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1 Einleitung

1.1 Das Genus Staphylococcus

Bei Staphylokokken handelt es sich um runde bis ovale grampositive, fakultativ anaerobe
Kokken von 0,5 bis 1,5 um Durchmesser. Betrachtet man Staphylokokken unter einem
Lichtmikroskop dann stellen sie sich angeordnet in Haufen oder Trauben (griechisch
staphyle=Traube) (Hof und Dadrries, 2000) dar. Staphylokokken bilden keine Sporen, sie
sind unbeweglich und besitzen das Enzym Katalase, welches die Reduktion von H,0, zu
H,O+0, katalysiert (Pfaller und Herwaldt 1988). Typische Habitate von Staphylokokken
sind die Haut, die Hautanhangsdriisen sowie die Schleimhédute vieler Saugetiere (Nobel
und Naidoo, 1986; Nobel et al., 1997). Das Genus Staphylococcus gehért neben den
Gattungen Micrococcus, Planococcus und Stomatococcus zur Familie der Micrococcaceae
(Schleifer et al., 1986). Innerhalb dieser Familie werden grof3e Unterschiede zwischen den
einzelnen Gattungen beziglich des G/C-Gehalts der chromosomalen DNA beobachtet. Die
Gattungen Staphylococcus und Planococcus fallen durch einen relativ niedrigen G/C-
Gehalt von 30 bis 39 % auf, wohingegen die Gattungen Micrococcus und Stomatococcus
einen G/C-Gehalt von 66 bis 77 % aufweisen (Kloos, 1997; Wilkinson, 1997).

Derzeit lasst sich das Genus Staphylococcus durch biochemische, molekularbiologische
und physiologische Untersuchungen in 43 unterschiedliche Staphylokokkenspezies
einteilen. Da einige Staphylokokkenspezies zusatzlich weiter untergliedert werden kdnnen,
sind bis heute insgesamt 64 Taxa bekannt (Kloos et al., 1997; Kloos et al., 1998; Lambert
et al., 1998; Probst et al., 1998; Takahashi et al., 1999; Vernozy-Rozand et al., 2000;
Trulzsch et al., 2002; Devriese et al., 2003; Place et al., 2003; Spergser et al., 2003).

Durch den Nachweis einer Prothrombin-aktivierenden Plasmakoagulase ist es méglich, die
beim Menschen vorkommenden Staphylokokken in Koagulase-positive und Koagulase-
negative Staphylokokken (KNS) einzuteilen (Sperber und Tatini, 1975). Die einzig
bekannte Koagulase-positive, humanpathogene Staphylokokkenspezies ist S. aureus. Alle
anderen Staphylokokkenspezies sind Koagulase-negativ (Kloos und Bannerman, 1994;

Waldvogel et al., 2000). Insgesamt kommen 14 der bekannten KNS beim Menschen,
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typischerweise, als residente oder temporér residente Besiedlungsflora der Haut vor (Kloos
und Bannerman, 1994; Kloos et al., 1997).

Die hochste Populationsdichte von Staphylokken mit tiber 10°-10° CFU/cm? befindet sich
an den Ausfuhrungsgéngen von Talg- und SchweiRdriisen sowie auf den Schleimhduten
von natlrlichen Kérperéffnungen (Kloos und Bannerman, 1994; Noble et al., 1997). Nicht
alle Staphylokokkenspezies kommen gleichmé&Big an allen Stellen des Kdrpers vor. Einige
von ihnen weisen eine deutliche Pravalenz beziiglich der besiedelten Kdrperregion auf. So
besiedelt zum Beispiel S. auricularis lediglich den &ufReren Gehdrgang, S. capitis wurde
fast ausschlieRlich auf der behaarten Kopfhaut isoliert und S. haemolyticus und S. hominis
siedeln sich vor allem im Bereich apokriner Schweilldriisen an. Andere Spezies werden
ubiquitar auf der Korperoberflache isoliert, wobei S.°epidermidis die dabei am héaufigsten
isolierte Staphylokokkenspezies darstellt (Kloos und Bannerman, 1994; Kloos et al., 1997,
Noble et al., 1997).

1.2 Infektionen durch Koagulase-negative Staphylokokken
Das humannpathogene Potential von S. aureus ist schon sehr lange bekannt gewesen. Es ist
fur eine Vielzahl von unterschiedlichen Erkrankungen wie zum Beispiel Furunkel der
Haut, Wundinfektionen, nekrotisierende Pneumonien, Endokarditen sowie fir die
Entstehung der Sepsis verantwortlich. Seine Fahigkeit zur Toxinbildung flhrt zu
spezifischen  Krankheitsbildern wie dem  Toxic-Schock-Syndrom  (TSS), dem
Staphylococcal Scaled Skin Syndrome (SSSS) oder zu Lebensmittelintoxikationen
(Waldvogel et al., 2000; Peters und Pulverer, 2001). Im Gegensatz dazu wurden KNS
lange Zeit als nicht humanpathogene, kommensale Bakterien der Haut eingestuft. Daher
wurde ihr Nachweis in klinischen Isolaten regelhaft als Kontamination gewertet (Archer,
2000). Einzige Ausnahme bildete S. saprophyticus, der bereits friih als Erreger von
Harnwegsinfektionen bei jungen Frauen bekannt war (Marrie et al., 1982).
Epidemiologische Untersuchungen in den letzten 25 Jahren haben jedoch gezeigt, dass
auch KNS bei nosokomialen Infektionen als fakultativ pathogene Erreger von grol3er
Bedeutung sind. Mittlerweile gehoren sie zu den wichtigsten Verursachern von so
genannten nosokomialen, im Krankenhaus-erworbenen Infektionen (Rupp et al. 1995;
Mack et al. 2005; Ziebuhr et al. 2006). Der am hdaufigsten isolierte Erreger bei

nosokomialen Infektionen durch KNS ist mit bis zu 94 % S. epidermidis. Seltener werden
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auch andere Staphylokokkenspezies wie zum Beispiel S. lugdonensis, S. capitis,
S.°haemolyticus, oder S. warneri isoliert (Kloos und Bannerman, 1994; Peters und
Pulverer, 2001).

Typischerweise werden KNS im Rahmen einer spezifischen oder unspezifischen
Immunsuppression als nosokomiale Sepsiserreger gefunden, zum Beispiel im Rahmen
einer Chemotherapie, eines Tumorleidens, einer Knochenmarkstransplantation, bei
Traumata, bei schweren Verbrennungen oder bei einer HIV-Infektion (Archer et al., 2000;
Wisplinghoff et al., 2003). Auch flr Frihgeborene auf neonatologischen Intensivstationen
sind Infektionen durch KNS von Bedeutung. Zum einem werden sie sehr haufig bei Sepsis
isoliert, zum anderen koénnen sie sehr h&ufig zu Septik&mien fuhren, wodurch sie das
Mortalitatsrisiko flr frihgeborene Kleinkinder erhéhen (Noel und Edelson 1984; Simpson
et al. 1986; Jarvis, 1987; da Silva et al., 2002). Als Ursache der hohen Inzidenz von
Infektionen in diesen Patientenkollektiven, die durch KNS verursacht werden, wird
mafgeblich die transiente Suppression der Opsonierungs- und Phagozytoseaktivitat der
zelluléaren Abwehr verantwortlich gemacht (Peters und Pulverer, 2001).

In Uber 75 % der Falle treten S. epidermidis Infektionen jedoch im Zusammenhang mit
implantierten Fremdmaterialien auf (Fidalgo et al., 1990). lhr breiter Einsatz in der
modernen Medizin fuhrt zu einem dramatischen Anstieg der Inzidenz von nosokomialer
Sepsis und Fremdkorper-assoziierten S. epidermidis Infektionen. Vor allem Materialien,
die in den Blutkreislauf des Patienten eingebracht werden, sind Ausgangspunkt von
Septik&mien. Typische klinische Konstellationen stellen implantierte arterielle-, periphere-,
zentralvendse Zugédnge, Perionealdialysekatheter, subkutan implantierte Portsysteme,
Silikon, Liquorshunts, kiinstliche Herzklappen, Herzschrittmacher, Intraokularlinsen oder
Gelenk- und GefaRprothesen dar (Emori und Gaynes, 1993; Rupp und Archer, 1994; Kloos
und Bannerman, 1994; Boyce et al., 1997; Kloos et al., 1997 Archer et al., 2000).

Der klinische Verlauf einer Fremdkorper-assoziierten Infektion kann in zwei
Verlaufsformen unterteilt werden. Vor allem Infektionen, durch Endoprothesen - wie
kinstliche Hift- oder Kniegelenke - dienen als Beispiel fur den typischen Verlauf. Die so
genannte ,,early onset“-Infektion beginnt einige Tage bis wenige Wochen nach Einbringen
des Fremdmaterials in den Korper. Die Bakterienbesiedlung des Fremdmaterials geht von
der Hautflora des Patienten oder von der Hautflora des Operateurs wéhrend der
interventionellen MalRnahme aus. Bei der so genannten ,late onset“-Infektion treten die

Krankheitssymptome erst im Verlauf von Monaten oder Jahren nach der Implantation des
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Fremdmaterials auf. Bei der ,late onset“-Infektion kann die Besiedlung des
Fremdmaterials per continuitatem oder hd&matogen erfolgen (Kloos und Bannerman, 1994).
Trotz der bei Fremdkorperimplantationen regelhaft durchgefuhrten peri- und
postoperativen Wundinfektionsprophylaxe stieg von 1980 bis 1989 die Zahl der durch
KNS induzierten, nosokomialen Infektionen um das 1,5-8,5 fache (Baddour et al. 1990;
Fidalgo et al., 1990; Banerjee et al., 1991; Schaberg et al., 1991; Rupp und Archer, 1994).
In einer Surveillance Studie des NNIS (National Nosocomial Infections Surveillance
System) in den USA (ber einen Zeitraum von 1992 bis 1998 auf Intensivstationen konnte
gezeigt werden, dass KNS bei Fremdkdrper-assoziierten Infektionen die mit Abstand
haufigsten (39 %) der isolierten Erreger darstellten (Richards et al., 2000). Zudem konnte
gezeigt werden, dass KNS nach S. aureus die zweithaufigsten Infektionserreger von
postchirurgischen Wundinfektionen waren.

Die Diagnostik einer Fremdkorper-assoziierten Infektion stellt sowohl den behandelnden
Arzt als auch den Mikrobiologen gleichermallen vor groBe Probleme. Bei der
Keimisolierung aus dem Untersuchungsmaterial gilt es, zwischen dem Infektionserreger
und der einfachen Kontaminante zu unterschieden. Bei der Materialgewinnung kann es
durch unsteriles Arbeiten dazu kommen, dass die Probe mit der menschlichen Hautflora
kontaminiert wird und es dadurch erheblich schwerer wird, die isolierten Keime der
normalen Hautflora oder einer moéglichen Keimbesiedlung im Blut zuzuordnen. Studien
haben gezeigt, dass 75 bis 90 % der isolierten KNS als Kontamination, durch Bakterien der
normalen Hautflora zu betrachten sind (Weinstein et al., 1983; Kirchhoff und Sheagren,
1985; Fidalgo et al., 1990; Ringberg et al., 1991; Kleeman et al., 1993; Herwaldt et al.,
1996). Diese Beobachtungen haben zur Folge, dass man mehrere Blutentnahmen oder
Abstriche aus dem Infektionsgebiet auch an unterschiedlichen Stellen durchfihren muss,
um die Aussagekraft einer Keiminfektion erhéhen zu koénnen (Burkhardt und Schaal,
1992).

Fremdkdorper-assoziierte Infektionen prasentieren sich klinisch h&ufig als schwer
therapierbare Infektionen, die hdufig einen chronischen Verlauf zeigen. Die aus den
Studien resultierende Konsequenz ist, dass man das implantierte Fremdmaterial entfernen
muf3, um eine endiltige Sanierung des Infektionsherdes zu erreichen (Younger et al., 1987,
Gotz und Peters, 2000). Die Maglichkeiten einer antibiotischen Therapie sind auf Grund
von Resistenzen bestimmter Stdmme gegen Antibiotika oftmals stark eingeschrankt. So

findet man in bis zu 80 % der Keimisolate eine Resistenz gegen Methicillin. Resistenzen
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gegenuber B-Lactam-Antibiotika finden sich in Gber 50 % der Isolate (Archer und Climo,
1994; Archer et al., 2000). Die Antibiotikaresistenz ist ein weiterer Grund flr den Anstieg
der Inzidenz von nosokomialen Infektionen durch KNS.

Auferdem besitzen KNS einen weiteren entscheidenden Vorteil, der fiir sie eine natirliche
Resistenz gegenuber Antibiotika und korpereigener Abwehr darstellt. Hierbei handelt es
sich um die spezielle Organisationsform der Bakterien, zum einem bei der Anlagerung der
Bakterien an das implantierte Fremdmaterial, zum anderen um die Anlagerung der
Bakterien untereinander und um die Ausbildung eines mehrschichtigen Biofilms. Die
Ausbildung eines mehrschichtigen Biofilms bietet den Bakterien vor allem S. epidermidis
Schutz vor Effektormechanismen der angeborenen Immunitét (Vuong et al., 2004; Kristian
et al., 2008; Mack et al., 2008) vor der humoralen Immunantwort (Cochrane et al., 1988;
Heinzelmann et al., 1997; Knobloch et al., 2002b; Costerton et al., 2003, Cerca et al.,
2007) und vor allem vor Antibiotika (Knobloch et al., 2002a). Biofilme stellen also eine
Barriere dar, durch die manche Antibiotikawirkstoffe nur sehr schlecht hindurch
diffundieren kénnen. Da zudem die Bakterien innerhalb eines Biofilms sehr langsam
wachsen, ist dieses ein weiter Grund fir die Resistenz gegeniiber bestimmten
Antibiotikaklassen (Costerton et al., 1999; Knobloch et al., 2002a).

1.3 Biofilmbildung

Die Biofilmbildung ist ein in der Natur weit verbreitetes Phanomen. Es bezeichnet eine
Gemeinschaft von Mikroorganismen, die an einer Oberfliche gebunden sind und
Mikrokolonien bilden (Abbildung 1A). Diese Mikrokolonien akkumulieren durch
Zellaggregation und Einbettung in eine Exopolysaccharid-Matrix zu einem Biofilm
(Stoodley et al., 2002) (Abbildung 1B). Die Exopolysaccharid-Matrix wird von den
Mikroorganismen selbst synthetisiert (Costerton et al., 1999; O'Toole et al., 2000). Bei
einem Biofilm handelt es sich um ein komplexes Gebilde, welches den Bakterien gunstige
Lebensbedingungen und Schutz vor Umwelteinflissen bietet (Costerton et al., 2003).
Diese Art des Wachstumsverhalten mit anschlieBender Ausbildung eines Biofilms wurde
erstmalig von Henrici beschrieben (Henrici et al., 1933). Er machte die Beobachtung, dass
SlRwasserbakterien nicht planktonisch, sondern an eine Oberflache gebunden wuchsen.
Auch unterschiedliche Spezies kdnnen sich gemeinsam in einem Biofilm organisieren.

Beispiele fir gemischte Biofilme finden sind auf Zahnen, wo Streptokokken und

anaeroben, gramnegativen Bakterien gemeinsam  Biofilmkonsortien ausbilden.
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Pseudomonas aeruginosa und Burkholderia cepacia kénnen gemeinsam in die Lunge von
Patienten mit zystischer Fibrose persistieren, dort gemeinsam einen Biofilm ausbilden und

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

1.4 Die Biofilmbildung von S. epidermidis

Die enge Assoziation zwischen der Implantation von Fremdmaterialen und Infektionen
durch S. epidermidis legten die Vermutung nahe, dass S. epidermidis Uber spezielle
Fahigkeiten verfiigen muf, die die Besiedlung an die Polymeroberflaichen von
Fremdmaterial begunstigen. Durch friihe elektronenmikroskopische Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass S.°epidermidis in Form von festhaftenden, mehrlagigen
Bakterienkonsortien auf ex vivo gewonnen Venenkathetern organisiert sind. Hierbei zeigte
sich, dass die Bakterienzellen in einer amorphen extrazelluldren Matrix eingebettet sind.
Dieses Phanomen wurde zunachst als Schleimbildung bezeichnet (Bayston und Penny,
1972; Christensen et al. 1982; Peters et al. 1982). Da der Terminus ,,Schleim* jedoch
bereits als Bezeichnung fur nicht-kovalent an Bakterienoberflachen gebundene
Polysaccharide verwendet wurde, ist heute der Begriff Biofilmbildung gebrauchlich
(Hussain et al. 1993; Mack et al. 2000a). Die Fahigkeit von S. epidermidis, einen
mehrlagigen Biofilm auf Polymeroberflichen von implantierten Fremdkorpern
auszubilden, ist der entscheidende Pathogenitatsfaktor bei der Entstehung von Katheter-

assoziierten Infektionen (Christensen et al., 1983; Inman et al., 1984; Dunne et al., 1987).

Fast alle S. epidermidis Stdamme konnen sich an Polymeroberflachen von Fremdmaterialien
binden. Jedoch ist die Fahigkeit zur anschlieBenden Akkumulation und damit zur
Biofilmbildung unterschiedlich ausgepragt, so dass sich S. epidermidis Stamme beztglich
der Quantitat des produzierten Biofilms unterscheiden (Pascual et al., 1986; Hogt et al.,
1986; Esperson et al., 1990; Muller et al., 1993). Christensen und Mitarbeiter etablierten
einen in-vitro-Test in Flussigkulturréhrchen, mit dem es moglich war, die Biofilmbildung
semi-quantitativ beurteilen zu koénnen (Christensen et al., 1982). Dieser so genannte
Biofilm-Assay hat entscheidend zum Verstandnis bei der Entstehung von S. epidermidis
Biofilmen beigetragen.

Verschiedene epidemiologische Studien haben gezeigt, dass es enge Verbindungen
zwischen der klinischen Relevanz eines S. epidermidis-Isolates und dessen Fahigkeit zur

Biofilmbildung gibt. So finden sich signifikant h&ufiger biofilmpositive Stdmme bei
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Fremdkorper-assoziierten Infektionen, als biofilmnegative Stamme (Christensen et al.,
1983; Ishak et al., 1985; Davenport et al., 1986; Dunne et al., 1987; Deighton und Balkau,
1990; Ziebuhr et al., 1997). In Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dass es einen
engen Zusammenhang zwischen der Virulenz der Erreger und ihrer Fahigkeit zur
Biofilmbildung gibt (Rupp et al., 1999a; Rupp et al., 1999b; Rupp et al., 2001). Weitere
Arbeiten belegen, dass es bei Infektionen mit biofilmpositiven S. epidermidis-Stammen
signifikant haufiger zu einem antibiotischen Therapieversagen kommt als bei Infektionen,
die durch biofilmnegative S. epidermidis-Stamme verursacht werden (Davenport et al.,
1986; Diaz-Mitoma et al., 1987; Younger et al., 1987). Durch all diese Arbeiten wird
deutlich, dass die Fahigkeit von S. epidermidis zur Biofilmbildung der entscheidende
Pathogenitatsfaktor bei der Entstehung von Fremdkdrper-assoziierten Infektionen ist.

Die Biofilmbildung von S. epidermidis weist typischerweise eine Zweiphasenkinetik auf
(Abbildung 1B). In der schnell verlaufenden primaren Bindungsphase kommt es zur
Adhasion der Bakterien an die Polymeroberflache von implantierten Fremdmaterialien.
Die Adhésion wird durch unspezifische und spezifische Faktoren beeinflusst (Mack et al.,
2006) (Tabelle 1). Es folgt die langer dauernde Phase der Akkumulation und Proliferation.
In dieser sekundéaren Phase organisieren sich die Zellen zu einem mehrschichtigen Biofilm,
wobei die Mehrzahl der Bakterienzellen keinen direkten Kontakt zu der Polymeroberflache
besitzen (Mack et al., 2004). Eine schematische Darstellung der Biofilmbildung ist in
Abbildung 1 zu sehen.
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Abbildung 1: Biofilmbildung von S. epidermidis 1457. (A): Rasterelektronenmikroskopi-
sche Aufnahme eines S. epidermidis 1457 Biofilms, der sich nach 18 h Inkubation auf
Edelstahl gebildet hat. Aufnahme von Harris und Richards 2004. (B): Schematische
Darstellung des Modells der Biofilmbildung von S. epidermidis (Mack et al. 2005). Es
zeigt den zweiphasigen Verlauf. Wéhrend der primdren Bindung kommt es zur Adhédrenz
an die Polymeroberflache des Fremdmaterials. In der zweiten Phase kommt es durch
Zellakkumulation zur Bildung eines mehrschichtigen Biofilms, in dem die meisten
Bakterienzellen keinen direkten Kontakt mehr zur Polymeroberflache besitzen.

1.5 Die priméare Bindung von S. epidermidis

In der primaren Phase der Adhéasion lagert sich S. epidermidis an die Polymeroberflachen
von implantierten Fremdmaterialien an. Die primare Adhésion ist abhangig von einer
Reihe unspezifischer Faktoren wie die Beschaffenheit der Polymeroberfléachen, Van-der-
Waals-Krafte und hydrophobe Interaktionen zwischen Polymer- und Bakterienoberflache
(Ludwicka et al., 1984; Hogt et al. 1986; Pascual et al., 1986; Jansen et al., 1989; Fleer
and Verhoef, 1999; Mack et al., 2001). Vor allem in vivo spielen zusétzlich Interaktionen
mit wirtseigenen Proteinen, wie zum Beispiel Albumin, Fibrinogen, Fibronectin, Kollagen
und Vitronectin eine Rolle, denn diese werden bereits kurz nach Implantation in grof3en
Mengen auf der artifiziellen Oberflache abgelagert (Vandaux et al., 1989; Wang et al.,
1993; Kloos and Bannermann, 1994; Esperson et al., 1994).

In den letzten Jahren konnte eine Vielzahl spezifischer Faktoren beschrieben werden, die
durch Vermittlung der Bindung an diese Proteine an der primaren Adhdsion von
S. epidermidis beteilig sind (Tabelle 1) So wurde das Kapselpolysaccharid/Adhésin

(capsular polysaccharide/adhesin, PS/A) als funktioneller Faktor fur die Bindung von
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S. epidermidis an Silikonkathetern beschrieben (Muller et al., 1991; Tojo et al., 1998;
Higashi et al., 1998).

Das S.°epidermidis Autolysin E (AtIE) vermittelt die Bindung an das extrazellulare
Matrixprotein Vitronectin und an Polystyroloberflachen (Heilmann et al., 1996; Heilmann
et al., 1997). Daneben vermittelt das Autolysin/Adhdsin (Aae) eine Bindung an
Fibrinogen, Fibronectin und Vitronectin (Heilmann et al., 2003).

Das S. epidermidis Oberflachenprotein 1 (Staphylococcal surface protein, Ssp 1) findet
sich in einer Fimbrien-&hnlichen Struktur auf der Zelloberflache und vermittelt die
Bindung an Polystyrol (Timmerman et al., 1991; Veenstra et al., 1996). Auch konnte ein
spezifisches, Fibrinogen-bindendes Protein (fibrinogene binding proteine, Fbe) identifiziert
werden (Nilsson et al., 1998; Pei et al., 1999; Hartfort et al., 2001; Pei and Flock, 2001)
Die Interaktion von S. epidermidis mit Fibronectin hingegen wird vermutlich durch das
extrazellulér bindende Oberflachenprotein Embp (extracellular matrix binding protein,
Embp) vermittelt (Williams et al., 2002). Bei dieser Interaktion scheinen zusétzlich
Teichonsauren beteiligt zu sein (Hussain et al., 2001). Fir die extrazellulare S. epidermidis
Lipase (GehD) konnte gezeigt werden, dass diese zusatzlich als Zellwand-assoziiertes
Kollagen-Adhasin fungiert (Bowden et al., 2002).

Die bekannten spezifischen Faktoren fir die primédre Adhésion von S. epidermidis an

Polymeroberflachen von Fremdmaterialien sind in der Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Spezifische Adhasionsfaktoren von S. epidermidis

Adhésionsfaktor Oberflache Referenz
Fibrinogenbindendes Protein Fibrinogen (Nilsson et al., 1998; Pei et al.,
(Fbe) 1999 ; Hardfort et al., 2001)
Autolysin E (AtIE) Polystyrol (Heilmann et al., 1996;

Heilmann et al., 1997)
Staphylococcal surface Polystyrol (Timmermann et al., 1991;
protein Veenstra et al., 1996)
(Ssp-1)
Kapsulares Silikonkatheter ~ (Muller et al., 1991; Higashi et
Polysaccharid/Adhésin al., 1998; Tojo et al., 1998)
(PS/IA)

Embp Fibronectin (Williams et al., 2002)
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1.6 Die akkumulative Phase der S. epidermidis Biofilmbildung
Die akkumulative Phase der Biofilmbildung verlauft im Vergleich zur priméren
Adhasionsphase langsamer. In der sekundaren Phase formiert sich der mehrschichtige
Biofilm, in dem nur die wenigsten Zellen im direkten Kontakt zu der Polymeroberflache
der implantierten Fremdmaterialien stehen (Abbildung 1B). Somit sind solche Faktoren,
die die Adhé&sion der Zellen in einem Biofilm untereinander vermitteln, eine wesentliche
Voraussetzung fir die Ausbildung der komplexen Biofilmstruktur.

Als ein wichtiger Faktor im Prozess der interzellularen Adhéasion wird das interzellulére
Polysaccharidadhasin polysaccharide intracellulare adhesin (PIA) beschrieben (Mack et
al. 1992; Mack et al. 1996b). PIA wird durch die Genprodukte des vier Gene umfassenden
icaADBC Lokus (intercellular adhesion ADBC) synthetisiert. Das icaADBC-Operon
besteht aus vier, in gleicher Transkriptionsrichtung organisierten Genen, dem icaA, icaD,
icaB, icaC (Heilmann et al., 1996; Gerke et al., 1998), dessen Genprodukte PIA
synthetisieren. Dem ica-Operon ist das Gen icaR vorgelagert, welches als Repressor
fungiert (Conlon et al., 2002). Die Funktion von IcaA entspricht der einer N-
Acetylglucosaminyltransferase, welches die Anwesenheit von IcaD benétigt, um volle
Aktivitat entfalten zu kdnnen (Gerke et al., 1998). IcaB hat die Funktion einer Deacetylase,
es wird sekretiert und findet sich im Kulturtberstand (Muong et al., 2004a). IcaC ist ein
Transmembranprotein, das am Export von PIA beteiligt ist (Heilmann et al., 1996).
Sowohl fiir S. epidermidis als auch fiir S. aureus konnte gezeigt werden, dass die Hohe der
icaADBC-Transkriptionsaktivitat nicht direkt mit der produzierten PIA Menge korreliert
(Dobinsky et al., 2004).

Mittels lonenaustauschchromatographie l&sst sich PIA in die zwei unterschiedlichen
Fraktionen, PIA | und PIA Il auftrennen, wobei PIA | mehr als 80 % der Gesamtmenge
ausmacht (Mack et al., 1996a; Mack et al., 1996b) Durch eine NMR-Spektroskopie und
durch chemische Analysen konnte PIA | als ein lineares Homoglykan, das aus
durchschnittlich 130 3-(1,6)-verknupften 2-Desoxy-2-amino-D-glukopyranosyl-Einheiten
besteht, charakterisiert werden. Im Durchschnitt sind 15 bis 20 % der Zuckereinheiten
nicht-acetyliert und dadurch positiv geladen. Die positive Ladung ist ein wichtiger Aspekt
fur die Funktionalitat von PIA | (Mack et al., 1996a). PIA Il ist strukturell sehr eng mit

PIA I verwandt, wobei in PIA Il durchschnittlich mehr Glukosamin-Reste acetyliert sind.
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Zudem enthalt PIA 1l noch Phosphat und Ester-gebundenes Succinat, wodurch es einen
anionischen Charakter bekommt (Mack et al., 1996a; Vuong et al., 2004a).

Die Bedeutung von PIA fir die akkumulative Phase der Biofilmbildung konnte auf Grund
einer linearen Korrelation zwischen biofilmpositivem Phanotyp und PIA-Produktion in
einer Population von 179 S. epidermidis Stdmmen gezeigt werden (Mack et al., 1996b).

In durchgefuhrten Experimenten in zwei Tiermodellen konnte die Bedeutung von PIA als
Virulenzfaktor bei der Entstehung von Fremdkdrper-assoziierten Infektionen gezeigt
werden. Dafiir wurden in einem Maus- und einem Rattenmodell der biofilmpositive, PIA-
exprimierende Stamm S. epidermidis 1457 und die isogene biofilm- und PIA-negative
Mutante 1457 M10 verwendet. In beiden Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass der
Wildstamm S. epidermidis 1457 signifikant haufiger Infektionen induziert und seltener
durch wirtseigene Abwehr eradiziert werden konnte als die isogene Mutante 1457 M10
(Rupp et al. 1999a; Rupp et al. 1999b). Vergleichbar konnte kirzlich demonstriert werden,
dass eine PIA-negative Mutante des Stamms S. epidermidis 9142 im C. elegans-Model
Virulenz-attenuiert war (Begun et al., 2007).

Das icaADBC-Operon konnte auch in anderen Staphylokkken-Spezies, wie zum Beispiel,
S. aureus und S. caprae gefunden werden (Cramton et al. 1999; McKenney et al. 1998;
Allignet et al. 2001). Gleichzeitig wurden homologe DNA-Sequenzen in zahlreichen
anderen Koagulase-negativen Staphylokokken nachgewiesen (Moretro et al. 2003;

Nielsdotter-Augustinsson et al., 2007).

1.7 Pravalenz Virulenz-assoziierter Genorte in kommensalen
und invasiven S. epidermidis Populationen

Studien, die die Verbreitung von Virulenzfaktoren in verschiedenen S. epidermidis
Populationen untersuchten, konnten belegen, dass bei schwerwiegenden Infektionen eine
wesentlich hohere Prdvalenz von icaADBC-positiven Stdmmen vorliegt als bei
kommensalen S. epidermidis Stammen (Ziebuhr et al., 1997; Frebourg et al. 2000;
Galdbart et al. 2000). Dies flhrte zur Schlussfolgerung, dass icaADBC-negative Stamme
als apathogen zu betrachten sind (Zhang et al., 2003; Li et al., 2005; Yao et al., 2005). Die
Detektion von icaADBC sollte als Marker zur Unterscheidung von invasiven, also human-

pathogen und Besiedlungs-Stammen, die apathogen waren, genutzt werden (Ziebuhr et al.,
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1996; Frebourg et al., 2000; Galdbart et al. 2000; Montanaro et al., 2007). Allerdings
konnten in weiteren Untersuchungen an exakt definierten Bakterienpopulationen gezeigt
werden, dass die Pravalenz von icaADBC bei kommensalen Stdmmen hospitalisierter
Patienten nach Knochenmarkstransplantation dhnlich hoch war wie in Blutkulturisolaten,
die wahrend einer Katheter-assoziierten Infektion isoliert wurden (Rohde et al. 2004). Die
Ursache hierfiir liegt vermutlich in einem erhohten Selektionsdruck durch den Gebrauch
von Antibiotika und Desinfektionsmittel, der letztlich zur Selektion resistenter

kommensaler Staphylokokkenpopulationen fiihrt (Hoiby et al., 1997).

Von besonderer Bedeutung sind Studien, die bei Isolaten von infizierten Endoprothesen
nur bei der Hélfte der isolierten S. epidermidis Stamme icaADBC nachweisen konnten
(Frank et al., 2004; Rohde et al., 2007; Koskela et al., 2008). Auch in anderen
Bakterienpopulationen konnte eine dhnlich niedrige Prévalenz von invasiven icaADBC-
positiven S. epidermidis Stammen gefunden werden (da Silva et al., 2002; Klug et al.
2003; Klingenberg et al., 2007). Aus diesen Beobachtungen lasst sich schlieRen, dass
icaADBC keine unabdingbare Voraussetzung fur die Etablierung einer persistierenden,
Fremdkorper-assoziierten Infektion durch S. epidermidis ist.

Hinweise hierfur ergeben sich auch durch unabhangig von einander durchgefiihrten
tierexperimentellen Untersuchungen. Diese zeigen, dass in definierten Tiermodellen unter
icaADBC-negativen Mutanten keine Virulenzminderung im Vergleich zu den isogenen,
icaADBC-positiven Stammen aufweisen (Francois et al., 2003; Kristian et al., 2004). Diese
Befunde weisen deutlich darauf hin, dass es PIA-unabhéngige Faktoren geben muss,
welche bei der S. epidermidis Biofilmbildung und einer daraus resultierenden Fremdkérper
-assoziierten Infektionen beteiligt sind. Neuere Studien zeigen, dass PIA als interzellulares
Adhasin durch Proteine funktionell ersetzt werden kann (Rohde et al., 2005; Rohde et al.,
2007). Dartiber hinaus muss hervorgehoben werden, dass icaADBC und PIA
maoglicherweise fiir die Besiedlung der Haut gesunder Menschen entbehrlich ist (Rogers et
al., 2008).
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1.8 Alternative, PIA-unabhéngige Mechanismen der
S.°epidermidis Biofilmbildung

Neben PIA spielen weitere, Polysaccharid-unabhangige Faktoren eine Rolle bei der

S. epidermidis Biofilmakkumulation. Durch Behandlung von S. epidermidis Biofilmen mit

DNase, Protease, sowie Perjodat-Oxidation konnte gezeigt werden, dass Zellwandproteine,

Teichonsauren und extrazellulare DNA eine Rolle bei der S. epidermidis Biofilmbildung
spielen (Rohde et al., 2005; Chaigon et al., 2007; Rohde et al., 2007; Qin et al., 2007).

Das erste naher untersuchte Protein mit interzelluldar adhdsiven Eigenschaften ist das
Akkumulation assoziierte Protein (accumulation associated protein, Aap), welches durch
eine Mitomycin Mutagenese des Stammes S. epidermidis RP62A identifiziert werden
konnte (Schumacher-Perdreau et al., 1994). Bei Aap handelt es sich um ein interzelluléres
Adhasin, das an der akkumulativen Phase der Biofilmbildung beteiligt ist (Abbildung 1A)
und PIA in dieser Phase funktionell ersetzen kann. Aap ist ein 220 kDa groRes Protein,
welches aus zwei Domdénen besteht und in Form von fibrillaren Strukturen auf der
S. epidermidis Oberflache lokalisiert ist (Banner et al., 2007). Die Aap Doméne-A zeigt
Homologien zum Oberflachenprotein SasG von S. aureus (Roche et al., 2003; Corrigan et
al., 2007). Die Aap Domaéne-B ist 140 kDa groR und vermittelt interzellulare Adhdsion und
Biofilmbildung (Rohde et al., 2005; Conrady et al., 2008). Die Doméne-B besteht aus flnf
repetitiven Sequenzen, die jeweils 128 Aminosauren lang sind (Bateman et al., 2005). Nur
durch proteolytische Spaltung des nativen Aap erlangt die Doméne-B ihre
Funktionsfahigkeit (Hussain et al., 1997; Rohde et al., 2005). Hierbei spielen zum einem
Zink-abh&ngige, homotype Aap-Interaktionen eine Rolle (Conrady et al., 2008), zum
anderen scheinen jedoch auch heterotype Wechselwirkungen der Aap Domaéane-B mit
unabhangigen Zellwandstrukturen beteiligt zu sein (Rohde et al., 2006).

Es konnte gezeigt werden, dass Stamme, die aap exprimieren kdnnen, mehr Biofilm bilden
als aap-negative Stamme (Hussain et al., 1997; Stevens et al., 2007). In einem
Meerschweinchen-Tiermodell konnten Fremdkdrper-assoziierte Infektionen mit einer aap-
negativen Mutante erfolgreicher eradiziert werden als Infektionen mit dem aap-postitiven
Wildtypstamm (Schwank et al., 1998). Neuere Studien belegen die funktionelle Bedeutung
von aap fur die Biofilmbildung durch S. epidermidis durch Verwendung von spezifischen
Antiseren (Sun et al., 2005; Rohde et al., 2005; Qin et al., 2007). Als Pathogenitétsfaktor



1 Einleitung 19
flir die Entstehung einer chronischen Mastitis bei Rindern, die durch S. aureus verursacht

wurde, konnte das Biofilm assoziierte Protein (biofilm associated protein, Bap) isoliert
werden. Bap ist ein 2276 Aminosauren groRes, Zellwand-assoziiertes Protein, welches an
der priméren Bindung, an der interzellularen Adhésion und damit an der Biofilmbildung
beteiligt ist (Cucarella et al., 2001; Ubeda et al., 2003). Bei humanen S. aureus Isolaten
konnte das bap bis heute nicht gefunden werden. Durch Homologierecherche konnte ein
bap-Homolog in S. epidermidis RP62A identifiziert werden. Dieses Molekil wird als Bap
homologes Protein (Bap homologue protein, Bhp) bezeichnet. Das kodierende Gen bhp
war im Kontext von Katheter-assoziierten Infektionen in weniger als 10 % der
S. epidermidis Isolate nachweisbar (Rohde et al., 2004). In Experimenten konnte gezeigt
werden, dass die Inaktivierung von bhp in zwei klinischen S. epidermidis Stammen die
Fahigkeit zur Biofilmbildung nicht beeinflusste. Dies lasst die Vermutung zu, dass die
Funktion von Bhp fir die Biofilmbildung durch andere Determinanten ersetzt werden kann
(Lasa und Penades, 2006).

Eine groRe Bedeutung fir die Einschatzung der relativen klinischen Relevanz von
einzelnen interzelluldren Adhésinen besitzt die Tatsache, dass viele klinisch signifikante
S. epidermidis Isolate parallel die genetische Information fir mehrere dieser Faktoren
aufweisen (Vandecasteele et al., 2003; Rohde et al., 2004; Yao et al., 2005). Zum einen ist
es daher mdoglich, dass verschiedenen Mechanismen in  unterschiedlichen
Infektionssituationen relevant werden (Rohde et al., 2007), oder es ist zum anderen
moglich, dass die Mechanismen zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Verlauf der Infektion

genutzt werden kdnnen (Vandecasteele et al., 2003).
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1.9 Voraussetzungen fir diese Arbeit

Die Vorarbeiten zu der vorliegenden Arbeit beschaftigten sich mit dem S. epidermidis
Stamm 1585. Dieser Stamm war aus Blutkulturen eines Patienten mit einer Portkatheter-
assoziierten Sepsis isoliert worden. Durch Verwendung spezifischer Primer konnte
bewiesen werden, dass der S. epidermidis Stamm 1585 icaADBC und aap-negativ ist.
Durch weitere Experimente stellte sich heraus, dass S. epidermidis 1585 keinen Biofilm
bilden konnte (Rohde et al., 2004; Rohde et al., 2005).

Durch eine Langzeitbiofilmkultur konnte eine biofilmpositive Subpopulation dieses
S.°epidermidis Stammes angereichert werden, welcher als S. epidermidis 1585-Ra
bezeichnet wurde. Hierdurch konnte die grundsatzliche Féhigkeit von S. epidermidis 1585
zur Biofilmbildung gezeigt werden. Im Vergleich zum biofilmnegativen Stamm
S. epidermidis 1585 wies 1585-Ra keinen Unterschied hinsichtlich der Fahigkeit zur
primdren Adhdsion an unbeschichtete Polymeroberflachen auf (Christner et al., 2009).
Dies deutet darauf hin, dass die Fahigkeit von S. epidermidis 1585-Ra zur Biofilmbildung
auf der Expression interzellular-adhédsiver Mechanismen beruhen muss. Vorlaufige
Untersuchungen zeigten, dass diese Protein-abhdngig sind. Um nun die an der
Biofilmbildung von  S. epidermidis®1585-Ra  funktionell  beteiligten  Strukturen
identifizieren zu konnen, wurde eine Transposonmutagenese durchgefihrt. Unter
Verwendung des Transposons pTV1ts (Yougmann et al., 1983; Shaw und Clewell, 1985)
wurden Uber 3500 Tn917-Mutanten isoliert und beziglich ihres Biofilmphanotyps
untersucht. Es konnten zwei biofilmnegative Mutanten, M84 und M135, identifiziert
werden (Abbildung 2). Bei diesen beiden Mutanten konnte eine Insertion des Transposons
in einem 30612 bp groRen, offenen Leserahmen (open reading frame, ORF) gefunden
werden. Dieser kodiert fiir das putative 1 MDa Embp (extracellular matrix binding protein,
Embp) (Williams et al.,, 2002). Embp wurde bislang Fibronectin-bindende Aktivitét
zugesprochen.

In einer quantitativen real-time PCR konnte gezeigt werden, dass die Transkription von
embp im biofilmpositiven Stamm S. epidermidis 1585-Ra um das 123-fache héher war als
im Wildtypstamm S. epidermidis 1585. Gemeinsam mit den Daten der Transposon-
mutagenese macht dies deutlich, dass der biofilmpositive Phdnotyp von S. epidermidis
1585-Ra auf der Expression von embp beruhen muss. Erstaunlicherweise konnte diese

Hochregulation nur unter Verwendung von Primern im Bereich jenseits des Nukleotids
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18000 der kodierenden Sequenz gefunden werden (Abbildung 2), wéhrend die
Verwendung eines 5  gelegenen Primerpaars embpreal 1 (Abbildung 2) keine

Veranderung der embp-Transkription zeigte.

21251 26771

Y %
T o S (
) N

embpreal1 embpreal2  embpreal3 embpreald

Abbildung 2: Schematische Ubersicht tiber embp und die Lokalisation von Trans-
posoninsertionen in den Mutanten M84 und M135. Die Insertionen sind jeweils im
hinteren Drittel von embp lokalisiert. Zahlen gegeben die jeweilige Nukleotidposition an,
der Pfeil zeigt die Transkriptionsrichtung des auf Tn917 lokalisierten ermB-Gens an. In
S. epidermidis 1585-Ra konnte in quantitativen real time PCR-Experimenten, unter
Verwendung der Primerpaare embpreal2, 3 und 4 eine Hochregulation von embp im
Vergleich zu S. epidermidis 1585 gefunden werden. Die quantitative Analyse der embp-
Transkription von S. epidermidis 1585 und —Ra mit Primerpaar embpreall zeigte keine
Unterschiede. Die schematische Ubersicht ist nicht maRstabsgetreu.
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1.10 Ziele der Arbeit und Fragestellung
Die Fé&higkeit zur Biofilmbildung ist der entscheidende Pathogenitatsfaktor von
S. epidermidis. Epidemiologische Daten haben gezeigt, dass an der Biofilmbildung nicht
nur, wie bislang angenommen, ausschlieBlich Polysaccharide - wie PIA - beteiligt sind,
sondern, dass auch Proteinfaktoren eine interzelluldre Adhésion und Biofilmakkumulation
vermitteln kénnen. Die Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass embp ein
wichtiger Faktor fur die Entstehung von S. epidermidis Biofilmen sein konnte.
Die Befunde der oben beschriebenen Transkriptionsanalyse von embp lassen die
Vermutung zu, dass embp im Stamm S. epidermidis 1585-Ra nicht in einem, sondern in
mindestens zwei getrennten offenen Leserahmen (open readimg frames, ORF), mit jeweils
unabhéngiger Regulationskontrolle organisiert ist. Hierzu passt auch die Beobachtung,
dass alle zu einem biofilmnegativen Phanotyp fiihrenden Transposoninsertionen im
distalen Drittel des Gens Embp gefunden wurden.
Durch die Sequenzanalyse der embp-Allele in dem biofilm- und embp-negativen Stamm
S. epidermidis®°1585 und dem  biofilmpositiven, embp-exprimierenden  Stamm
S.°epidermidis 1585-Ra sollte daher geklart werden, ob es durch groRere strukturelle
Alterationen zu einer Hochregulation des Gens in S. epidermidis 1585-Ra gekommen ist.
Zudem sollte durch eine in silico-Analyse, der aus der Nukleotidsequenz abgeleiteten
Proteinsequenz gekléart werden, ob es einen strukturellen Anhalt fir die Funktion von
Embp als ein interzellulares Adhasin gibt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Geréate
Tabelle 2: Verwendete Gerate
Laborgerat Hersteller
Biofuge pico Tischzentrifuge Heraeus-Christ, Osterode, Deutschland
Brutschrank 5050E
Cryofuge 6-6 Kihlzentrifuge
Certoat BS-1 Sartorius, Hanau, Deutschland
CEQ™ 8000 Sequenzer Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland
Eppendorfzentrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Elektoporator Gene-Pulser® 11, BioRad, Hercules, USA
Feinwaage Leitz, Wetzlar, Deutschland

GelCam Photodokumentationssystem Phase, Libeck, Deutschland
BioRad, Hercules, USA
Gelelektrophoresekammern, horizontal ~ Kreutz Laborgeréte, Hamburg, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA
BioRad, Hercules, USA

Gelkammern BioRad, Minchen, Deutschland
Heizbad 1083,GFL AD Krauth, Hamburg, Deutschland
J2-21 Kihlzentrifuge Beckmann, Miinchen, Deutschland

Kivetten Quarz Spectrophotometer BioRad, Hercules, USA

Cell B. Braun, Melsungen, Deutschland
Lab-Shaker Schittelinkubator MWG, Biotech, Miinchen, Deutschland
MWG-Biotech Primus 96 plus Heraeus-Christ, Osterode, Deutschland
Multifuge 1.0 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mastercycler gradient BioRad, Miinchen, Deutschland
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PowerPac 3000 Power Supply
Photometer Smart Spec™3000
Photometer GeneQuant
Schittelinkubator

Spectrophotometer 34
Spectrophotometer ELISA Processor 11
SmartSpec Plus Spectophotometer
Thermomixer 5436

Thermostat BT 100

Tischzentrifuge Rotana
Ultraschallzerkleinerer Digital Sonifier
Waagen PC 4400

BioRad, Hercules, USA

BioRad, Hercules, USA

New Brunswick Scientific Co., USA
Beckmann, Minchen, Deutschland
Behring, Marburg, Deutschland
BioRad, Minchen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Kleinfeld, Mannhein, Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Branson, Danbury, USA

Mettler, Giessen, Schweiz

2.1.2 Chemikalien, Plastik- und Einwegeartikel

Alle verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen
Merck (Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) oder Sigma (Taufkirchen,
Deutschland) in pro analysi Qualitat bezogen. Die Plastikartikel und Einwegmaterialien
stammten, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Becton Dickinson (Cockeysville,
USA), Eppendorf (Hamburg, Deutschland) Greiner (Nurtingen, Deutschland) und Nunc
(Roskilde, Dédnemark).

2.1.3 Nahrmedien

Alle Nahrmedien wurden in vollentionisiertem Wasser (VE) angesetzt und durch Erhitzen
(15 min, 121 °C, 3,0 bar) in einem Dampfautoklaven sterilisiert. Zur Herstellung von
Festmedien wurde den Flussigmedien, soweit nicht anders erwahnt, 15 g/l Bacto®-Agar
(Difco, Detroit, USA) hinzu gegeben. Die verwendeten Grundsubstanzen und die fertigen
Trockenmedien wurden, sofern nicht gesondert angegeben von den Firmen Becton
Dickinson (Cockeysville, USA) Difco (Detroit, USA) oder Oxoid (Basingstoke, England)

bezogen.
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BHI-Agar:
30 g/l Brain Heart Infusion Broth
2 g/l Bacto-Agar

Blut-Agar:

42 g/l Columbia-Agar
1 g/l Bacto-Agar

2,2 g/l Glukose

72 ml/I Schafsblut

Einfriermedium:

100 ml 1,5 % (wt/vol) Bacto-Pepton

60 ml Glycerin 87%

Die Bestandteile wurden getrennt autoklaviert und anschlieBend zusammengefugt.

Luria-Bertani-Medium (LB):

10 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt

10 g/l NaCl

Gegebenenfalls wurden dem Medium15g/l Bacto-Agar zugefugt.

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS):
8 g/l NaCl

0,20 g/l KCI

1,44 g/l | Na;HPO,

0,24 g/l KH,PO,

pH 7,4
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SOC-Medium:

20 g/l Trypton

5 g/l Hefeextract
0,6 g/l NaCl

0,5 g/l KCI

20 mM Glucose
20 mM Mg?*

pH 7,0

Trypton Soja Briihe (TSB):
30 g/l TSB (Becton Dickinson)
ph 7,3

2.1.4 Loésungen und Puffer
Alle Losungen und Puffer wurden, sofern nicht anders angegeben, in vollentionisiertem
(VE) Wasser angesetzt und in einem Dampfautoklaven (15 min, 121 °C, 3,0 bar)

sterilisiert.

DNA-Gelladepuffer:

0,25 % [wt/vol] Bromphenolblau
0,25 % [wt/vol] Xylen Cyanol FF
15 % [wt/vol] Ficoll

Die Losung wurde ohne Sterilisation verwendet.

Ethidiumbromid-Stammlésung:
Es wurde eine Ethidiumbromidlésung mit 10 mg/ml in dH,O angesetzt und ohne

Sterilisation verwendet.

Na-Acetat Losung:
3M Na-Acetat
pH 7,0
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5x TBE-Puffer:

54 g/l Tris

27, 5 g/l Borséure

20 ml/1 (0,5 mM) EDTA

pH 8,0

TBE wurde ohne Sterilisation verwendet.

TE-Puffer:

10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA
pH 8,0

X-Gal-Losung
40 mg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-pB-D-Galaktosid in Dimethylformamid

2.1.5 Antibiotika
Zur Selektion wurden die Medien mit unterschiedlichen Antibiotika in verschiedenen
Konzentrationen supplementiert (Tabelle 3). Sdmtliche Antibiotika wurden bei Sigma

(Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

Tabelle 3: Verwendete Antibiotika-Stammldsungen

Antibiotika Stammldsung

Ampicillin 100 pg/ml in 80% [v/v] Ethanol, Aliquots gelagert bei -20 °C

Kanamycin 50 pg/ml in 95% [v/v] Ethanol, Aliquots gelagert bei -20 °C
2.1.6 Enzyme

Tabelle 4: Verwendete Enzyme

Enzym Hersteller
RNase (DNase frei) Boehringer, Mannheim, Deutschland
T4-DNA-Ligase Boehringer, Mannheim, Deutschland

EcoRlI Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
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2.1.7 Reagenztests fur molekularbiologische Standardverfahren

Die angegebenen Reagenziensets sind in der (Tabelle 5) zusammengefasst. Sie wurden

von den Firmen Beckmann Coulter (Krefeld, Deutschland), Eppendorf (Hamburg,

Deutschland), Finnzymes (Espoo, Finnland), Invitrogen (Carlsbad, USA), Qiagen (Hilden,

Deutschland) und Roche (Mannheim, Deutschland) bezogen.

Tabelle 5: Verwendete Reagenztests und die Hersteller

Standardverfahren

Hersteller

DNA-Extraktion aus Zellen
DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Klonierung

Plasmidpraparation

Polymerasekettenreaktion (PCR)

RNA-Extraktion

Sequenzierung

QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen)
QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen)
TOPO TA® Cloning Kit ()CR4-TOPO
Vektor) mit TOP10 chemisch kompetenten
E.coli (Invitrogen)

QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen)
TripleMaster® PCR System (Eppendorf)
Expand long proofreading® PCR (Roche)
Phusion High-Fidelity® PCR Kit
(Finnzymes)

RNeasy® Mini-Kit (Qiagen)

CEQ™ 8000 DTCS-Quick Start Kit
(Beckmann Coulter)




2 Material und Methoden

29

2.1.8 Bakterienstamme und Plasmide

Tabelle 6: Verwendete Bakterienstamme

Stamm Charakteristika Referenz
E. coli TOP10 E. coli Wirt zur Klonierung von Plasmiden Invitrogen
Genotype F" mcrA A (mrr-hsdRMS-merBC)  (Carlsbad, USA)
®80lacZAM15 AlacX74recAl deoR araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str?) endA1l
nupG.E
S. epidermidis Klinisches Isolat aus einer Portkatheter- ~ Rohde et al., 2005
1585 infektion; aap-, icaADBC-, und
biofilmnegativ
S. epidermidis Biofilmpositive und embp-exprimierende  Diese Arbeit
1585-Ra Mutante von S. epidermidis 1585
S. epidermidis ATCC 35984, biofilmpositiv, ica-positiv.  Schumacher-
RP62A Perdreau et al.,

1994
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2.1.9 Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg, Deutschland)

synthetisiert. Die verwendeten Oligonukleotide zum Vergleich der Promtorregion sind in
Tabelle 7, die fur die RACE sind in Tabelle 8 und die Oligonukleotide zur embp-
Sequenzierung sind im Anhang in der Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 7: Verwendete Oligonukleotide zum Vergleich der Promotorregionen

Name @ Sequenz (in 5°-3" Richtung) Referenz

embp_410for CATCAACTAGTCAAARATCAAGC Diese Arbeit
embp_1325rev. = GTGAAAGTTACTGGACCAGTT Diese Arbeit
embp_1287for  TCCAAGTGATCAAACACCAACT Diese Arbeit
embp_2591rev  GAATTTCCACGTAATTCATTAG Diese Arbeit

% Die angegebenen Nukleotidpositionen beziehen sich auf den open reading frame des
embp Allels von S. epidermidis RP62A (GeneBank accession number SERP1011).

Tabelle 8: Verwendete Oligonukleotide fur die RACE

Name @ Sequenz (in 5°-3" Richtung) Anwendung
embprevRT18040 CATGAAGATTAGATTTAGCTTGAGTTAC cDNA-
Synthese
embprevRT19043 GCAGAATCTTCATTTGTATAATCAC cDNA-
Synthese
embprev18881 CTGAGTTTTCACGTTGCATCTGTTATCTG  Amplifikation
der cDNA-
Enden
GeneRacer 5° CGACTGGAGCACGAGGACACTGA Amplifikation
der cDNA-
Enden
fmtC_forl AGCACCTATTGGAGTAATGAGAGA Diese Arbeit
fmtC_for TGCGACTATATATACTTATGCGTCA Diese Arbeit

% Die angegebenen Nukleotidpositionen beziehen sich auf den open reading frame des
embp Allels von S. epidermidis RP62A (GeneBank accession number SERP1011).
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2.1.10 Datenbanken und Programme

Die durch PCR und Sequenzierungsreaktionen gewonnenen DNA-Sequenzen wurden mit
Hilfe des Programms Vector NTI (InforMax, Oxford, UK), und mittels der SMART-
Software (http://smart.embl-heidelberg.de) bearbeitet und analysiert. Hierbei wurde auf das
vollstandig sequenzierte Genom des S. epidermidis Stamms RP62A zurlickgegriffen
(Lokus Nummer CP000029; http://www.ncbi.nIm.nih.gov.).
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2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine mikrobiologische Methoden
2.2.1.1 Anzuchtbedingungen

Bakterien wurden zur Stammbhaltung auf Agarplatten kultiviert, welche - falls nétig - mit
einem Antibiotikum supplementiert wurden. Staphylokokkenstdamme wurden auf Blutagar
und E. coli Stamme wurden auf LB-Agar kultiviert. Alle verwendeten Bakterienstamme
wurden in der Regel fir 24 h bei 37°C, sofern nicht gesondert angegeben, in einem
Brutschrank (Agarkulturen) oder als Flissigkultur in einem Schttelinkubator bei 150 rpm
kultiviert und anschlielend bei -4°C gelagert. Bei Bedarf wurden den Agarmedien zur
Selektion Ampicillin (100 pg/ml) und Kanamycin (50 pg/ml) zugesetzt. Vorkulturen
wurden entweder flr 6 h oder Uber Nacht inkubiert und anschlieBend fur die Hauptkulturen
1:100 im gewtinschten Medium verdlnnt. Fur die langerfristige Aufbewahrung wurden die

Bakterien in 500 pl Einfriermedium suspendiert und bei -80°C gelagert.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1 Praparation chromosomaler DNA aus S. epidermidis

Zur Praparation chromosomaler DNA aus S. epidermidis wurde das QIAamp®-DNA-Mini
Kit (Qiagen, Deutschland) gemaR den Herstellerangaben angewendet. Zur Vorkultur
wurden 2 ml BHI mit einer Kolonie des zu untersuchenden Stammes beimpft und Gber
Nacht bei 37 °C und 120 rpm in einem Schittelinkubator inkubiert. Gegebenenfalls
wurden zur Selektion Antibiotika hinzugegeben. 500 pl der Vorkultur wurden in ein 1,5 ml
Eppendorf-Rohrchen berfihrt und zur Bakterienernte bei Raumtemperatur fur 1 min. bei
16.100 x g zentrifgiert und der Uberstand dekantiert. Das entstandene Bakterien-Pellet
wurde anschlieBend in 180 pl TE-Puffer (pH 7,0) resuspendiert, 5 pl Lysostaphin (1.500
U/ml) dazugegeben und in einem Heizblock fir 1 h bei 37°C inkubiert, um die
Bakterienzellwand zu lysieren. Im Anschluss daran wurden 180 pl ATL-Puffer und 20 pl
Proteinkinase K (Kit) hinzugeflgt, durch kraftiges Mischen auf dem Vortexer vermischt
und fir 2 h bei 56°C inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl AL-Puffer, erneutem Mischen auf
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dem Vortexer und Inkubation fir 10 min bei 75°C in einem Heizblock wurde der Ansatz
abermals zentrifugiert. Daran schloss sich eine Fallung mit Ethanol an, wofir dem Ansatz
200 pl Ethanol abs. zugegeben, erneut gemischt und zentrifugiert wurde. Der Uberstand
wurde auf eine Sdule gegeben und in ein Eppendorf-Rohrchen gesetzt, 500 pul AW 1-Puffer
zugegeben und erneut fur 1 min bei 16.100 x g zentrifugiert, wieder in ein neues
Eppendorf-Rohrchen gesetzt und nach Zugabe von 500 ul AW 2-Puffer nochmals fur 1
min bei 16.100 x g zentrifugiert. Die S&ule wurde in ein sauberes 1,5 ml Eppendorf-
Rohrchen gesetzt und zur Trocknung der Séule bei 16.100 x g zentrifugiert. AnschlieRend
wurden 200 pl AE-Puffer auf die S&ule gegeben und erneut zentrifugiert. Dieser Schritt
wiederholte sich, die Saule wurde verworfen und die gereinigte DNA in ein sauberes

Eppendorf-Rohrchen tberfuhrt und im Kihlschrank bei -20°C gelagert.

2.2.2.2 Polymeraskettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine Standard-
methode zur Amplifikation von DNA-Fragmenten (Saiki et al., 1985). Ublicherweise
wurde die PCR mit Hilfe der TripleMaster®PCR (Eppendorf, Deutschland) in einem DNA
Thermal Cycler (MWG Biotech, Deutschland) mit beheiztem Deckel nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Das TripleMaster®PCR System enthlt eine proofreading DNA-
Polymerase mit inhdrenter Exonukleaseaktivitdat, die gegebenenfalls auftretende
Synthesefehler reparieren kann, so dass eine hdhere Genauigkeit gewahrleistet werden
kann.

Bei der PCR dient die doppelstrangige DNA als Vorlage (template). Gegenlaufige
(forward und reverse) Oligonukleotide, die so genannten Primer, dienen der DNA-
Polymerase als Start. Durch abwechselnde Zyklen von Denaturierung der DNA,
Anlagerung der Primer (annealing) und Synthese des komplementéren Stranges kommt es
zur exponentiellen Amplifikation des vorliegenden Fragments. In ein 50 pl Ansatz wurde
circa 100 bis 200 ng template DNA, forward- und reverse Primer in einer Konzentration
von 10 pM/ul, dNTPs mit je 200 pM, 1 U Polymerase und der zugehérige Mg®*-haltige
Puffer (1,5 mM) eingesetzt. Initial wurde die DNA dann fir 2 min bei 94°C denaturiert, in
den anschlieBenden Zyklen nur fir 30 s. Fir die Anlagerung der Primer wurde, in die
annealing--Temperatur, in Abhéangigkeit der verwendeten Primer, fur 30 s auf

Temperaturen zwischen 55°C und 65°C abgesenkt. Der Zweitstrang wurde bei 72°C
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synthetisiert, wobei sich die Dauer nach der Lénge des zu amplifizierenden DNA-
Fragments richtete und mit etwa 40 s/kb angesetzt wurde. Nach in der Regel 30 bis 35
Zyklen schloss sich eine siebenminitige Synthesephase an, um eine vollstdndige
Komplementierung aller Einzelstrange zu gewahrleisten. AnschlieRend wurden die Proben
auf 4°C heruntergekihlt. Die Kontrollen der PCR fanden durch Gelelektrophorese statt.
Sollte die amplfizierte DNA kloniert werden oder war die PCR mit dem
TripleMaster®PCR  System negativ, so wurde als Alternative das Phusion High-
Fidelity®PCR-Kit (Finnymes, Finnland), welche eine 3°-5~ exonuklease proofreading

Aktivitat besitzt, gemal Herstellerangaben verwendet.

2.2.2.3 Klonierung von PCR-Produkten

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 pCR4-TOPO beidseitig so genannte 3’-Desoxyadenosin-Uberhinge. Mittels der
Topoisomerase | wurden Vektor und Amplifikate ligiert und danach in chemisch
kompetente E. coli TOP10 Zellen transformiert. Da die multiple cloning site des Vektors in
einem lacZ Gen liegt, konnten Klone mit erfolgreicher Insertion anhand eines blue/white
screenings identifiziert werden (Sambrook et al., 1989). Es wurden 1 bis 4 pl eines PCR-
Amplifikats und 1 pl Salzlésung (Kit) mit sterilem dH,O auf 5 pl aufgeftllt und mit 1 pl
pCR4-TOPO Vektor gemischt. Die Ligation fand fir 30 min bei Raumtemperatur statt.
AnschlieBend wurde der Ansatz auf Eis gestellt.

2.2.2.4 Chemische Transformation

Die chemischkompetenten E. coli TOP10 Zellen (Kit) wurden auf Eis aufgetaut und mit
circa 2 bis 4 pl des Ligationsansatzes, durch vorsichtiges Schwenken vermengt und fur
insgesamt 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 30 s in ein 42°C
heil3es Wasserbad gehalten und erneut auf Eis gestellt. Die Zellen wurden mit 250 ul SOC-
Medium (Kit) versetzt und flr eine 1 h bei 37°C in einem Schittelinkubator inkubiert. Fir
die Transformation des linearisierten Shuttlevektor pCR4 wurde zunéchst 40 pl X-Gal auf
LB-Agarplatten, mit 100 pg/ml Ampicillin ausplattiert und die Agarplatten bei 37°C
vorgewdarmt. Jeweils 80 ul der Bakteriensuspension wurden unverdinnt auf 3 LB-
Agarplatten ausplattiert und dann fur 24 h bei 37°C in einem Brutschrank inkubiert. Eine

mdogliche Blaufarbung der Kolonien kam durch die p-Galaktosidaseaktivitat zustande, die
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nur im Falle einer erfolgreichen Integration der Bakerienzellen in den linearisierten
Shuttlevektor pCR4 aufgehoben wird. Deshalb wurden nur weiBe oder leicht blauliche

Klone identifiziert und nach einer Subkultivierug genauer analysiert.

2.2.2.5 Restriktionsverdau

Die Plasmid-DNA wurde aus E. coli oder Staphylokokken extrahiert und einer Spaltung
mit Restriktionsenzymen unterzogen. Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische
Basensequenzen in einem DNA-Doppelstrang und schneiden dann beide Strdnge an
definierten Stellen (Sambrook et al., 1989). Die Restriktionsansétze enthielten 5 bis 15 pl
DNA, 1 bis 2 pl Restriktionsenzym sowie den geeigneten Puffer und wurden mit sterilen
dH,0 auf 20 pl aufgefillt. Es folgte eine Inkubation fur 2 bis 24 h bei 37°C. Bei einem
Doppelverdau, bei dem die Puffer nicht kompatibel waren, wurde ein fragmentierter
Verdau durchgefihrt. Fir diesen Verdau wurden 30 pul DNA, 2 bis 3 pl Restriktionsenzym
und bis zu 4 pl Puffer mit sterilem dH,O auf 20 pl aufgefullt Die DNA wurde
anschlieBend in einer horizontalen Gelelektrophorese in 0,5 bis 2,5 %igen Agarosegel
aufgetrennt. Die Ergebnisse der Restriktionsverdaue wurden durch Betrachtung unter dem

UV-Transilluminator dokumentiert.

2.2.2.6 Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA

Die horizontale Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten auf Grund
ihrer Ladung, GroRe und Konformation in einem elektrischen Feld. Sie wurde zur
grolRenabhangigen Auftrennung von Plasmiden, von Fragmenten gespaltener Plasmide
oder dem Nachweis von Amplifikaten aus der PCR eingesetzt (Sambrook et al., 1989). Je
nach Grole der zu analysierenden DNA-Fragmente wurden 0,5 bis 2,5 %ige Agarosegele
verwendet. Hochreine Agarose (SeaKem®ME-Agarose, Cambrex-Bioscience, Rockland
Inc., USA) wurde in 100 ml 0,5-fach TBE-Puffer aufgekocht, abgekihlt, mit 1,5 pl
1%igem Ethidiumbromidkonzentrat versetzt und in einen Geltrager mit Kamm unter
Vermeidung von Blasen gegossen. Die Proben wurden mit 2 pul DNA-Ladepuffer versetzt
und in die Taschen des ausgehérteten Gels eingefullt, das mit 0,5-fach TBE-Puffer
uberschichtet war. Eine Auftrennung erfolgte bei konstanter Spannung von 15 bis 120
Volt/Stunde. Als Grolienstandard wurde ein Mix aus Hindlll-gespaltener DNA des A-
Phagens und Haelll-gespaltener DNA des Phagens ¢X174 (Finnzymes, Espoo, Finnland)
aufgetragen. Er enthélt 19 Fragmente der folgenden Grél3en: 23 kb, 9,4 kb, 6,6 kb, 4,3 kb,
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2,3 kb, 2,0 kb, 1,4 kb, 1,1 kb, 872 bp, 603 bp, 563 bp, 310 bp, 281 bp, 271 bp, 234 bp, 194
bp, 125 bp, 118 bp, 72 bp. Fir alle Gele dieser vorliegenden Arbeit, die durch eine
Gelelektrophorese entstanden sind, wurden diese Marker verwendet. In der folgenden
Abbildung 3 werden die Groflen der einzelnen Banden definiert und gelten fir die
folgenden Gelelektrophorese-Abbildungen. Anschlieend wurden die Gele auf einem UV-
Transilluminator mit einer angeschlossenen digitalen CCD-Kamera (GelCam

Photodokumentationssystem) dokumentiert.

Abbildung 3: GroRenstandard fiir DNA Gelelektrophorese Als GroRenstandard wird
ein Mix aus Hindlll-gespaltener DNA des A-Phagens und Haelll-gespaltener DNA des
Phagens X174 (Finnzymes, Espoo, Finnland) verwendet. Die Gro3e der einzelnen
Banden ist beschriftet. * markiert die Banden, die aufgrund der tblicherweise verwendeten
DNA Menge kaum erkennbar sind.
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2.2.2.7 Plasmidpraparation

Die Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli wurden mit Hilfe des QIAprep®Spin
Miniprep Kit (Qiagen, Deutschland) durchgefiihrt. Das System beruht auf alkalischer Lyse
der Bakterienzellen, gefolgt von einer Denaturierung und Prazipitation der chromosomalen
DNA sowie der Proteine, wobei die Plasmid-DNA in L6ésung verbleibt (Birnboim und
Doly, 1979). Zur Aufreinigung erfolgt eine Adsorption der Plasmid-DNA an eine
Silikatmatrix in Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen. Anschlieend wurde die DNA in
einem salzarmen Puffer eluiert. Fur Plasmidpraparationen aus E. coli wurden die Bakterien
in der Regel tber Nacht in LB-Medium unter Zusatz von 100 pg/ml Ampicillin oder 50
pg/ml Kanamycin angezichtet. Das weitere Vorgehen erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Die Eluate wurden zur Klonierung, Sequenzierung oder zu

Restriktionsanalysen eingesetzt.

2.2.2.8 Bestimmung der DNA-Konzentration in den Plasmiden

Zur Vorbereitung der Proben fur die Sequenzanalyse wurde die DNA-Konzentration
(dsDNA) in den aufgereinigten PCR-Proben mit dem BioRad Smart Spec-TM®3000
(BioRad, Deutschland) bei einer Wellenldnge von 280 nm und einem conversion factor
von 50.000 gemessen. Hierfir wurden 2 ul der PCR-Proben und 98 pl aqua ad
iniectabiliae vermischt. Diese 100 pl Verdinnung wurde in eine Quartz Spectrometer
Klvette pipettiert. Zu Beginn der DNA-Konzentrationsbestimmung wurden 100 pl aqua
ad iniectabiliae in die Kuvette pipettiert und der Leerwert bestimmt. Die Kiivette wurde
vor jeder Messung mit agua ad iniectabiliae gewaschen und nach Beendigung des
Messvorgangs zusatzlich mit 100 pul 1 M HCL und 100 pl 1M NaOH gewaschen, um
DNA-Probereste zu entfernen. Die DNA-Konzentration wurde in pg/ml angegeben.

2.2.2.9 DNA-Sequenzierung

Die durchgefuhrten DNA-Sequenzierungen basieren auf einer modifizierten Didesoxy-
Kettenabbruch-Methode nach Sanger (Sanger et al., 1977; Sanger et al., 1978). Zur DNA-
Sequenzierung wurden, aus dem QIA-quick®PCR Purification Kit (Qiagen, Deutschland)
gereinigte PCR-Amplifikate, unter Verwendung der Primer M13for und M13rev und des
CEQ™ DTCS-Quick®Start Kit (Beckman Coulter, USA) nach Angaben des Herstellers
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durchgefuhrt. Im ersten Schritt erfolgte die Denaturierung der DNA fiir 2 min in einem
Thermocycler mit beheizbarem Deckel (MWG-Biotech, Deutschland). Daran schlossen
sich 30 Zyklen mit jeweils 20 s Denaturierung bei 96°C, Anlagerung der Primer flr 20 s
bei 50°C und 4 min Synthesezeit bei 60°C an. Die Proben wurden am Ende auf 4°C
heruntergekuhlt. Anschliefend wurden die Reaktionsansatze geméal den Herstellerangaben
mittels einer Ethanol/NaAcetat-Prazipitation von den (Uberschiissigen Nukleotiden
gereinigt.

Das resultiertende Pellet wurde in 40 pl SLS aufgenommen und bei —20°C bis zur weiteren
Verarbeitung gelagert. Die Sequenzierung erfolgte dann unter Verwendung eines CEQ™
8000 Sequenzierers (Beckman Coulter, Deutschland).

Zum Teil wurden die Sequenzanalysen als Auftragsarbeit durch MWG-Biotech
(Deutschland) durchgefiihrt. Hierfir wurde 100 ng/pl DNA-Probe in ein 1,5 ml Eppendorf-
Rohrchen abgefillt, zusétzlich wurde separat 1 ul Primer ebenfalls in ein 1,5 ml Réhrchen
abgefullt. Diese Proben wurden dann per Post versandt.

2.2.2.10 Extraktion von Ribonukleinsauren (RNA) aus S. epidermidis

Fur die Extraktion von Ribonukleinsduren aus S. epidermidis 1585-Ra wurde nach der von
Dobinsky beschriebenen Methode verfahren (Dobinsky und Mack, 2001).

Es wurden Schuttelkulturen in TSB wéhrend der stationdren Wachstumsphase verwendet.
Nach einer Inkubation (ber 24 h bei 37°C wurden die Zellen geerntet. Den Zellen wurden
3 ml RNA protect™Bacteria Reagent (Qiagen, Deutschland) hinzugefiigt und einmal fir
10 s mit 70 % Leistung und in zwei weiteren Durchgéngen fur jeweils 3 x 30 s bei 70 %
Leistung auf Eis mit Ultraschall behandelt und danach fir 5 min mit maximaler
Geschwindigkeit bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das dabei entstehende Pellet wurde
jeweils mit 10 ml eiskaltem PBS (iberschichtet. Danach wurde das Pellet in 200 pl TE-
Puffer (Kit) resuspendiert und auf einem Schittelinkubator fir 10 min bei 37°C mit 150
U/ml Lysostaphin verdaut. Dieser Suspension wurden im Anschluss 700 pl RLT-Puffer
(RNeasy®Mini Kit, Qiagen, Deutschland) und 7 pl R-Mercaptoethanol (Kit) zugegeben
und fir 15 s gevortextet. Nach dem Vortexten wurde die Probe in eine 2 ml Lysing Matrix
Tube (Bio 101® Systems, Qbione, Morgan Irvine, USA) mit Silikonpartikel tiberfiihrt. Der
Zellaufschluss von S. epidermidis 1585-Ra erfolgte im FastPrep™™Celldisruptor (FB 120,
BIO 101, Savant instruments, Farmingdale, USA) in dem er 3 x fiir 20 s bei maximaler

Geschwindigkeit gevortextet wurde. Dieser Ansatz wurde sofort danach auf Eis gestellt



2 Material und Methoden 39

und die Zelltrummer fur 1 min bei Maximalgeschwindigkeit abzentrifugiert. Die weitere
Bearbeitung des Uberstandes wurde unter Verwendung des RNeasy®Mini Kits (Qiagen,
Deutschland) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die RNA-Konzentration wurde
photometrisch im GeneQaunt™ Spektralphotometer (BioRad, USA) bei 260 nm bestimmt.

Bis zur weitern Bearbeitung wurden die Aliquots bei -20°C gelagert.

2.2.2.11 Anreicherung von mRNA mittels MicrobeExpress®

Ein Problem bei der Préaparation bakterieller RNA und sich daran anschlielnder Analysen
ist, dass ribosolmale rRNA insgesamt tiber 95 % der zelluldren Gesamt-RNA ausmachen.
Hierdurch werden spezifische Modifikationen gerade seltener mRNA Spezies erschwert.
Um die rRNA aus der Gesamtzell-RNA zu entfernen, wurde das MicrobeExpress®System
(Ambion, Applied Biosystems, USA) verwendet. Dieses System basiert darauf, dass
bakterielle rRNA hochkonservierte Sequenzabschnitte aufweist. Dies wird genutzt, um die
rRNA an magnetische Mikrospharen zu binden, welche mit komplementdren DNA-
Oligonukleotiden beschichtet sind. Wird ein starkes Magnetfeld angelegt, so kann die an
die Mikrosphdren gebundene rRNA entfernt werden. Im Wesentlichen wurde die
Durchfiihrung entsprechend den Herstellerangaben durchgefuhrt. Es wurden 10 pg
Gesamtzell-RNA in 100 pl Waschlosung (Ambion, Applied Biosystems, USA)
aufgenommen und anschlieBend Ethanol-prézipitiert. Das hieraus resultierende Pellet
wurde in 25 pl TE-Puffer aufgenommen und die mRNA-Konzentration bei einer
Wellenldnge von 260 nm im Photometer bestimmt. Typischerweise betrug die Ausbeute
etwa 1 bis 1,5 pg mRNA.

2.2.2.12 Bestimmung des Transkriptionsstarts mittls Rapid amplification
of cDNA ends (RACE)

Um die Sequenz der 5 Enden des embp-Transkripts von S. epidermidis 1585-Ra zu
bestimmen, wurde eine rapid amplification of cDNA ends (RACE) durchgefiihrt. Hierbei
wurde auf das Gene®Racer Kit (Invitrogen, Deutschland) zuriickgegriffen. Im
wesentlichen entsprach die Durchfihrung den Angaben des Herstellers. 250 ng der
angereicherten mRNA wurden mit Oligo-RNA Fragmenten ligiert. Nach Prazipitation
erfolgte die cDNA Synthese unter Verwendung der Superscript 11l reverse-transcriptase
(Invitrogen, Deutschland) und den embp-spezifischen Primer embprevRT18040 oder

embprevRT19043. Die so gewonnene cDNA wurde als template in einer PCR eingesetzt,
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bei welcher die Primer embprev18881 und Gene®Racer 5  (Invitrogen, Deutschland)
eingestzt wurden. Nach Kontrolle der Amplifikate, aufgereinigt, in den Vektor pCR4

eingebracht und anschlieRend sequenziert.
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3 Ergebnisse

Die beiden Stamme S. epidermidis 1585 und 1585-Ra unterscheiden sich hinsichtlich des
Expressionsniveaus des Embp-kodierenden Gens embp. Die empb-Expression in
S. epidermidis 1585-Ra ist im Vergleich zu S. epidermidis 1585 um den Faktor 123
heraufreguliert (Christner et al., 2009). Mdgliche Ursachen fiir die embp-Uberexpression
kdnnten daran liegen, dass es im Rahmen der zur Entstehung des Stamms S. epidermidis
1585-Ra durchgefiihrten Langzeitkultur-Passage zu chromosomalen Verdnderungen wie
Deletionen oder Insertionen innerhalb der Embp-kodierenden Sequenz von S. epidermidis
1585-Ra, zum Beispiel mit der Entstehung von alternativen Promotoren, gekommen ist.
Um nun groRere strukturelle Veranderungen von embp nachzuweisen zu kénnen, wurden
mittels long-range PCR unter Verwendung spezifischer Primer (Tabelle 9) groRere embp-
Fragmente amplifiziert (Abbildung 5) und mittels Gelelektrophorese analysiert. Einen
schematischen Uberblick ber die Position der verwendeten Primerpaare liefert die
Abbildung 4. Die PCR wurde nach Optimierung der annealing-Temperaturen unter
Verwendung chromosomaler DNA der zu vergleichenden Stdamme durchgefiihrt. Bei der
Analyse der so erzeugten Amplifikate zeigte sich, dass diese im wesentlichen die gleiche
GroRe aufwiesen (Abbildung 5). Eine Ausnahme hiervon stellte das Primerpaar
embp_12847for und embp 19104rev dar. Trotz mehrfacher Versuche unter
unterschiedlichen PCR-Bedingungen konnte mit diesen beiden Primern nur bei
S. epidermidis 1585 ein Amplifikat dargestellt werden, wéhrend dies bei S. epidermidis
1585-Ra nicht gelang (Abbildung 4). Dies kann als Hinweis auf VVeranderungen des embp-
Allels von S. epidermidis 1585-Ra im Vergleich zu S. epidermidis 1585 gewertet werden.
Zur Darstellung dieser moglichen Sequenzunterschiede sollten daher beide embp-Allele

vollstdndig sequenziert werden.
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Abbildung 4: Schematische Ubersicht tiber die verwendeten Primer und deren
relative Lokalisation in embp. Die Primer zur Darstellung von embp wurden so gewahlt,
dass der Anlagerungsort eines reverse Primers jeweils 3" des darauf folgenden forward
Primers lokalisiert ist. Hierdurch konnten tberlappende Amplifikate erzeugt werden, die in
ihrer Summe den gesamten offenen Leserahmen von embp abdeckten. Es handelt sich im
einzelnen um die Primerpaare: 1, 2: SERP_forig, embp_revasss; 3, 4: embp_forizos,
embp_revgyio; 5, 6: embp_forsgig, embp_revisssy; 7, 8: embp_forizgsz, embp_revigios; 9, 10:
embp_foriggeg, €Mbp_revozras; 11, 12: embp_forpses;, embp_revozsi;. Durch Balken werden
die jeweiligen Amplifikate reprasentiert. Unter Verwendung des Primerpaars 7, 8 konnte
kein Amplifikat erzeugt werden (gepunktete Linie). Die schematische Darstellung ist nicht
malstabsgetreu.

. Serp1020 - 1723for - 6919for - 18809for - 24652for -
Primerpaar  >4g4rev  9212rev  13552rev 24744rev 27511rev

b
94—
0,6—

2,3 —
kb

Stamm Wt -Ra Wt -Ra Wt -Ra Wt -Ra Wt -Ra

Abbildung 5: PCR zur orientierenden Untersuchung der embp-Allele in S. epidermidis
1585 und S. epidermidis 1585-Ra. Unter Verwendung geeigneter Primer wurden PCR
Reaktionen durchgefiihrt, deren resultierenden Amplikons in der Summe den gesamten
offenen Leserahmen von embp in beiden S. epidermidis Stdmmen reprasentieren. Die
Abbildung zeigt die Analyse der Amplikons mittels Agarosegelelektrophorese in einem 0,5
%igem Agarosegel. Die Banden wurden durch Ethidiumbromidfarbung dargestellt. Der
Vergleich der BandengrdRen von S. epidermidis 1585 (Wt) und 1585-Ra (-Ra) zeigt, dass
keine relevanten Unterschiede zwischen den beiden Stdmmen vorliegen.
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3.1 Sequenzierung von embp in den beiden S. epidermidis
Stdmmen 1585 und 1585 Ra

Um die embp-Allele in den beiden Stdmmen S. epidermidis 1585 und S. epidermidis 1585—
Ra sequenzieren und im Anschluss daran analysieren zu kdnnen, wurden unter
Verwendung spezifischer Primer etwa 1000 bp groRe, sich jeweils Uberlappende
Fragmente aus der chromosomalen DNA der beiden S. epidermidis Stdamme amplifiziert
und anschlieBend in den linearisierten Vektor pCR4 kloniert. Die Sequenzierung erfolgte
dann unter Verwendung der beiden Primer M13for(-20) und M213rev(-29). Die
resultierenden Sequenzdaten wurden dann unter Verwendung des Programms VektorNTI
(Invitrogen, Deutschland) editiert und durch den Assambly-Algorithmus zu einer

fortlaufenden Sequenz zusammengefuhrt.

Zuerst wurden die Sequenzen des embp-Allels von S. epidermidis 1585 mit dem ebenfalls
embp-positiven S. epidermidis Stamm RP62A (SERP1011) verglichen. Das embp-Allel
dieses Stammes wurde bereits sequenziert (Gill et al., 2005) und diente daher in dieser
Arbeit als Referenzstrang. Es zeigte sich, dass die embp-Allele in den S. epidermidis
Stammen 1585 und RP62A eine Lange von insgesamt 30612 bp aufwiesen. Auf Ebene der
Nukleotide fand sich in der weiteren Analyse der beiden S. epidermidis Stamme eine
Ubereinstimmung von (iber 99 %. Die Bestimmung der stromaufwarts und stromabwiérts
von embp gelegenen Sequenzabschnitte zeigte, dass das embp in S. epidermidis 1585 und
in S. epidermidis RP62A die identische chromosomale Lokalisation zwischen den Genen
SERP1010 und SERP1012 aufweist.

Zur Sequenzierung des embp-Allels in S. epidermidis 1585-Ra wurde eine parallele
Strategie angewendet. Hierbei konnten die Nukleotide 1 — 17743 sowie 18213 — 30612
problemlos analysiert werden. Diese embp-Abschnitte wiesen im Vergleich zu embp des
Stamms S. epidermidis 1585 keine signifikanten Sequenzunterschiede auf. Durch die
Sequenzierung konnte zudem gezeigt werden, dass es keinen Unterschied in der
Nukleotidsequenz in den Promotorregion der S. epidermidis Stamme 1585 und 1585-Ra
gab. Hieraus konnte geschlossen werden, dass offensichtlich die Ursache der embp-
Uberexpression unabhingig von Veranderungen des natiirlichen embp-Promoters erfolgt
ist. Trotz mehrfacher Versuche, unter Verwendung verschiedener Primer gelang es nicht,
bei S. epidermidis 1585-Ra den Ubergang zwischen Nukleotid 17743 und 18213 zu
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amplifizieren und die Sequenz bestimmen zu konnen (Abbildung 5). Dieser Befund
gemeinsam mit den Ergebnissen der long-range PCR-Untersuchungen fuhrten zu der
Hypothese, dass der S. epidermidis Stamm 1585-Ra in diesem Bereich von embp in
verénderter Form vorliegen muss. Mit dem Ziel, einen alternativen Transskriptionsstart vor
Nukleotid 18213 zu bestimmen, sollte das 5"-Ende des embp-Transkript bei dem Stamm
S.°epidermidis 1585-Ra naher charakterisiert werden.

3.2 Analyse des Embp-Transkripts in S. epidermidis 1585-Ra
mittels RACE-PCR

Durch die Sequenzierung des 5"Endes des embp-Transkripts sollte analysiert werden, ob
ein alternativer Transkriptionsstart in S. epidermidis 1585-Ra vorliegt. Hierfir sollte eine
RACE-PCR-Strategie angewendet werden. Zunédchst wurde Gesamtzell-RNA aus den
Stammen S. epidermidis 1585-Ra und der Mutante M84 gewonnen. Um eine optimierte
Ligation des 5’linkers zu ermdglichen, wurde aus dieser Préparation die mRNA durch
Verwendung des MicrobeExpress®Systems angereichert. Nach Ligation des 5’linkers an
die mRNA erfolgte die cDNA-Synthese durch reverse Transkription, unter Verwendung
der Primer embprevRT18040 und embprevRT19043 (Abbildung 7). Diese wurde als
template in einer PCR unter Verwendung der Primer RACE5" und embprev18881
eingesetzt. Hierbei konnte mit der cDNA, die nach reverser Transkription mit dem Primer
embprevRT19043 erzeugt worden war, ein Amplifikat gefunden werden (Abbildung 6).
Die PCR mit den beiden Primern RACE5" und embprev18881 und Einsatz der cDNA,
welche unter Verwendung des Primers embprevRT18040 generiert worden war, erbrachte
kein Amplifikat. (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Analyse der PCR-Amplifikate unter Verwendung von Primer RACE5S’
und embprevl8881. Die PCR unter Verwendung von cDNA der beiden Stdmme
S.°epidermidis 1585-Ra und M&84, die durch reverse Transkription mit dem Primer
embprevRT18040 generiert worden war, erbrachte keine Amplifikate. Unter Einsatz von
cDNA, die mit dem Primer embprevRT19041 generiert worden war, konnte sowohl bei
S. epidermidis 1585-Ra als auch bei M84 ein etwa 900 bp grofles DNA-Amplifikat
nachgewiesen werden.

In der Sequenzanalyse der generierten Amplifikate zeigte sich, dass embp an Position des
Nukleotids 18213 mit den Nukleotiden 1 — 461 des Gens msrR in frame fusioniert vorliegt.
Diese Fusion konnte auch durch direkte Sequenzierung der chromosomalen DNA von
S. epidermidis 1585-Ra und M84 nachgewiesen werden. Eine schematische Darstellung

der Fusion von msrR und embp in S. epidermidis 1585-Ra zeigt die Abbildung 7.
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I-} Start msrR

TTATAGTATATAGATATGTAATTTTGAAGGTATAAGGTAGGTAAATATGACTGAACAGAAGCGATATTAAAGAAACAGA
GTATCGACGACAGAAAGGAACAACTTCGACACCTTCTAGGCGAAGAAATAAAAAAAGAATGCGGAAGTTACCTTTTAT
CATTTTAGTCATCCTTATTATTTTAATTTCTATCATTGTGTATATTACCCATCAGTATAACAGTGGTATGAAGTATGC
TAAAGAACATGCTAAGGATGTTAAGGTGCATAAAT TTAATGGGAATATGAAAAATGATGGGAAGATTTCAGTTCTTGT
CCTTGGCGCGGATAAGGCTCAAGGTGGTAAATCACGTACTGACTCGATTATGATTGTTCAATATGAT TACGTACATAA
AAAAATGAAAATGATGTCTGTCATGAGAGATATTTATGCTGATATTCCTGGTTATGATAAATATAAAATTAATGCCGC

msrR nt 461I embp nt 18213
ATATTCACTTGGAGGCCCGGAATTGT TAAGAAAAACACTAGCTCAAGCTTTAGATGGTTTAATGGGTGCCTTAARAGA

AAGTATTARAGATTATACTAATATTGTTTCAAACGGTAATTACATCAATGCGGAACCATCTAAGAAACAAGCATATGA

TGCAGCTGTACAAARTGCTCAAARTATAATAAATGGAACGAATCAACCAACARATTAATARAGGTAATGTCACTACAGC

AACACAAACCGTGAAAAATACTARAGATGCCTTAGACGGTGATCATAGATTAGAGCGAAGCTARAAATANTGCCAATCA

ARCAATCAGAAATCTATCTAAT

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Fusion von msrR und embp in
S.°epidermidis 1585-Ra auf Nukleotidebene. Durch Sequenzierung der genomischen
DNA von S. epidermidis 1585-Ra konnte eine in frame-Fusion von msrR (Nukleotid 1 —
461, fette Buchstaben) mit embp (Nukleotid 18213 — 30612, unterstrichene Buchstaben)
gefunden werden. Vor dem Startkodon von msrR (fett und unterstrichen) konnte die
natrliche Promotorstruktur von msrR gefunden werden (einfache Buchstaben).

Durch die beschriebene Fusion von embp mit msrR entstand ein 12858 bp groRer offener
Leserahmen. Dieser offene Leserahmen kodiert fiir ein aus 4132 Aminoséuren bestehendes
Protein mit einem berechneten Molekulargewicht von 463 kDa. Dieses Molekulargewicht
entspricht exakt dem, in der S. epidermidis 1585-Ra gefundenen Embp-Isoform (Christner
et al., 2009). Auf Grund dessen ist davon auszugehen, dass es offensichtlich im Stamm S.
epidermidis 1585-Ra durch Rekombinationsereignisse zu einer strukturellen Umlagerung
mit daraus resultierender Teilung des Wildtyp-embp in zwei offene Lesereahmen
gekommen ist. Diese beiden offenen Leserahmen, werden dann unabhdngig von einander
exprimiert. Die beiden offenen Leserahmen werden als embpB und embpA bezeichnet.
Eine schematische Darstellung der Organisation des msrR-embp-Hybridgens in
S. epidermidis 1585-Ra wird in Abbildung 8 gezeigt.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Organisation des msrR-embp-Hybridgens
in S. epidermidis 1585-Ra. Durch Sequenzierung konnte eine Fusion der msrR-
kodierenden Nukleotide 1 — 416 mit den Nukleotiden 18213 — 30612 gefunden werden.
Hierdurch entsteht ein aus 12858 Nukleotiden aufgebauter offener Leserahmen. VVor dem
msrR-embp-Hybridgen finden sich die Gene msrA, fmtC und SERP0929 (kodierend fiir ein
hypothetisches Protein). Hinter dem msrR-embp-Hybridgen liegt der Genort SERP1010.
Die schematische Darstellung ist nicht mal3stabsgetreu.

Die weitere Sequenzanalyse von S. epidermidis 1585-Ra zeigte, dass vor dem msrR-embp-
Hybridgen die Gene msrA, fmtC und SERP0929 lokalisiert sind (Abbildung 8). Hinter
dem Stopkodon von EmbpA ist das Gen SERP1010 lokalisiert. Der Ubergang zwischen
SERP0929 und EmbpB (Nukleotid 17743) konnte trotz mehrfacher Versuche nicht
amplifiziert werden. Daher kann angenommen werden, dass die in S. epidermidis 1585-Ra
vorliegende Insertion deutlich groRer als 2500 bp sein muss. Eine schematische
Darstellung wird in Abbildung 9 gezeigt.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung von embp des Stamms S. epidermidis 1585 im
Vergleich zu S. epidermidis 1585-Ra. In S. epidermidis 1585 konnte ein 30612 bp groRer
offener Leserahmen von embp nachgewiesen werden. In S. epidermidis 1585-Ra wird
dieser durch eine tber 2500 bp groRe Insertion in zwei offene Leserahmen, embpB (nt 1 —
17743) und embpA (nt 18213 — 30612) getrennt. Die cDNA-Synthese fir die nachfolgende
RACE-PCR wurde unter Verwendung der beiden Primer embprevRT18040 und
embprevRT19043 durchgefiihrt. Es wird deutlich, dass auf Grund der Insertion nur bei
Verwendung des Primer embprevRT19043 eine erfolgreiche cDNA-Synthese durchgefiihrt
werden konnte. Die schematische Darstellung ist nicht mal3stabsgetreu.

—

2000 bp

3.3 Analyse der abgeleiteten Aminosauresequenz von Embp
Die genetischen Daten (Christner et al., 2009) legen die Vermutung nahe, dass es sich bei
Embp um ein interzellulares Adhéasin handeln mufl. Um die strukturellen Determinanten
dieser Funktion zu verstehen, sollten die, von den Nukleotidsequenzen abgeleiteten

Aminoséuresequenzen hinsichtlich des Vorkommens von distinkten Doméanen analysiert

werden. Die Analyse wurden mittels der SMART-Software (http://smart.embl-
heidelberg.de) durchgefiihrt.


http://smart.embl-heidelberg.de/
http://smart.embl-heidelberg.de/
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3.3.1 Analyse der Aminosauresequenz bezuglich des Vorhandenseins von

definierten Domanen

Die Analyse der Nukleotidsequenz mittels der SMART-Software (http://smart.embl-

heidelberg.de) ergab, dass Embp aus insgesamt 10204 Aminosauren besteht. Diese sind
durch eine hochgradig modulare Struktur charakterisiert.

Am N-terminalen Ende von Embp ist ein charakteristisches, bakterielles Exportsignal
lokalisiert. Dieses Exportsignal wird durch ein so genanntes YSIRK-Motiv (AS 58 — 84)
gekennzeichnet und findet sich typischerweise bei extrazellularen Proteinen grampositiver
Bakterien. An das Exportsignal schlief3t sich eine Region an, die mehrere coiled-coil-
Doménen aufweist. Hierauf folgt zwischen AS 2579 - 4497 eine Reihe von 21 repetitiv
angeordneten, so genannten FIVAR- (found in various architectures, PFO7554) Doménen.
Die AS 4504 - 9407 bestehen aus insgesamt 38 FIVAR-Domanen, welche alternierend mit
so genannten GA-Doménen (PFO1468) kombiniert sind. Am C-terminalen Ende von
Embp befinden sich insgesamt vier Domanen (DUF1542), deren Funktion zum jetzigen
Zeitpunkt noch unbekannt ist. Hinter den DUF1542-Doménen befindet sich eine putative
Transmembrandomane, welche vermutlich eine nicht-kovalente Verbindung zwischen
Embp und der Zellmembran realisiert. Eine schematische Darstellung dieser
Doménstruktur liefert die Abbildung 10A.

Als Resultat durch die Fusion mit msrR kann in EmbpA ein N-terminal lokalisiertes
Exportsignal gefunden werden. Hieran schliet sich eine LytR_cpsA_psr-Doméne
(PFO3816) an. Diese Domane wie auch das Exportsignal werden durch Sequenzen von
msrR kodiert. Der LytR-Domaéne folgt die Wildtyp-Embp-Organisation (AS-Sequenz 6072
—10203), welche aus weiteren 27 FIVAR und 26 GA-Doménen besteht. Eine schematische
Darstellung der von der Nukleotidsequenz abgeleiteten Doménenstrukturen von Embp
liefert die Abbildung 10B.


http://smart.embl-heidelberg.de/
http://smart.embl-heidelberg.de/
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Abbildung 10: (A): Schematische Darstellung der von der Nukleotidsequenz
abgeleiteten Domanenstruktur von Embp. Die Position der Fusion mit MsrR, die bei
S. epidermidis 1585-Ra gefunden werden konnte, ist gekennzeichnet. (B) Schematische
Darstellung der N-terminalen Domanenstruktur von EmbpA. Bei dieser Embp-
Isoform findet sich ein N-terminales Exportmotiv (E), welche von einer LytR_cpsA_psr-
Doméne (Lyt) gefolgt wird. Beide Domdanen werden durch msrR-Sequenzen kodiert. An
die LytR_cpsA_psr-Domane schliesst sich die Embp-Organisation an, die auch bei
S. epidermidis 1585 gefunden werden kann. Die beiden schematischen Darstellungen sind
nicht malstabsgetreu.
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4 Diskussion

Das humanpathogene Potential von Staphylokokken, vor allem von S. epidermidis, wurde
in der Medizin sehr lange Zeit unterschétzt. Der entscheidende Pathogenitétsfaktor von
S.°epidermidis ist seine F&higkeit zur Anlagerung an Polymeroberflachen von
implantierten Fremdmaterialien mit anschlielender Ausbildung eines mehrschichtigen
Biofilms (Rupp et al., 1999a; Rupp et al., 1999b; Rupp et al., 2001). Durch diese
Voraussetzungen ist S. epidermidis mehr und mehr in den Focus der modernen Medizin
gerlickt. Da er sowohl als Erreger von nosokomialen, als auch von Fremdkdorper-
assoziierten Infektionen sehr haufig isoliert wird und dadurch einen erheblichen Anteil am
Anstieg der Morbiditdt und Mortalitat nosokomialer Infektionen besitzt (Banerjee et al.,
1991; National Nosocomial Infections Surveillance (NNSI) System report, 1999;
Wisplinghof et al., 2003; Karlowsky et al., 2004; Mack et al., 2006a). Bei Fremdkdorper-
assoziierten Infektionen ist S. epidermidis der am h&ufigsten isolierte Erreger. Allein in
Deutschland muss jahrlich mit bis zu 100.000 Infektionen gerechnet werden (Mack et al.,
2004).

Die Ausbildung des mehrschichtigen Biofilms bietet S. epidermidis Schutz vor
Effektormechanismen der angeborenen Immunitit (Vuong et al., 2004; Kristian et al.,
2008; Mack et al., 2008), der humoralen Immunantwort (Cerca et al., 2007) und vor allem
vor Antibiotika (Knobloch et al., 2002; Knobloch et al., 2008), so dass als einzige
Therapieoption nur noch die Entfernung des implantierten Materials in Frage kommt
(Yuonger et al., 1987; Go6tz und Peters, 2000; Darouiche, 2005). In den letzten Jahren
konnten erhebliche Fortschritte im Hinblick auf das Verstandnis der zur Biofilmbildung
fihrenden, molekularen Prozesse gemacht werden. Hierbei wurde vor allem dem
intrazellularen Polysaccharid-Adhdsin PIA groRBe Aufmerksamkeit geschenkt. Frihe
epidemiologische Untersuchungen konnten eine weite Verbreitung von PIA bei klinischen
S. epidermidis Isolaten nachweisen. Dieser Befund war wesentliche Motivation, PIA als
Basis eines S. epidermidis-Impfstoffes zu evaluieren (Maira-Litran et al., 2004; Kelley und
Quintos, 2006; Cerca et al., 2007). Durch neuere epidemiologische Studien kann jedoch
die groRBe Bedeutung von PIA und seinem Transkriptiosort icaADBC fur die

Biofilmbildung und die Entstehung von Fremdkorper-assoziierter Infektionen in Frage
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getellt werden. Insbesondere ist bemerkenswert, dass in neueren Studien zur Pravalenz von
icaADBC bei klinisch signifikanten S. epidermidis Stammen, die im Zusammenhang mit
implantierten Fremdmaterialien isoliert wurden, icaADBC nur in bis zu 50 % der isolierten
Stamme nachgewiesen werden konnte. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass eine
relevante Zahl von icaADBC-negativen Stdmmen in der Lage sind einen Biofilm
auszubilden (Klug et al., 2003; Frank et al., 2004; Petrelli et al., 2006; Bradford et al.,
2006; Rohde et al., 2007; Henning et al., 2007). Diese Studien weisen darauf hin, dass
icaADBC und PIA keine notwendige Voraussetzung fur die Invasivitat von S. epidermidis
im Zusammenhang mit Fremdkorper-assoziierten Infektionen darstellen (Klingenberg et
al., 2007). Diese Sichtweise wird dadurch unterstrichen, dass einem tissue-cage Modell
definierte icaADBC-Mutanten keine reduzierte Virulenz im Vergleich mit den
Wildtypstdammen aufwiesen (Francois et al., 2003; Fluckiger et al., 2005; Chokr et al.,
2006).

Daher erscheinen PIA-basierte, mono-valente Impfstoffe als zu kurz gegriffen. Mit dem
Ziel, weitere Zielstrukturen fir die Entwicklung effektiver Prophylaxestrategien zur
Vermeidung von S. epidermidis Infektionen zu entwickeln, ist daher die Untersuchung

alternativer Mechanismen der S. epidermidis Biofilmbildung von erheblicher Bedeutung.

Zur Entstehung PIA-unabhangiger Biofilme kdnnen verschiedene Faktoren funktionell
beitragen (Rohde et al., 2006). Hierbei scheint auch extrazellulare DNA von Bedeutung zu
sein (lIzano et al., 2007; Qin et al., 2007; Chaignon et al., 2007). Weitere wichtige
Hinweise auf die biochemische Natur der PIA-unabhédngigen, interzellularen Adhé&sine
konnten durch Untersuchungen gewonnen werden, bei welchen etablierte S. epidermidis
Biofilme mit einer hochspezifischen, PIA-spaltenden, b-1,6-Hexosaminidase, dem
Dispersin B (DspB) (Kaplan et al., 2004; Donelli et al., 2007; Chaignon et al., 2007), oder
mit Trypsin behandelt wurden. Hierbei zeigte sich, dass PIA-abhangig gebildete Biofilme
des Referenzstamms 1457 durch DspB vollstandig zerstért wurden, jedoch stabil
gegenuber der Wirkung von Trypsin waren (Qin et al., 2007; Molin et al., 2007; Hennig et
al., 2007). Im Gegensatz dazu wurden Biofilme von PIA-negativen Stdmmen durch
Trypsin zerstort, wéhrend DspB keine Desintegration der Biofilme bewirkte (Rohde et al.,
2007; Chaignon et al., 2007). Aus diesen einfachen Experimenten kann geschlossen
werden, dass PIA-unabhéngige Mechanismen bei der S. epidermidis Biofilmbildung unter

anderem auf Proteinstrukturen basieren muss. Hierbei konnte die funktionelle Beteiligung
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des Aap (accumulation associated proteine, Aap) bereits gut dokumentiert werden
(Hussain et al., 1997; Vandecasteele et al., 2003; Rohde et al., 2004; Rohde et al., 2005;
Petrelli et al., 2006; de Araujo et al., 2006; Stevens et al., 2007; Rohde et al., 2007;
Conrady et al., 2008).

Da jedoch auch aap-negative S. epidermidis Stdmme, biofilmassoziierte Infektionen
hervorrufen konnen, missen weitere Mechanismen bei der durch S. epidermidis
vermittelten Biofilmakkululation existieren. Die funktionelle Beteiligung von Embp
(extracellular matrix binding proteins, Embp) an der Biofilmbildung konnte durch
Isolierung von zwei unabhéngigen, biofilmnegativen Tn917-Mutanten des S. epidermidis
Stamms 1585-Ra, bei welchen embp als Folge der Transposoninsertion inaktiviert wurde,
erstmalig erkannt werden. Durch Sequenzierung der transposonflankierenden Sequenzen
konnte gezeigt werden, dass in der Mutante M135 das Transposon an der Position des
Nukleotids 21251 und in der Mutante M84 an der Position des Nukleotids 26771 in der
Embp-kodierenden Sequenz lokalisiert ist (Christner et al., 2009). Die Lokalisierung ergab
sich durch Abgleich mit dem bereits publizierten Genom von S. epidermidis RP62A (Gill
et al., 2005). Unklar war jedoch, ob in S. epidermidis 1585 das embp in Bezug auf die
Position im Chromosom und auf die GroRe des offenen Leserahmens mit dem
korrespondierenden Allel in S. epidermidis RP62A (SERP1011) vergleichbar ist. Daher
war es ein wichtiges Ziel der hier beschriebenen Eyperimente, das embp-Allel in

S.°epidermidis zu charakterisieren.

Um embp dieses Stamms zu sequenzieren, wurden anhand der embp-Sequenz des Stamms
S. epidermidis RP62A spezifische Primer generiert, die die Amplifikation von etwa 1000
bp langen, sich Uberlappenden Fragmenten von embp sowie den flankierenden,
chromosomalen Abschnitten erlaubten. Bei der Analyse der Sequenzdaten zeigte sich, dass
embp in S. epidermidis 1585 - wie auch bei S. epidermidis RP62A - zwischen zwei
putativen offenen Leserahmen, SERP1010 und SERP1012 lokalisiert ist. SERP1010 weist
Homologien zu einem fur ein Zellwandenzym EbpS kodierenden Gen ebpS auf, wéhrend
SERP1012 Homologien zu einem fir eine Exonuklease ExoS kodiereden Gen exoS
aufweist. Wie auch in S. epidermidis RP62A ist die Transkriptionsrichtung von embp
parallel zu der des Gens SERP1012, jedoch entgegengesetzt zu der des offenen
Leserahmens SERP1010. Der offene Leserahmen von embp umfasst in S. epidermidis
1585 insgesamt 30612 Nukleotide. Somit kodiert embp auch in S. epidermidis 1585 fur ein
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aus 10204 Aminoséauren bestehendes Protein mit einem errechneten Molekulargewicht von
uber IMDa. Embp ist damit das grofite bekannte Protein von S. epidermidis.

Die durchschnittliche GroRe bakterieller Gene liegt bei etwa 1000 bp (Skovgaard et al.,
2001). Dies legt nahe, dass Gene, die fiir groRe Proteine mit einem Molekulargewicht von
uber 250 kDa kodieren, selten sind. Tatséchlich konnte im Rahmen einer Suche in 580
vollstandig sequenzierten, prokaryotischen Chromosomen (zusammen etwa 2071329
offene Leserahmen) insgesamt nur 3732 offene Leserahmen mit einer GroRe von mehr als
5000 bp gefunden werden. Dies entspricht einem Anteil von 0,2 % aller offener
Leserahmen (Reva und Tuimmler, 2007). Nur 41 Gene konnten gefunden werden, die
groRer als 25 kb sind. Neben Embp in S. epidermidis finden sich diese besonders grof3en
Gene in den humanpathogenen Spezies Legionlla pneumophila, Mycobacterium avium,
Nocardia farcinica, Pseudomonas putida, S. aureus und Streptococcus pyogenes.
Zusatzlich besitzen typische Bodenbakterien Gene mit mehr als 5000 bp (Reva und
Tummler, 2007). Funktionell handelt es sich bei der Mehrzahl der durch Riesengene
kodierten Proteine um Exportproteine mit adh&siver und / oder hamolytischer Aktivitat
(Reva und Tummler, 2007). So vermittelt das Protein Rtx von Legionella pneumophila die
Bindung des Erregers an epitheliale Zellen (Cirillo et al., 2001). Das 900 kDa grof3e
Protein LapA von Pseudomonas putida ist an der Bindung an Polystyren und Quarzsand
beteiligt (Shannon et al., 2003).

Fur das Embp-Homolog Ebh in S. aureus wurde eine Fibronectin-bindende Aktivitat
beschrieben (Clark et al., 2002), auch dem Embp konnte eine Fibronectin-bindende
Aktivitdt nachgewiesen werden (Williams et al., 2002). Zusatzlich ist Embp als
interzellulares Adhésin funktionell an der akkumulativen Phase der S. epidermidis
Biofilmbildung beteiligt. Hierbei ist es denkbar, dass Embp eine extrazellulare Matrix
bildet, in diese dann die Bakterienzellen integriert werden. Erst kirzlich konnte die
Struktur eines Fragments des Embp-Homologs Ebh aufgeklart werden (Tanaka et al.,
2008). Es zeigte sich, dass Ebh aus repetitiven Helices besteht, die mutmaRlich als Biindel
entlang der L&ngsachse von Ebh angeordnet sind. Die Lange eines Molekils betragt
hierbei etwa 320 nm (Tanaka, et al., 2008). Unter der Annahme, dass sich diese
strukturellen Eigenschaften auch bei Embp wieder finden konnten, ist es somit denkbar,
dass Embp, vergleichbar mit eukaryoten, extrazelluldren Strukturproteinen, wie

Fibronectin, eine von den Bakterien gebildete Biofilmmatrix bildet. Eine solche
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extrazellulare Matrix hat im Zusammenhang mit bakterieller Biofilmbildung insbesondere
die Aufgabe, ein fiir die bakterielle Physiologie ginstiges Mikromilieu zu bilden. Aus der
abgeleiteten Aminosauresequenz ergeben sich Hinweise, dass Embp hierfiir von
Bedeutung sein konnte. So ist Embp ndmlich reich an polaren, aliphatischen Aminoséuren
wie Glutamat, Threonin, Serin und Asparagin und arm an Lysin und Arginin. Hieraus
resultiert, dass es sich bei Embp um ein saures, hydrophiles Molekiil handelt, welches in
der Lage sein sollte, Kationen und Wasser zu binden. Gerade die Regulation der
Homd@ostase von Wasser und lonenmilieu ist eine wichtige Aufgabe der extrazelluldren
Biofilmmatrix (Costerton et al., 1999; O Toole et al., 2000; Gotz et al., 2005).

Eine wichtige Frage ist, welche strukturellen Determinanten die interzellulare, adhasive
Funktion von Embp bestimmen. Die Analyse der abgeleiteten Aminosauresequenz zeigt,
dass es sich bei Embp um ein hochgradig, modular aufgebautes Protein handelt. Neben
einem N-terminal lokalisierten Exportsignal wird die Doméanenstruktur vor allem durch so
genannte FIVAR- und GA-Doménen bestimmt. Der Nachweis von diesen Doménen ist der
erste Anhalt daflr, dass diese neben einer Fibronectin-bindenden Aktivitat auch an der
Interaktion von Oberflachen-assoziierten Proteinen mit der Bakterienoberflache beteiligt
sein konnten. Bisher wurden FIVAR-Domanen im Zellwand-assoziierten FmtB Protein
von S. aureus (Komatsuzawa et al., 2000) und in der Gellan-Lyase von Bacillus sp.
(Hashimoto et al.,, 1998) beschrieben. Hier sollen sie an der Bindung an N-
Acetyglucosamin beteiligt sein. GA-Domanen konnten in den Oberflachenproteinen PAB
von Finegoldia magna und im G Protein von G-Streptokokken nachgewiesen werden
(Lejon et al., 2004). Im Oberflachenprotein A (SpA) von S. aureus vermitteln GA-
Doménen die Bindung an das Immunglobulin G (Graille et al., 2000). Hinweise auf die
funktionelle Bedeutung der FIVAR- und GA-Doménen fir die Embp-vermittelte
Biofilmbildung wurden durch Untersuchungen belegt, bei welchen Antiseren in
Biofilminhibitionsexperimenten eingesetzt wurden. Hierbei zeigte sich, dass spezifische
anti-Embp-Kaninchenantiseren die Biofilmbildung von S. epidermidis 1585-Ra spezifisch
hemmen konnen (Christner et al., 2009). Zudem konnte durch Zugabe eines rekombinant
exprimierten Embp-Fragments, welches aus FIVAR- und GA-Doménen besteht, bei
biofilmnegativen S. epidermidis Wildtypstdmmen ein biofilmpositiver Phanotyp induziert
werden (Christner et al., 2009). Im Gegensatz dazu konnte unter Verwendung eines

rekombinanten Embp-Fragments, welches nur aus FIVAR-Doménen Dbesteht, keine
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Biofilmbildung induziert werden (Christner et al., 2009). Somit wird deutlich, dass fir die
interzelluldr adh&sive Funktion von Embp offensichtlich die Kombination von FIVAR-
und GA-Domanen notwendig ist. Zusétzlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch
die am C-terminalen Ende von Embp lokalisierten DUF1542-Doménen sowie die
Transmembrandomaéne eine funktionelle Bedeutung fir die interzellular adhasive Funktion
von Embp aufweisen (Christner et al., 2009).

Unter Bericksichtigung der Tatsache, dass bakterielle Ribosomen maximal 40
Peptidbindungen pro Sekunde synthetisieren kénnen (Watson et al., 1987), kann daraus
abgeleitet werden, dass S. epidermidis zur Synthese von Volllangen-Embp etwa 4 min
bendtigt. Da die Generationszeit von S. epidermidis unter in vitro Kulturbedingungen etwa
15 min. betrégt, ist es auf Grund des sehr hohen Energieaufwandes unwahrscheinlich, dass
Embp unter solchen Bedingungen synthetisiert wird. Vielmehr ist zu erwarten, dass die
Synthese vor allem unter Bedingungen verlangerter Generationszeiten stattfindet. Diese
Situation ist gerade in vivo, zum einen im Rahmen der S. epidermidis Kolonisation von
Haut und Schleimhduten, aber auch gerade im Rahmen einer Fremdk&rper-assoziierten
Infektion zu erwarten. Gerade hier ist die Aufrechterhaltung eines optimalen Mikromilieus
zum Beispiel durch Biofilmbildung bei ansonsten suboptimalen Umgebungsbedingungen,
von groflem Wert fiir den Erreger (Reva und Tummler, 2007). Riesenproteine wie Embp
scheinen trotz ihrer kostspieligen Synthese hierbei von grofem Nutzen zu sein. Dies wird
unter anderem auch dadurch unterstrichen, dass Embp in Populationen, kommensaler wie
auch invasiver S. epidermidis Stdmme in uUber 90 % aller F&lle nachgewiesen werden
konnte (Rohde et al., 2004; Rohde et al., 2007).

Hieraus ergibt sich, dass der Befund einer fehlenden Embp-Bildung von S. epidermidis
1585 unter in vitro Kulturbedingungen nicht als sehr ungewoéhnlich erscheint. Ein &hnlich
niedriges embp-Expressionsniveau konnte bei S. epidermidis 1457 und bei 20 weiteren,
genetisch unabhéngigen S. epidermidis Stammen festgestellt worden (Rohde, nicht
publizierte Daten). Die geringe embp-Transkriptionsrate konnte ein Grund dafiir sein, dass
embp bis heute nicht als interzellulares Adhdsin identifiziert werden konnte. Weitere
Untersuchungen zeigten, das embp in S. epidermidis 0-47 nur in Anwesenheit von
Kaninchenserum exprimiert werden kann, was bedeuten konnte, dass die Expression vor
allem in vivo stattfindet (Sellmann et al., 2005). Tatsachlich konnte die embp-Expression

weder durch Wachstum in TSB-Brihe supplementiert mit NaCl, Ethanol noch
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subinhibitorischen Antibiotikakonzentrationen, jedoch durch Wachstum in Kaninchen- und
Ziegenserum induziert werden (Christner, Rohde, nicht publizierte Daten). Im Gegensatz
zu dem Wildtypstamm produziert S. epidermidis 1585-Ra spontan Embp in grof3en
Mengen (Christner et al., 2009). Der S. epidermidis Stamm 1585-Ra war durch Passage
und Selektion Oberflachen-adhérenter Zellen isoliert worden (Christner et al., 2009). In
letzter Konsequenz beruht die Erzeugung von S. epidermidis 1585-Ra also auf der
S. epidermidis inhédrenten genetischen Flexibilitat, die letztlich zur Entstehung einer
adharenten, biofilmpositiven Subpopulation des biofilmnegativen Ausgangsstamms fuhrte.
Bei S. epidermidis 1585-Ra ist embp im Vergleich zum Wildtypstamm 1585 um den
Faktor 123 heraufreguliert (Christner et al., 2009). Somit muss es im Rahmen der
kulturellen Passage von S. epidermidis 1585 zu genetischen Ereignissen gekommen sein,

die letztlich zu einer starkeren Expression von embp gefiihrt haben.

Die genetische Flexibilitdit von Bakterien beruht auf unterschiedlichen Mechanismen
(Hallet et al., 2001). Zum einen kann die Genexpression durch Punktmutationen, zum
Beispiel in Promoterstrukturen oder Transkriptionsfaktoren, modifiziert werden. Des
Weiteren ist es bekannt, dass bei Staphylokokken durch Insertion oder Exzision von
beweglichen genetischen Elementen die Genexpression moduliert werden kann (Ziebuhr et
al., 1999; Conlon et al., 2004; Handke et al., 2004; Ziebuhr et al., 2006). Auch kann es zu
groleren chromosomalen Deletionen kommen (Cho et al., 2002; Nuryastuti et al., 2008).
Um die strukturelle Ursache fiir die embp-Uberexpression in S. epidermidis 1585-Ra zu
identifizieren, wurde das embp-Allel dieses Stammes sowie der flankierenden
chromosomalen Abschnitte inklusive der putativen Promoterstrukturen durch
Sequenzierung naher untersucht. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass die der
kodierenden Sequenzen von embp vorgelagerten Sequenzen keine Unterschiede im
Vergleich zum Wildtyp aufwiesen. Daher erscheint es unwahrscheinlich, dass mogliche
Punktmutationen eine verstarkte Aktivitat des embp-Promoters verursacht haben konnten.
Das VVorkommen grof3erer struktureller Veranderungen von embp wurde orientierend durch
long range PCR unter Verwendung von sich tberlappenden Primerpaaren untersucht. Es
zeigte sich, dass unter Verwendung der Primer embp_12847for und embp_19104rev bei
S.°epidermidis 1585 ein Fragment mit der erwarteten GrofRe amplifiziert werden konnte,
wahrend dies bei S. epidermidis 1585-Ra nicht der Fall war. Hieraus ergibt sich ein erster

Hinweis darauf, dass es in der Embp-kodierenden Sequenz zu einer groReren Modifikation



4 Diskussion 58

gekommen sein konnte. Unterstlitzt wird diese Annahme durch Ergebnisse von
Transkriptionsuntersuchungen  mittels quantitativer real time PCR, die eine
Heraufregulation von embp nur unter Verwendung von im distalen Drittel von embp
lokalisierten Primern zeigten (Christner et al., 2009). Zusatzlich war bei der Analyse von
Zelloberflachen-assoziierten Proteinen des Stamms S. epidermidis 1585-Ra aufgefallen,
dass Embp in der Hohe der 420 kDa Markerbande wanderte, also erheblich kleiner war, als
das eigentlich zu erwartende Protein (Christner et al., 2009). Diese Befunde fiihrten zu der
Hypothese, dass embp in S. epidermidis 1585-Ra in zwei unabhangigen offenen
Leserahmen transkribiert wird. Um diese Hypothese zu priifen, sollte durch 5’"RACE der
Start des embp-Transkripts in S. epidermidis 1585-Ra dargestellt werden.

Diese Analyse ergab, dass in S. epidermidis 1585-Ra embp an Position des Nukleotids nt
18213 in frame mit den ersten 461 bp der MsrR-kodierenden Sequenz fusioniert vorliegt.
Vor dem msrR-embp-Hybridgen fand sich der putative msrR-Promotor sowie die Gene
msrA und fmtC. Offensichtlich ist es also im Rahmen der Passage von S. epidermidis 1585
zu einer Insertion chromosomaler DNA in die Embp-kodierende Sequenz gekommen. Dies
fihrt wie angenommen zu einer Teilung des 30612 bp groRen offenen Leserahmens von
embp in zwei unabh&ngig zu transkribierende, offene Leserahmen, die mit embpB (embp nt
1 - 17743) und embpA(embp nt 18213 — 30612) benannt wurden. Diese Nomenklatur geht
auf die Beschreibung des in S. aureus gefundenen embp-Homologs ebh zuriick. Ebh liegt
bei manchen S. aureus Stammen natirlicher Weise in zwei getrennten offenen Leserahmen
vor, die als ebhB und ebhA gekennzeichnet werden (Foster et al., 2002). Die genauen
molekularen Mechanismen, die letztlich zu der Insertion in embp des Stamms 1585 gefuihrt
haben, sowie die genaue GroRe und Aufbau dieser Insertion konnte in der vorliegenden
Arbeit nicht geklart werden, da es nicht gelungen ist, den Ubergang zwischen embp-
Nukleotid 17743 und der embp-Insertion zu amplifizieren und einer Sequenzanalyse
zuzufuihren. Wesentlich ist jedoch, dass die hier vorgestellten Untersuchungen zeigen, dass
in S. epidermidis 1585-Ra ein msrR-embp-Hybridgen vorliegt, welches sich unter der
Kontrolle des nattrlichen msrR-Promoters befindet. In S. aureus kodiert msrR fiir einen
Zelloberflachen-assoziierten Transkriptionsregulator, der die phé&notypische Auspragung
der Resistenz von S. aureus gegeniiber Teicoplanin und Meticillin beeinflusst (Rossi et al.,
2003). MsrR wird vor allem in der expotentiellen Phase exprimiert (Rossi et al., 2003). Da

bei S. epidermidis 1585-Ra die embp-Expression in der mittleren expotentiellen Phase
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besonders stark ist, jedoch kaum eine Transkription in der spateren Wachstumsphasen
nachgewiesen werden kann (Christner et al., 2009), ist es naheliegend, dass das msrR-
embp-Hybridgen tatsachlich unter der Kontrolle des msrR-Promoters exprimiert wird.
Hierfr spricht auch die Tatsache, dass die abgeleitete GroRe der msrR-embp-
Hybridgenprodukts mit 463 kDa der beobachteten GréRe von Embp im SDS-PAGE
entspricht (Christner et al., 2009).

Im Hinblick auf den biofilmpositiven Phanotyp von S. epidermidis 1585-Ra bleibt offen,
welche Bedeutung die Verkirzung von msrR fir die Embp-vermittelte S. epidermidis
Biofimbildung besitzt. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass der stark biofilmpositive
Phénotyp dieses Stamms auch im Zusammenhang mit dieser genetischen Verénderung im
funktionellen Zusammenhang steht. Kirzlich konnte jedoch nachgewiesen werden, dass
die Mutante 1585P,yireiembp, bei welcher embp unter der Kontrolle durch einen durch
Tetracyclin steuerbaren Promoter vorliegt, unter embp-induzierenden Kulturbedingungen
einen Biofilm ausbildet (Christner et al., 2009). Dies beweist, dass Embp auch unabhéngig
von der in S. epidermidis 1585-Ra vorliegenden msrR-Verkirzung als interzelluléres
Adhasin Biofilmbildung vermittelt. Vor diesem Hintergrund kann der S. epidermidis
Stamm 1585-Ra durchaus weiterhin als ein stabiler Embp-tberexprimierender
Modellorganismus betrachtet werden, der geeignet ist, prototypisch die Funktion von

Embp bei der S. epidermidis Biofilmbildung zu studieren.

Es kann also festgestellt werden, dass die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten
Untersuchungen eine plausible molekulare Erklarung fir die embp-Uberexpression des
biofilmpositiven ~ S.°epidermidis Stamms 1585-Ra liefern. Durch die embp-
Sequenzanalysen ergeben sich erstmalig direkte Hinweise auf mdgliche strukturelle
Determinanten der interzelluldren, adhésiven Funktion von Embp. Die weitere Analyse der
Funktion und Bedeutung von Embp bei der S. epidermidis Biofilmbildung wird eine
wichtige Aufgabe in der Zukunft sein. Es ist zu erwarten, dass hierdurch ein vertieftes
molekulares Verstandnis der Fahigkeit von S. epidermidis, natlrliche wie auch kinstliche
Oberflachen zu besiedeln, resultieren wird. Dies ist die unabdingbare Voraussetzung ftr
verbesserte praventive, therapeutische und auch diagnostische Moglichkeiten im Kontext

von Fremdkdrper-assoziierten S. epidermidis Infektionen.
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5 Zusammenfassung

Staphylococcus epidermidis ist einer der haufigsten Erreger bei Fremdkorper-assoziierten
Infektionen. Vor dem Hintergrund der unbefriedigenden préaventiven, therapeutischen und
diagnostischen Madglichkeiten besteht ein hohes Interesse an der Aufklarung der
molekularen Pathogenese, um hierdurch neue Wege zur Bek&mpfung von S. epidermidis
Infektionen zu erkennen. Wichtigster Pathogenitatsfaktor von S. epidermidis ist seine
Fahigkeit zur Ausbildung mehrlagiger Biofilme auf artefiziellen Oberflachen. Unabhéngig
vom interzelluldren Polysaccharidadhasin PIA ist bei dem hier untersuchten S. epidermidis
Stamm 1585-Ra das Embp (extracellular matrix binding protein, Embp) am Prozess der
Biofilmbildung beteiligt. S. epidermidis 1585-Ra produziert im Vergleich zum
korrespondierenden Wildtypstamm 1585 Embp in groBen Mengen. Durch Analyse des
embp-Allels von S. epidermidis 1585-Ra, durch Sequenzierung und Bestimmung des
Transkriptionsstart mittels 5’"RACE konnte gezeigt werden, dass die Ursache fir diese
Uberexpression in einer Insertion der Gene fmtC, msrA und msrR in embp liegt. Die
Insertion hat zur Folge, dass bei S. epidermidis 1585-Ra der offene Leserahmen von embp
geteilt wird, wobei die Basenpaare 18213 - 30612 in frame mit den msrR Nukleotiden 1 —
461 fusioniert vorliegen. Hierdurch kann das msrR-embp-Hybridgen unter Kontrolle des
natlrlichen msrR-Promoters exprimiert werden. Bei Analyse der von der Nukleotidsequenz
abgeleiteten Aminosdauresequenz zeigte sich, dass Embp eine hochgradig modulare
Struktur aufweist, die insbesondere durch FIVAR- und GA-Doménen bestimmt ist. Da
Embp als interzelluldares Adhasin fungiert, gibt es somit erstmalig Hinweis auf die konkrete
Funktionalitat dieser Doménen. Da Embp bei praktisch allen S. epidermidis Stdmmen
gefunden werden kann, stellt dieses Protein eine interessante Zielstruktur fir die
zukiinftige Entwicklung innovativer praventiver oder therapeutischer Strategien zur

Bek&mpfung von S. epidermidis Infektionen dar.
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7.1 Oligonukleotide zur embp-Sequenzierung

Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide zur embp-Sequenzierung

Name @

Sequenz (in 5-3" Richtung)

Referenz

M13for (-20) GTAAAACGACGGCCAG Sequenzierung
von pCR 4-
Inserts
M13rev(-29) CAGGAAACAGCTATGAC Sequenzierung
von pCR 4-
Inserts
embp_for 256 GAAATTAGATCAAAACCAACTCCAC Diese Arbeit
embp_rev984 TGATCTCTAGATAATCCGACTGGAT Diese Arbeit
embp_for957 AAATCCAGTCGGATTATCTAGAGAT Diese Arbeit
embp _revl747  CCCTTATATTAACCCACCGTAAGAA Diese Arbeit
embp_forl723 ~ TTCTTACGTTGGGTTAATATAAG Diese Arbeit
embp_rev2484  AATTGCACTATCTGTAGAAGCTC Diese Arbeit
embp for2460  AGCTTCTACAAGTGATGCAATTC Diese Arbeit
embp_rev3127  TTTCACCATCAAAGAATATTTCAG Diese Arbeit
embp for3098  TACACGCTGAAATATTCTTTGATGG Diese Arbeit
embp rev3820 TTATGAAACTATTGAAGTCA Diese Arbeit
embp_for3811  AGTTTCATAAGTAATATACCAG Diese Arbeit
embp rev4d610 TTATCTGCAGATGCTTGGAT Diese Arbeit
embp_for4592  TCCAAGCATCTGCAGATAAGA Diese Arbeit
embp_rev5393  TCTTCAGAACTTCCATCACT Diese Arbeit
embp for5383  AGTTCTGAAGAAGCTACTGAGACTG Diese Arbeit
embp_rev6179  TGAAGTAAAGCAATTGCTTG Diese Arbeit
embp_for6160  CAAGCAATTGCTTTACTTCAACCA Diese Arbeit
embp_6972rev.  ATTCTCTTTTATCAGCTCTTAAGT Diese Arbeit
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embp_6919for ~ GCATTACAAAATGCTAAGAATGAC Diese Arbeit
embp_7708rev.  GGTTGTAATAAGTTAATTGTATCTG Diese Arbeit
embp_7663for ~ GTAAACCAATTGAACCAACGC Diese Arbeit
embp_8403rev  CACTTGTTGTACACTAGGTTGAGC Diese Arbeit
embp_8380for ~ GCTCAACCTAGTGTACAACAAGTG Diese Arbeit
embp 9212rev  TTATCTAATTCAGGTTGAACAGC Diese Arbeit
embp_9195for  TCAACCTGAATTAGATAAAGCGATAGC Diese Arbeit
embp_10047rev TCTTCTGITTAATTGTTGAACTGCTG Diese Arbeit
embp_9981for  TGCTAAACAGCAATTAACTGCAG Diese Arbeit
embp_10742rev  GCTTGTGTTAAATCGTTACTGATTCG Diese Arbeit
embp_10687for GCAATCAAAACGAATAAAGCAG Diese Arbeit
embp_11350rev GTGCTGAGTTAACTTGAGCTTTAAA Diese Arbeit
embp_11354for ATCATAATACTTTAGAAACGA Diese Arbeit
embp_12053rev CCATCAATGGTTGTATTA Diese Arbeit
embp_12041for CAACCATTGATGGTTTAACTTATCT Diese Arbeit
embp 12869rev TGAGCAGTGTTAATAGCTCTTTTAA Diese Arbeit
embp_12847for AAAACAGCTATTAACACTGCTC Diese Arbeit
embp_13552rev. AAGCAACAGCATCTTCTT Diese Arbeit
embp_13370for TGATAATGCAATTGATAATGGCTICG Diese Arbeit
embp_14144rev CCACGTTGATGTTCAGTTGAATCAT Diese Arbeit
embp_14711for ACACAGCTCAAATCAACGC Diese Arbeit
embp_15104rev CGCTTTTGACCGTCATTTAAG Diese Arbeit
embp_15630for TAATGAGGATCATGACCAACAACA Diese Arbeit
embp_15873rev. TAAAGAATCTTCCATATG Diese Arbeit
embp_16509for AAATGCAGAAGCTTTACATGG Diese Arbeit
embp _19104rev AGATCATCTGTAGTGCCGTTTAAT Diese Arbeit
embp_17389for AATAATGCTGATACTCGAGATGAGG Diese Arbeit
embp_17683rev CCTGTTTAAATCTGGATTCTCCATT Diese Arbeit
embp_17903for TAGCTCAACAAAATGCCTAT Diese Arbeit
embp_19064rev TTTTGAACTTGCGGATCTTC Diese Arbeit
embp_18809for CACAAAATCAAGCAGATTCA Diese Arbeit
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embp_20132rev.  GTATTGTCATTGTTAACAAT Diese Arbeit
embp_19941for AGCAGAGGCTAAGTCAGACG Diese Arbeit
embp_21343rev GTTTTACACGATCAACGGCA Diese Arbeit
embp_21175for CGTTCTGAAGTACATCAAGT Diese Arbeit
embp_22540rev CTTCGTTGATAGCATGCTCT Diese Arbeit
embp_22431for TGATGTTCAAGAAAGATACGATA Diese Arbeit

embp_23663rev GCTTGTCGTACTTGATCTAAACTTACAT  Diese Arbeit

embp_23531for ATACTACTTTGCCTAATTACACTG Diese Arbeit
embp_24744rev.  AAGAACTTTTCGAGCATTAC Diese Arbeit
embp_24652for TTTCCTGTCCAAGCAAGC Diese Arbeit
embp_25711rev TGTCTTTAGACGCTCTAATCTG Diese Arbeit
embp_25598for GACGTCTAAAAGAACATCAACA Diese Arbeit
embp 26671rev  GAGCTAAAGTATTAAATGCATGCTC Diese Arbeit
embp_26509for CGAGATGCAATAAATAACAACACTG Diese Arbeit

embp 27551rev GCCCATTGTTTTATAAAGTAAGAAGCAG  Diese Arbeit

ebsB_303for TGATTTGATGTTTGTGAGATGG Diese Arbeit

embp_28317rev ATGAGTGGAACGCTTCATAACACTGTA Diese Arbeit

embp 2591revn  GAATTTCCACGTAATTCATTAG Diese Arbeit

% Die angegebenen Nukleotidpositionen beziehen sich auf den open reading frame des
embp Allels von S. epidermidis RP62A (GeneBank accession number SERP1011).
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7.2 Abkirzungsverzeichnis

Fir die im Text verwendeten Gewichts-, VVolumen- und Zeiteinheiten wurden die
Bezeichnungen nach dem internationalen SI System verwendet und werden im

Abkurzungsverzeichnis nicht gesondert angegeben.

As7o Absorption gemessen bei einer Wellenldnge von 570 nm

AS Aminoséure

aap Gen des Akkumulation-assoziierten Proteins (englisch: accumulation
associated protein)

Abb. Abbildung

bp Basenpaar

bap Gen des Biofilm-assoziierten Proteins (englisch: biofilm-associated protein)

BHI Hirn-Herz-Glucose-Bouillon (englisch: brain-heart-infusion)

CFU koloniebildende Einheiten (englisch: colony forming units)

cm Zentimeter

dH,0 destilliertes Wasser

DNA Desoxyribonukleinséure (englisch: desoxyribonuclein acid)

dNT Desoxy-Nukleotidyl-Triphosphat

embp Gen des Fibronectin-bindenden Proteins (englisch: extra matix binding
protein)

fbe Gen des Fibrinogen-bindenden Proteins (englisch: fibrinogen binding
protein)

h Stunde

ica Gen des interzelluldaren Adhésins (englisch: intercellular adhesin)

1S256 Insertionselement 256

kDa Kilodalton

KNS Koagulase-negative Staphylokokken

kV Kilovolt

M Mol

MDa Megadalton

min Minute

ml Milliliter

pl Mikroliter

pum Mikrometer
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ms Millisekunden

ng Nanogramm

nm Nanometer

Q Ohm

ORF offener Leserahmen (englisch: open reading frame)

ODsgo optische Dichte bestimmt bei einer Wellenldnge von 560 nm

PCR Polymerase-Kettenreaktion (englisch: polymerase chain reaction)

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung (englisch: phosphate buffered saline)
PIA interzellulares Polysaccharid Adhasin (englisch: polysaccharide intercel-

lular adhesin)

PS/A Gen des kapsuldaren Polysaccharid Adhasin  (englisch:  capsular
polysaccharide adhesin)

RNA Ribonukleinsaure (englisch: ribonucleic acid)

Tn917 Transposon 917

TSB Trypton-Soja Briihe (englisch: trypticase soy broth)

U enzymatische Einheit (englisch: unit)

rpm Umdrehungen pro Minute (englisch: rounds per minute)

S Sekunde

viv Volumen pro Volumen

wiv Gewicht pro Volumen

Xg xfache Erdbeschleunigung
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