitédt in stiindlichen Intervallen quantitativ im Fluorometer gemessen.
Die Berechnung der relativen Fluoreszenz-Einheiten (RFU) erfolgte nach der Formel

RFUcorr = RFUinduziert/ ODinduziert - RFUnicht induziert/ ODnicht induziert.

Die Halbwertszeit des GFP 3.1 wurde nach der Formel Ty, = —In2/u (Andersen et al.)
berechnet, wobei p die Steigung der Kurve reprisentiert, die in der allgemeinen Formel
fiir negatives exponentielles Wachstum eine Abnahmegeschwindigkeit beschreibt. Die
dargestellten Ergebnisse beruhen jeweils auf drei unabhingigen Experimenten, bei
denen pro Messzeitpunkt drei Messwerte erhoben wurden. Parallel zur quantitativen
Fluoreszenzmessung wurde die Halbwertszeit des GFP,3, in S. epidermidis 1457 x
pASgfpnig unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Ergebnisse sind in den

Abbildungen 13 und 15 illustriert.

Nach Entzug der Xylose aus dem Medium zeigt die quantitative Messung sowohl in
S. epidermidis 1457 als auch in S. aureus RN4220 iiber die Zeit cine deutliche
Abnahme der Fluoreszenzintensitit, die einer negativ exponentiellen Dynamik folgt.
Der Abfall der Kurve betrigt fiir S. epidermidis 1457 —0,0998 min™ und fiir S. aureus
RN4220 -0,1249 min”'. Somit lieB sich fiir S. epidermidis 1457 x pASgfpng eine
Halbwertszeit von 6 h 57 min und in S. aureus RN4220 x pASgfpng von 5h 33 min
berechnen. Auch fluoreszenzmikroskopisch ldsst sich der Abfall der Fluoreszenz-
intensitdt nachvollziehen. 3 und 6 h nach Entzug der Xylose aus dem Medium erkennt

man jeweils einen deutlichen Intensitéitsabfall.

Die hier erhobenen Daten stehen im Kontrast zu Ergebnissen aus E. coli, in dem eine
Halbwertszeit von mehr als 24 h beschrieben ist (Andersen et al., 1998). Mogliche
Ursachen hierfiir sind ein beschleunigter proteolytischer Abbau oder die Entfaltung des

Molekiils, der mit dem Ubergang in eine inaktive Form einhergeht.

Um eine Erklarung fiir die verminderte Halbwertszeit in S. epidermidis 1457 zu finden,
wurde eine Translationsanalyse von GFPp,s3; mittels Westernblot zu verschiedenen

Zeitpunkten nach Repression der Promotoraktivitdt durchgefiihrt.



Ergebnisse 71

Hierzu wurde eine Gesamtproteinpréaparation aus S. epidermidis 1457 x pASgfpng nach
24 h Xyloseinduktion sowie 8, 10 und 24 h nach Entzug der Xylose aus dem Medium
durchgefiihrt und zur Kontrolle die Fluoreszenz zu diesen Zeitpunkten quantitativ
bestimmt. Die Proben wurden jeweils auf eine gleiche Gesamtproteinkonzentration von
1 und 10 pg eingestellt, elektrophoretisch aufgetrennt und geblottet. Das GFPy.1
wurde mit einem Kaninchen-Anti-GFP-Antikérper sowie einem Meerrettich-
Peroxidase-konjugierten Anti-Kaninchen-IgG gekoppelt und durch Chemilumineszenz-
Detektion dargestellt. Durch diesen Versuchsaufbau ergibt sich die Moglichkeit,
semiquantitativ. Konzentrationsunterschiede zwischen den Préparationszeitpunkten

festzustellen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 dargestellt.

Vergleicht man die Intensitdt der Banden zu den verschiedenen Zeitpunkten nach
Entzug der Xylose aus dem Medium, so kann man einen Abfall der Intensitit
feststellen. Zum Zeitpunkt Null bei Aufnahme in xylosefreies Medium erkennt man
eine hohe Intensitit, die nach 8 und 10 h jeweils deutlich abnimmt. Diese Abnahme ist
auf eine geringere GFP-Konzentration in der Probe zuriickzufiihren, die am ehesten auf
dem Abbau durch Proteasen beruht. Diese Befunde korrespondieren mit dem
fluorometrisch gemessenen Abfall der Fluoreszenzintensitdt von 5336 RFU auf 2257

RFU nach 8 h und 1830 RFU nach 10 h.

Nach 10 h kommt es zu einer Dissoziation der Abnahme der Fluoreszenzintensitit im
Vergleich zur Proteindegradation. Wihrend die Fluoreszenzintensitédt weiter bis auf das
Niveau der Eigenfluoreszenz der Bakterien abnimmt, ist in diesem Zeitraum kein
Proteinabbau im Westernblot zu verzeichnen. Die Ergebnisse lassen darauf schliefen,
dass der Abfall der Fluoreszenzintensitit hauptsichlich auf den Abbau des GFP durch
Proteasen zuriickzufiihren ist. Daran anschliefend 148t sich der Fluoreszenzabfall im
Hinblick auf die FErgebnisse des Westernblot am ehesten durch funktionelle

Inaktivierung im Sinne von Entfaltung erkléren.
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Abbildung 13: Graphische Darstellung der Halbwertszeitmessung von GFPp;. 1 in (A)
S. epidermidis und (B) S. aureus RN4220 x pASgfpng. Nach Entzug der Xylose aus
dem Medium erfolgte eine stiindliche Messung der Fluoreszenzintensitit sowie eine
Berechnung der Halbwertszeit (T;,) nach der Formel T, = —In2/p als Funktion der
Fluoreszenzintensitit iiber die Zeit.
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Abbildung 14: Semiquantitativer Westernblot von S. epidermidis 1457 x pASgfpnia.
Untersuchung der Konzentration des GFP 3.1 zum Zeitpunkt Null nach 24 h Induktion
sowie 8, 10 und 24 h nach Entzug der Xylose aus dem Medium. Es sind jeweils zwei
Verdiinnungsstufen des Gesamtproteins (1:1 und 1:10) aufgetragen worden. Die
Darstellung GFP-spezifischer Banden erfolgte durch Chemilumineszenz-Detektion. K
steht fiir Negativkontrolle ohne Zugabe von Xylose.
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Abbildung 15: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von S. epidermidis 1457 x
pASgfpnis nach Entzug der Xylose aus dem Medium (Exzitation 488 nm
Emissionsspektrum 500-600 nm) bei identischer Laserleistung. Die Bilder wurden nach
24 h Induktion sowie 3 und 6h nach Entzug der Xylose aus dem Medium
aufgenommen. Abb. A-C: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen Abb. D-F:
Zugehorige durchlichtmikroskopische Aufnahmen. VergroBerung 1000fach. Auf den
durchlichtmikroskopischen Aufnahmen ist eine mehrschichtige Lagerung der Bakterien
zu erkennen. Dies bedingt, dass sich nicht alle Bakterienzellen in der gleichen optischen
Ebene befinden. Somit erscheint die Fluoreszenzintensitit der in einer tieferen Ebene
gelegenen Zellen in den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen weniger ausgepragt
und das Gesamtbild dadurch heterogen.
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3.6.3 Untersuchung der Fluoreszenzintensitat von GFPq3.1 innerhalb
eines S. epidermidis Biofilms

Der Ubergang von einer planktonischen in eine sessile Lebensform geht mit
Verteilungsunterschieden von Néhrstoffen und Sauerstoff innerhalb des Biofilms einher
(Kjelleberg und Molin, 2002). Die Synthese von GFP ist ein Vorgang, der sowohl von
wirtsabhédngigen als auch von dufleren Faktoren beeinflusst wird. Die Anwesenheit von
ausreichend Sauerstoff ist dabei von entscheidender Bedeutung (Tsien, 1998). Um zu
tiberpriifen, ob die Expression von GFP in verschiedenen Schichten des Biofilms durch
die unterschiedliche Nihrstoffverteilung beeinflusst wird, wurde ein unter induzierten
Bedingungen angeziichteter Biofilm von S. epidermidis x pASgfpng unter dem
konfokalen Laserscanning-Mikroskop untersucht. Die Anzucht erfolgte in Poly-L-Lysin
beschichteten Glasbodenzellkulturschalen unter Zugabe von 2% Xylose. Die
Untersuchung des Biofilms wurde unter dem konfokalen Laserscanning-Mikroskop
TCS SP2 AOBS durchgefiihrt, wobei die Anregung bei einer Wellenldnge von 488 nm
stattfand, und Licht der Wellenldnge 500-600 nm detektiert wurde. Unter Verwendung
des Programms Leica Confocal Software (Leica) wurde eine dreidimensionale
Darstellung aus den resultierenden Einzelbildern anfertigt, die den Biofilm ausgehend
von der basalen Zellschicht in seiner rdumlichen Ausdehnung zeigt. Im unteren
Abschnitt des Bildes ist die vertikale Ausdehnung zu sehen, der seitliche Abschnitt
bildet die Tiefenausdehnung des Biofilms in der Zellkulturschale ab und im mittleren
Teil ist die Bodenschicht dargestellt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16 dargestellt.
Nach 24 h Induktion ist ein Fluoreszenzsignal sichtbar, das in allen Schichten des
Biofilms nachweisbar ist. Die Verteilung des Fluoreszenzsignals innerhalb des Biofilms
zeigt, dass die gegebenen Unterschiede im Sauerstoffangebot mit geringeren
Konzentrationen insbesondere in den basalen Schichten des Biofilms die GFP-Synthese
und -Faltung unter induzierten Bedingungen nicht beeintrdachtigen. Diese Befunde
decken sich mit Erfahrungen aus Experimenten in Biofilmen gramnegativer Bakterien
(Sternberg et al., 1999). Unter diesen Voraussetzungen stellt GFP,,3.1 als Reportergen
ein  geeignetes Instrument dar, um Aussagen iiber Anderungen der
Transkriptionseffizienz zu untersuchender Gene im Rahmen von Expressionsstudien im

Verlauf der S. epidermidis Biofilmbildung zu treffen.
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Abbildung 16: Dreidimensionale Darstellung eines Biofilms von S. epidermidis x
pASgfpng unter induzierten Bedingungen nach Untersuchung unter dem konfokalen
Laserscanning-Mikroskop und Bearbeitung mit dem Programm LCS Lite. Exzitation
488 nm, Emissionsspektrum 500-600 nm, VergroBerung 630fach. Es wurden 80
Einzelbilder einer Schichtdicke von 162,81 nm aufgenommen, was einer untersuchten
Gesamtdicke von 12,86 pm entspricht. Das groe umpunktete Feld entspricht einem
XY-Schnitt, der untere Teil des Bildes stellt einen XZ-Schnitt und der rechte Teil des
Bildes einen YZ-Schnitt durch den Biofilm dar.



4 Diskussion

S. epidermidis spielt im Rahmen von Fremdkorper-assoziierten Infektionen eine
bedeutende Rolle (Banerjee et al., 1991; National Nosocomial Infections Surveillance
(NNIS) System report, 1999; Wisplinghoff et al., 2003). Die Fahigkeit zur Bildung
mehrlagiger Biofilme auf Polymeroberflichen macht ihn bei diesem Krankheitsbild
zum am héufigsten isolierten Erreger. Allein in Deutschland muss jéhrlich mit bis zu
100.000 Infektionen gerechnet werden (Mack et al., 2004). Fremdkdorper-assoziierte
Infektionen zeichnen sich durch eine auferordentliche Resistenz gegeniiber einer
Therapie mit Antibiotika aus, sodass es in einer Mehrzahl der Fille erst nach der
Entfernung des Fremdmaterials zu einem endgiiltigen Therapieerfolg kommt (G&tz und

Peters, 2000; Younger et al., 1987).

An der Etablierung eines Biofilms sind sowohl Polysaccharide als auch Proteine
beteiligt, deren Expression einer komplexen Regulation unterworfen ist (Conlon et al.,
2004; Knobloch et al., 2004; Mack et al., 2004; Rohde et al., 2005; Vuong et al.,
2004b). Um das Expressionsmuster der beteiligten Faktoren auch direkt in sito
untersuchen zu konnen, sind leistungsfihige Reportergensysteme notwendig. Die
Anwendung des green fluorescent protein (GFP) hat sich flir das Studium lebender
Biofilme bereits in anderen Organismen wie E. coli und Pseudomonas aeruginosa

bewihrt (Davies et al., 1998; Sternberg et al., 1999).

Ziel dieser Arbeit war es, das GFP.,s;. als Reportergen in S. epidermidis 1457 zu
exprimieren und beziiglich seiner Eigenschaften genauer zu charakterisieren. Hierzu
wurde in vier unterschiedlichen Konstrukten untersucht, welchen Einfluss verschiedene
Shine-Dalgarno-Sequenzen auf die Transkriptions- und Translationseffizienz des GFP
sowie auf die Intensitit und Homogenitdt des Fluoreszenzsignals in Staphylokokken
ausiiben. Zudem wurden die biologischen Eigenschaften unter optimierten
Expressionsbedingungen in S. epidermidis 1457 und S. aureus RN4220 beschrieben.
Fir diese Untersuchungen wurde der icaADBC- und biofilm-positive Stamm
S. epidermidis 1457 herangezogen, der als Prototyp cines Erregers Fremdkorper-

assoziierter Infektionen angesehen wird und an dem die meisten Arbeiten zur
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Aufklarung von Regulationsmechanismen der Biofilmbildung durchgefiihrt wurden

(Mack et al., 2004; Yao et al., 2005).

4.1 Die Rolle der Shine-Dalgarno-Sequenz im Rahmen der
Translationsinitiation von heterologen Genen in
Staphylokokken

Exprimiert man GFP,,;3, im Plasmid pAS1 unter der Kontrolle eines XylA/xyIR-
Promotors (Sizemore et al., 1991; Tegmark et al., 2000) unter Voranstellung der Shine-
Dalgarno-(SD)-Sequenz von icaA (Konstrukt pASgfpicaa) in Staphylokokken, so findet
sich nur ein schwaches Fluoreszenzsignal, welches fiir die qualitative und quantitative

Darstellung von Promotoraktivitdt zu gering ausfillt.

Grundsatzlich lassen sich verschiedene Ursachen fiir eine geringe Expression Vektor-
kodierter Gene unterscheiden. Zum einen kann sich die Kopienzahl des Plasmids pro
Zelle, zum anderen auch die Stirke des gewihlten Promotors oder der Shine-Dalgarno-
Sequenz auf die Expression des Gens in einem bestimmten Wirt auswirken (Ohashi et

al., 2003).

Das Plasmid pASI1 liegt in Staphylokokken in niedriger Kopienzahl vor (Novick et al.,
1986). Es enthélt den starken XylA/xylR-Promotor, nach dessen Induktion es zu einem
signifikanten =~ Anstieg der gfp-Transkription kommt. Dies konnte durch
Transkriptionsanalyse im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden. Eine zu schwache
Promotoraktivitdt und daraus resultierend eine zu geringe Transkriptmenge konnten
daher nicht als Ursache fiir quantitative Unterschiede der Fluoreszenzintensitit
angenommen werden. Vielmehr lésst sich in diesem System der Einfluss verschiedener

SD-Sequenzen auf die Translationsinitiation untersuchen.

Der Shine-Dalgarno-Sequenz kommt im Rahmen der Translationsinitiation eine
Schliisselfunktion zu (Rocha et al., 1999). Ihre Rolle besteht in der Vermittlung einer
Interaktion zwischen der mRNA und der ribosomalen RNA. Sie bindet dabei an eine
partiell komplementdre, pyrimidinreiche Basensequenz, die am 3'-Ende der 16S rRNA
gelegen ist. Diese Interaktion ermdglicht der 30S-Ribosomen-Untereinheit das korrekte
Auffinden des Startcodons (Rocha et al., 1999; Shine und Dalgarno, 1974; Voet und
Voet, 1995c¢). Hierbei kommt vor allem der Stirke der Bindung zwischen der 16S rRNA

und der SD-Sequenz, bezogen auf die Bindungsenergie sowie dem Grad der
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Ubereinstimmung der beteiligten Basen, eine Bedeutung zu (Vellanoweth, 1993).
Betrachtet man die zusétzlich an der Translation beteiligten Kofaktoren, so findet sich
in vielen gramnegativen Bakterien wie zum Beispiel E. coli ein ribosomales Protein S1,
das in der Lage ist, die mRNA unspezifisch zu binden, wodurch die Bindung der 30S-
Untereinheit an die mRNA erleichtert wird. Diese Interaktion setzt die Notwendigkeit
einer starken SD-Sequenz fiir die Initiation der Translation herab. Vielen grampositiven
Organismen fehlt ein Aquivalent zu diesem groBten ribosomalen Protein.
Bakteriengattungen, die S1 natiirlicherweise tragen, zeigen die Féhigkeit zur
unspezifischen Translation heterologer Gene, wahrend Gattungen, denen das Protein S1
fehlt, translational spezifisch sind. Zu den Bakterien, denen S1 fehlt, z&hlt unter
anderem die Gattung Bacillus, wie auch andere grampositive Bakterien mit niedrigem

Gehalt von G und C in ihrer DNA (Rocha et al., 1999; Vellanoweth, 1993).

Der optimale Abstand zwischen SD-Sequenz und Startcodon, der in E. coli und
Staphylokokken zwischen 6 und 10 Basen liegt, ist fiir die Translationseffizienz
ebenfalls von Bedeutung (Hartz et al., 1991; Vellanoweth und Rabinowitz, 1992).
Zudem ist beschrieben, dass die Bevorzugung bestimmter Startcodons innerhalb einer
Bakterienspezies zu einer verstdrkten oder abgeschwichten Translationseffizienz der
jeweiligen Gene fiihrt. Fast alle Gene in E. coli beginnen mit ATG, wihrend 30 % der
Gene in B. subtilis mit TTG oder GTG beginnen. Dieser Einfluss relativiert sich aber in
Anwesenheit einer starken SD-Sequenz, was wiederum deren Bedeutung fiir die

Translations-Initiation unterstreicht (Vellanoweth und Rabinowitz, 1992).

Vor diesem Hintergrund kénnte die schwache Fluoreszenzintensitit des Konstruktes
pASQfpicaa in S. epidermidis also auf eine verminderte Translationseffizienz des
heterologen GFPp,;; aufgrund einer schwachen Bindung der 16S rRNA an die

verwendete Shine-Dalgarno-Sequenz zurilickgefiihrt werden.

Um die Expressionsbedingungen des GFPy,.3.; in S. epidermidis 1457 zu optimieren
wurden neben der von Vellanoweth beschriebenen Konsensus-SD-Sequenz
(Vellanoweth, 1993) die  SD-Sequenzen  dreier gut  charakterisierter
Staphylokokkengene beziiglich ihres Einflusses auf die Translationseffizienz des GFP
untersucht: die SD-Sequenz des staphylokokkeneigenen akzessorischen Regulators

(sarA), der Superoxiddismutase (sod) aus S.epidermidis und die SD-Sequenz des
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Héamolysin delta Gens (hld). Sie wurden in ihrem natiirlichen Abstand vor das GFP-

Startcodon kloniert.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten demonstrieren, dass die Anwendung des GFP
als Reportergen in Staphylokokken vor allem auf der Ebene der Translation
Limitierungen aufweist, die durch den Einsatz einer optimierten SD-Sequenz

uberwunden werden konnten.

Die Ergebnisse der quantitativen und qualitativen Fluoreszenzanalysen zeigen, dass in
S. epidermidis 1457 der die hld SD-Sequenz enthaltende GFP-Vektor pASgfpng eine
Anwendung als Reportergen zulédsst. Mit diesem Konstrukt 14sst sich in diesem Wirt ein
starkes und homogenes Fluoreszenzsignal erzielen. Dagegen zeigen die Konstrukte, die
die sarA- und die Konsensus-SD-Sequenz enthalten, in Staphylokokken fast tiberhaupt

keine messbare Fluoreszenz.

Ahnliche Ergebnisse finden sich auch fiir andere grampositive Bakterien mit geringem
G/C-Gehalt ihrer DNA. So haben Qazi et al. fiir Listerien einen GFP-Vektor entwickelt,
in welchem dem GFPy,3; eine der Konsensus-Shine-Dalgarno-Sequenz fiir
grampositive Bakterien entsprechende Sequenz (Vellanoweth, 1993) vorangestellt ist.
Die Anwendung dieser SD-Sequenz bedingt in Listerien ein starkes Fluoreszenzsignal,
welches bei Expression desselben Vektors in B. subtilis noch verstarkt wird (Qazi et al.,
2001). Auch fiihrt der Einsatz dieser ribosome binding site bei der Expression des
GFP,, in Bacillus subtilis zu befriedigenden Ergebnissen (Ohashi et al., 2003). Cheung
et al. entwickelten Konstrukte, in denen das GFP,, als Reportergen unter Voranstellung
der SD-Sequenz von sarA verwendet wurde. Das GFP wurde unter der Kontrolle der
sarA-Promotoren in Staphylococcus aureus exprimiert, deren Aktivitdt sich mittels

dieses Reportergensystems untersuchen lief3 (Cheung et al., 1998).

Offensichtlich gibt es zwischen verschiedenen Expressionssystemen und verschiedenen
grampositiven Bakterienspezies Unterschiede in der Effektivitit bestimmter SD-
Sequenzen. Wihrend die Konsensus-SD-Sequenz zu guten Ergebnissen bei der GFP-
Expression in B. subtilis fiihrt, ist sie fir die gleiche Anwendung in S. epidermidis
ungeeignet. Die Sequenz stammt urspriinglich aus B. subtilis und wurde dort zur
Verstarkung von Translation ecingesetzt (Qazi et al.,, 2001). Das Versagen in
S. epidermidis konnte also mit einer relativen Speziesspezifitit erklart werden,

wenngleich in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass in Staphylokokken
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auch verschiedene staphylokokkeneigene SD-Sequenzen ein unterschiedliches Mal3 an

Translationsverstarkung von GFP bewirken.

Es gibt bis heute wenig Erfahrung mit der Expression heterologen Genmaterials in
S. epidermidis. In der Literatur finden sich bislang keine Hinweise darauf, welche
Bedingungen der unterschiedlichen Effizienz verschiedener SD-Sequenzen in diesem
Organismus zugrunde liegen. Die Konditionen, die zu einer ausreichenden
Translationseffizienz des gewiinschten Gens fiihren, miissen jeweils neu evaluiert
werden. Grundsétzlich zeigen die vorliegenden Daten sowie die bereits in der Literatur
vorhandenen Beispiele, dass das GFP ein leistungsfihiges Instrument zur Untersuchung
von Genexpression in lebenden Biofilmen darstellt. Expressionssysteme, die sich in
anderen Wirten bewéhrt haben, konnen jedoch nicht ohne vorherige Charakterisierung
oder simultane Kontrolle durch ein unabhéingiges Reportergensystem in S. epidermidis
eingesetzt werden. Es muss zunidchst belegt werden, dass sich die Befunde auf diesen
Organismus iibertragen lassen, und dass das System fiir Expressionsuntersuchungen in

S. epidermidis geeignet ist.

4.2  Charakterisierung des Reportergensystems bezogen auf
die biologischen Eigenschaften des Wirtes

GFP ist vor allem in gramnegativen Bakterien ein hiufig fiir Untersuchungen der
Genexpression in Biofilmen verwendetes Reportergen (Andersen et al., 1998; Sternberg
et al., 1999; Werner et al., 2004). Nicht zuletzt diese Arbeiten haben gezeigt, dass
Biofilmbildung in Bakterien ein komplexes Geschehen ist, das sowohl von genetischen
als auch von dufleren Gegebenheiten beeinflusst wird (Kjelleberg und Molin, 2002).
Untersuchungen der Biofilmbildung in S. epidermidis zeigen die Beteiligung einer
Vielzahl von Genen, die einer komplexen Regulation unterliegen (Conlon et al., 2004;
Knobloch et al., 2004; Mack et al., 2004; Vuong et al., 2004b). Einer der
Haupteinwinde, der gegen die Verwendung von Reportergenen bei der Untersuchung
bakterieller Pathogenititsmechanismen erhoben werden kann, besteht darin, dass die
Expression dieser Gene in hoher Kopienzahl in einer signifikanten
Stoffwechselbelastung der Bakterien resultiert. Dies kann einerseits zu
Plasmidinstabilitdt und Verlust des Plasmids, andererseits aber auch zu Verdnderungen

der physiologischen Eigenschaften des Bakteriums in vitro oder in vivo fiithren (Qazi et
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al., 2001; Valdivia et al., 1996). Im Plasmid pAS1 wird GFP unter der Kontrolle von
XyIR, einem hochaktiven Promotor, in signifikanter Kopienzahl exprimiert. Um
sicherzustellen, dass die resultierende Proteinexpression nicht durch Stoffwechsel-
belastung in die Regulationsmechanismen der Biofilmbildung von S. epidermidis 1457
eingreift, erfolgte eine Untersuchung des Biofilm-Phidnotyps der plasmidtragenden
Staimme im Vergleich zum Wildtyp unter induzierten und nicht induzierten
Bedingungen. Mit dieser Methode konnte gezeigt werden, dass weder die Plasmide
selbst noch die Bildung von GFP Einfluss auf den biofilm-positiven Phidnotyp von
S. epidermidis 1457 nehmen. Die Tatsache, dass die Expression des GFP keine
Auswirkungen auf physiologischen Eigenschaften oder die Pathogenitdtsfaktoren eines
Bakteriums hat, konnte auch von anderen Autoren fiir grampositive Bakterien
nachgewiesen werden (Qazi et al., 2001; Vuong et al., 2004b). Ausgangsbasis fiir das
Studium differentieller Genexpression innerhalb eines Biofilms ist das Erreichen eines
vergleichbaren Fluoreszenzniveaus in allen Bakterienzellen in verschiedenen Schichten
des Biofilms. Der Ubergang von einer planktonischen in eine sessile Lebensform geht
mit Verteilungsunterschieden von Néhrstoffen und Sauerstoff innerhalb eines Biofilms
einher (Kjelleberg und Molin, 2002). Vor allem die Faltung des Chromophors des GFP
ist ein sauerstoffabhingiger Vorgang (Tsien, 1998). Somit besteht die Mdglichkeit, dass
dullere Gegebenheiten das Fluoreszenzniveau der Bakterien beeinflussen und auf diese
Weise die Ergebnisse einer Expressionsstudie verfilschen konnten. Fiir das Konstrukt
pASgfpnis konnte zunédchst gezeigt werden, dass es in planktonischen Bakterien zu einer
homogenen GFP-Expression kommt. Auch innerhalb eines S. epidermidis 1457
Biofilms prasentiert es eine gleichméBig verteilte Fluoreszenzintensitit in den
verschiedenen Schichten des Biofilms. Die hier vorlegten Daten belegen, dass GFPpyy3
grundsitzlich fiir Untersuchungen der Genexpression von an der Biofilmbildung

beteiligten Genen in S. epidermidis geeignet ist.

4.3 Evaluierung der Eigenschaften von GFP 31, in
S. epidermidis

Die Kenntnis der biologischen Eigenschaften des Reporters ist fiir die Auswahl des
geeigneten Systems bei einer bestimmten Fragestellung oder einem bestimmten Wirt

von besonderer Bedeutung. Hervorzuheben sind dabei vor allem die Zeitspanne
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zwischen Aktivierung des Promotors und erstmaliger Nachweisbarkeit des erwarteten

Signals sowie die Halbwertszeit des Reporters.

Das GFPpy.1 ist im Bereich der gramnegativen Bakterien gut charakterisiert. Im E. coli
lasst sich 8 min nach Induktion des Promotors erstmals ein Fluoreszenzsignal
nachweisen, die maximale Fluoreszenzintensitit ist nach 2 h erreicht. Die Halbwertszeit

betrdagt mindestens 24 h (Andersen et al., 1998; Cormack et al., 1996).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Eigenschaften des GFPyu3.1 in Staphylokokken
evaluiert, wobei der besondere Schwerpunkt auf Untersuchungen der Charakteristika in
S. epidermidis lag. Im Kontrast zu den in E. coli erhobenen Daten, ist erst nach 4-
stindiger  Induktion fluoreszenzmikroskopisch ein  eindeutig detektierbares
Fluoreszenzsignal erkennbar, nach 8 h Induktion betrdgt die Fluoreszenzintensitét etwa
die Hilfte des maximal erreichbaren Wertes. Die Halbwertwertszeit von GFPpu3.1 1n
S. epidermidis ist mit 7 h wesentlich kiirzer als in gramnegativen Bakterien. Wie in
dieser Arbeit gezeigt werden konnte, beruht sie teilweise auf Proteindegradation, zum
Teil aber auch auf Uberfiihrung des GFP in einen inaktiven Zustand, der wahrscheinlich
auf Entfaltung des Proteins zuriickgeht. Wahrend sich das GFPy,3.; in E. coli durch ein
rasches Ansteigen der Fluoreszenzintensitit bei hoher Stabilitit auszeichnet, ist in
S. epidermidis eine langsam steigende Intensitit und eine deutlich verkiirzte
Halbwertszeit zu beobachten. Vergleicht man die hier gewonnenen Daten mit einer
Evaluation des GFPp,3; in Listerien (Qazi et al., 2001), so zeigt sich, dass nach 8 h
Induktion ein fiir die Untersuchung ausreichend starkes Fluoreszenzsignal messbar ist,
dass das Protein aber dhnlich wie in E. coli eine hohe Stabilitidt aufweist. Die Ergebnisse
unterstreichen, dass sich die Eigenschaften des GFP in einem Wirt nicht vorhersagen
lassen, und dass es nicht mdoglich ist, aufgrund einmal gefundener Charakteristika

Riickschliisse auf das Verhalten in anderen Spezies zu ziehen.

Ursachen fiir die unterschiedlichen biologischen Eigenschaften des GFP in
grampositiven und gramnegativen Bakterien konnten auf unterschiedlichen

Faltungseigenschaften und Degradationswegen beruhen.

Die posttranslationale Prozessierung und Faltung des Molekiils verlduft beim GFP
unabhingig von zelluldren Kofaktoren. Sie ist abhdngig von Geschwindigkeit und
Effektivitit der Zusammenlagerung des Chromophors (Tsien, 1998). Fiir das in dieser

Arbeit verwendete GFP 3.1 wurde in gramnegativen Bakterien eine im Vergleich zum
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Wildtyp beschleunigte Faltung gezeigt. Gleichzeitig ist der Anteil an inaktivem,
ungefaltetem, in Einschlusskorperchen vorliegendem GFP deutlich geringer (Cormack
et al., 1996). Die hier vorgelegten Daten weisen im Vergleich zu E. coli deutliche
Unterschiede in der Geschwindigkeit des Anstiegs der Fluoreszenzintensitit nach
Induktion auf. Ein &hnlicher Verlauf konnte auch in Listerien beobachtet werden (Qazi
et al., 2001). Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es keinerlei Erkenntnisse dariiber, worauf
dieser langsamere Fluoreszenzanstieg beruht, und ob es sich dabei um ein allgemein fiir
grampositive Bakterien spezifisches Phdnomen handelt. Systematische Untersuchungen
dieser Fragestellung wiren vor allem im Hinblick auf eine verbesserte Verldsslichkeit
und Aussagekraft von Expressionsuntersuchungen unter Verwendung des GFP in diesen

Bakterienspezies wiinschenswert.

Proteasen spielen im Stoffwechsel von Bakterien eine wichtige Rolle. Sie befreien die
Zellen von Proteinresten, fungieren als Chaperone und haben regulatorische Aufgaben
wihrend des Zellzyklus, bei der Regulation von Pathogenitétsfaktoren und im Rahmen
der Anpassung an Stress- und Umweltbedingungen (Frees et al., 2004; Gottesman,
1999; Yao et al., 2005). Eine Untersuchung der differenticllen Genexpression von
planktonischen zu in Biofilmen organisierten Bakterien anhand von S. epidermidis
zeigt, dass verschiedene Proteasen in Biofilmen auf einem hoheren Niveau exprimiert
werden als in planktonisch wachsenden Zellen (Yao et al., 2005). Bisher gibt es keine
Daten zu der Fragestellung, welche Proteasen in grampositiven oder gramnegativen
Bakterien fiir den Abbau des GFP und seiner stabilen Mutanten verantwortlich sind.
Auch ist unbekannt, worauf die Divergenzen in der Halbwertszeit zwischen E. coli und
S.epidermidis  beruhen, ob sich also die beschleunigte Abnahme der
Fluoreszenzintensitdt in Staphylokokken mehr auf den Abbau des Proteins aufgrund

erhohter Proteaseaktivitit oder auf seine Entfaltung zuriickfiihren 148t.

Die bisherigen Uberlegungen zeigen aber, dass der turnover des GFP von Systemen
abhingig ist, die in unterschiedlichen Wachstumsphasen und unter verschiedenen
Anzuchtbedingungen differentiell exprimiert werden. Es wére also vorstellbar, dass der
Abbau des GFP unter Konditionen, die zu einer erhohten Expression von Proteasen
fiihren, beschleunigt und seine Halbwertszeit damit verkiirzt wird. Es kime zu einem

Nachlassen der Fluoresenzintensitdt bei gleichbleibender Promotoraktivitit. Die anhand
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von Experimenten in planktonisch wachsenden Bakterien gewonnenen Daten sollten

also nicht ohne weiteres auf die Situation in Biofilmen {ibertragen werden.

4.4  Verwendungsmoglichkeit und Limitierungen von
PASgfpng iIm Rahmen von Expressionsstudien in
S. epidermidis

Die Biofilmbildung in S. epidermidis folgt einem zweiphasigen Verlauf. Nach
Anheftung der Bakterien an die zu besiedelnde Oberfliche kommt es im Weiteren zu
einer Akkumulation der Bakterienzellen in einem mehrschichtigen Biofilm (Mack et al.,
2004). Die Entstehung und Reifung eines Biofilms erfolgt normalerweise in einem
Zeitraum von 24 h. Im Vergleich zur Biofilmbildung in gramnegativen Bakterien, in
denen sich der ProzeB der Reifung eines Biofilms tiber mehrere Tage hinziehen kann
(Heydorn et al., 2002; Reisner et al., 2003; Vuong et al., 2004b), folgt die
Biofilmbildung in S. epidermidis einer raschen Dynamik. In diesem System ist die
Darstellung von Genexpression nur mit Reportergenen moglich, die selbst einem
raschen turnover unterliegen. Insofern ist die kurze Halbwertszeit des GFPy,u3, ein
besonderer Vorteil fiir diese Anwendung. Andererseits weist dieses System
moglicherweise eine Limitierung auf, die im vergleichsweise verzogerten Anstieg der
Fluoreszenzintensitdt nach Induktion des Promotors begriindet ists. Kurzfristige
Anderungen der Promotoraktivitit werden durch das langsamere Ansprechen des
Reportergens nicht dargestellt. Somit scheinen die Vorteile dieses Reportergensystems
eher in Anwendungsbereichen zu liegen, in denen der Abfall von Genaktivitit gemessen
werden soll oder wenn Bedingungen gegeben sind, bei denen man die Bakterien
zunichst in die stationidre Phase wachsen lasst. Es gibt neue Hinweise darauf, dass die
Biofilme von S. aureus und S. epidermidis iiber einen Zeitraum von 12 Tagen in einem
Infektionsmodell stabil bleiben (Fluckiger et al., 2005). Ein derartiger Ansatz stellt fiir
das GFPp,;3.1 ein mogliches Anwendungsgebiet dar. In der Literatur findet sich bisher
als Beispiel einer erfolgreichen Anwendung von GFP als Reportergen in S. epidermidis
Biofilmen die Untersuchung des FEinflusses von agr auf die Regulation der
Biofilmbildung unter Verwendung eines EGFP-Reportergensystems (Vuong et al.,
2004b). Dabei wurde die Sequenz des EGFP unter der Kontrolle des Promotors P3 von
agr exprimiert, wobei keinerlei Angaben zur genauen Klonierungsstrategie und zur

verwendeten SD-Sequenz gemacht werden. Die Bakterien wurden als Biofilm
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angeziichtet und nach 24 h einmalig unter Verwendung der konfokalen Laserscanning
Mikroskopie untersucht. Zu diesem Zeitpunkt liegt die agr-Expression auf einem hohen
Niveau. In der Publikation werden die biologischen Eigenschaften des EGFP in
S. epidermidis nicht ndher charakterisiert. Auch die Dynamik der Bildung des EGFP im
zeitlichen Verlauf wird nicht dargestellt. Daher kann nicht beurteilt werden, ob das

verwendete Konstrukt zur Untersuchung von Transkriptionsdynamik geeignet wire.

Grundsitzlich gesehen liegen die Vorteile des GFP bei Genexpressionsanalysen
innerhalb eines Biofilms in seiner substratunabhingigen Signalgebung. Substrat-
Verteilungsunterschiede zwischen verschiedenen Schichten des Biofilms, die zur
Verfélschung der Ergebnisse fiihren konnten, werden auf diese Weise umgangen.
Einschrinkend konnte sich allerdings die Tatsache auswirken, dass die Emittierung
eines messbaren Fluoreszenzsignals von einer Reihe von Faktoren abhédngig ist. Zum
einen unterliegt die Intensitit vor allem zu Beginn der Expression nach der
Promotoraktivierung, bezogen auf die einzelne Bakterienzelle, einer relativ starken
Schwankungsbreite. In S. epidermidis zeigt sich ein heterogenes Zellbild, das sich erst
nach einer Induktionszeit von bis zu 24 h angleicht. Zum anderen muss eine
ausreichende Menge des funktionell aktiven Proteins pro Zelle vorliegen, um
Promotoraktivitit darstellen zu konnen. Das bedeutet, dass bei geringer Aktivitét eines
untersuchten Promotors eventuell nicht ausreihend viele Gendquivalente des Reporters
pro Zelle zur Verfiigung stehen, um diese optisch sichtbar machen zu konnen. Auch
eine verkiirzte Halbwertszeit, bei der es zu einer geringeren Akkumulation des GFP in

der Zelle kommt, kann in diesem Zusammenhang eine Einschrinkung darstellen.

Das Verhalten des hier vorgestellten Reportergens bei der Anwendung in S. epidermidis
Biofilmen und bei der Untersuchung von an seiner Entstehung und Regulation
beteiligten Genen muss in weiterfiihrenden Untersuchungen geklirt werden. Hierbei
wird vor allem von Interesse sein, inwieweit der Austausch der ungeeigneten icaA-SD-

Sequenz durch die hld-SD-Sequenz zu einer Verbesserung der GFP-Expression fiihrt.



5 Zusammenfassung

Ausgehend von seiner Fahigkeit zur Biofilmbildung stellt Staphylococcus epidermidis
im Rahmen von Fremdkorper-assoziierten Infektionen den am héufigsten isolierten

Erreger dar.

Die S. epidermidis Biofilmbildung verlduft typischerweise in zwei Phasen. Nach der
primdren Bindung der Bakterien an die zu besiedelnde Oberfliche kommt es zur
Akkumulation in einem mehrlagigen Biofilm, an dessen Entstehung sowohl
Polysaccharide als auch Proteine beteiligt sind. Die Expression der beteiligten Faktoren

unterliegt dabei einer komplexen Regulation.

Ziel der hier vorgelegten Arbeit war die Etablierung eines green fluorescent protein
(GFP) basierten Reportergensystems in S. epidermidis, das in-situ-Untersuchungen
differentieller Genexpresssionsmuster innerhalb eines lebenden Biofilms und im

Verlauf seiner Entstehung ermoglicht.

Exprimiert man GFPy,3,; unter der Kontrolle eines xyloseinduzierbaren Promotors im
Plasmid pASl1 in S. epidermidis 1457, so lésst sich unter induzierten Bedingungen kein
signifikanter Anstieg der Fluoreszenzintensitit messen. Diese Beobachtung ist
moglicherweise auf die in grampositiven, G und C armen Bakterien hdufig herab-
gesetzte Translationseffizienz heterologer Gene zuriickzufiihren. Deshalb wurde
zundchst durch Insertion verschiedener staphylokokkeneigener Shine-Dalgarno-
Sequenzen vor dem gfp-Startcodon der Einfluss dieser Region auf die Expression in
S. epidermidis 1457 mittels quantitativer und qualitativer Fluoreszenzanalyse
untersucht. Die Voranstellung der SD-Sequenz des Hamolysin delta Gens (hld) fiihrte
zu einem starken Anstieg der Fluoreszenzintensitdt nach Induktion, wihrend unter
Verwendung der SD-Sequenz der Superoxiddismutase (Sod), des staphylokokken-
eigenen akzessorischen Regulators (sarA) oder einer Konsensus-SD-Sequenz fiir
grampositive Organismen kein ausreichendes Fluoreszenzsignal messbar war.
Zusétzlich wurde die Auswirkung dieser SD-Sequenzen auf die gfpmyes.i-Transkription
und -Translation untersucht. Es fand sich bei allen Konstrukten eine identische
Transkriptionseffizienz. Gleichzeitig lieBen sich auf Translationsebene deutliche

Unterschiede im GFP-Gehalt der Proben ermitteln, die in Analogie zu den Ergebnissen
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der quantitativen Fluoreszenzanalyse standen. Infolgedessen ist die Fluoreszenz-
intensitdt des GFP 3.1 in S. epidermidis also vor allem von der mafigeblich durch die

SD-Sequenz beeinflussten Translationseffizienz abhingig.

Unter Verwendung der hld-SD-Sequenz wurden die biologischen Eigenschaften des
GFPpys. in S. epidermidis 1457 charakterisiert. 4 h nach Induktion lie3 sich erstmals
ein Fluoreszenzsignal detektieren, die Halbwertszeit betrug 7 h, wobei Westernblot-
Untersuchungen zeigen, dass die Abnahme der Fluoreszenzintensitit hauptsidchlich auf
dem Abbau des Proteins beruht. Untersuchungen des Biofilm-Phénotyps von
S. epidermidis 1457 zeigen, dass die Anwesenheit des Reporters keinen Einfluss auf die
Féhigkeit zur Biofilmbildung diese Stamms nimmt, und dass es innerhalb eines
Biofilms zu einer homogenen GFP-Expression kommt. Somit stellt GFP;; unter
Verwendung einer optimierten SD-Sequenz ein geeignetes Reportergensystem zur

Untersuchung differentieller Genexpression in S. epidermidis dar.
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