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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Nosokomiale Infektionen

Unter nosokomialen Infektionen versteht man im Verlaufe eines Krankenhausaufent-
haltes erworbene Infektionen. Diese stellen in der modernen Medizin ein zunehmend
groBes Problem im klinischen Alltag dar. So geht das Robert-Koch-Institut auf Basis
von Daten des Krankenhaus-Infektions-Surveillance-Systems (KISS) und des Statis-
tischen Bundesamtes von schatzungsweise 500.000-800.000 Fallen nosokomialer
Infektionen pro Jahr in Deutschland aus (Geffers et al., 2002), welche die Morbiditat
und Mortalitat deutlich erhéhen (Martin et al., 1989; Rupp and Archer, 1994).

Unter nosokomialen Infektionen haben einerseits die Patienten zu leiden, durch die
langeren Liegezeiten und dementsprechend héheren Behandlungskosten werden je-
doch auch das Gesundheitssystem und die Allgemeinheit belastet. So schatzt eine in
GroBbritannien durchgeflhrte Studie, dass nosokomiale Infektionen die Kranken-
hauskosten jahrlich um etwa das 2,8 fache erhéhen (Geffers et al., 2002).

In der CDC-Definition allgemeiner nosokomialer Infektionen wird davon ausgegan-
gen, dass Infektionen als nosokomial anzusehen sind, wenn keine Hinweise daftr
vorliegen, dass die Infektion bei Aufnahme in das Krankenhaus vorhanden oder in
der Inkubationsphase war (Nationales Referenzzentrum flir Surveillance von noso-
komialen Infektionen, 2005). Die Unterscheidung zwischen ambulant und in der
Klinik erworbenen Infektionen ist im klinischen Alltag jedoch oft schwierig. Da die Be-
wertungen, ob es sich um eine nosokomiale Infektion handelt oder nicht, teilweise
sehr stark variieren, sind demzufolge auch sehr unterschiedliche Angaben der Inzi-
denz von nosokomialen Infektionen und deren Kosten zu finden. So geht aus einer
Studie von Warren hervor, dass durch katheterassoziierte Infektionen eine Erhéhung
der Gesamtbehandlungskosten von 11.971 Dollar resultiere und der Krankenhaus-
aufenthalt im Schnitt um 7,54 Tage verlangert wirde (Warren et al., 2006). Pittet
hingegen kommt zu dem Ergebnis, dass nosokomiale Infektionen 40.000 Dollar an
zusatzlichen Kosten verursachten und den Aufenthalt im Krankenhaus um durch-
schnittlich vierzehn Tage verlangerten (Pittet et al., 1994) und Digiovine wiederum
beschreibt eine Kostenerhéhung von 34.508 Dollar und einen um zehn Tage ver-
langerten Krankenhausaufenthalt (Digiovine et al., 1999).
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Prinzipiell kann jeder Mikroorganismus, auch primér apathogene Kommensalen der
Haut, eine nosokomiale Infektion auslésen. Im Rahmen der EPIC-Studie (Vincent et
al., 1995) konnten jedoch einige Erreger besonders haufig isoliert werden. Bei den
funf haufigsten Auslésern nosokomialer Infektionen handelt es sich um S.aureus
(30 %), Pseudomonas aeruginosa (29 %), Koagulase-negative Staphylokokken
(19 %), E.coli (13 %) und Enterokokken (12 %).

Eine haufige Ursache nosokomialer Infektionen sind in den Patienten eingebrachte
Fremdkérper, die intermittierend oder dauerhaft Organfunktionen ersetzen. In
Deutschland werden jahrlich etwa 2,5 Millionen Fremdkdrper implantiert. Bei Infek-
tionsraten zwischen 1-20 % stellen sie einen entscheidenden Risikofaktor fir eine

nosokomiale Infektion dar (Tabelle 1).

Tabelle 1: Schatzung der jahrlich in Deutschland auftretenden
fremdkérperassoziierten Infektionen (Mack et al., 2005).
Fremdkérper Anwendungen/ Jahr?® Infektionsrate b Infektionen/ Jahr
Zentrale ~1.750.000 1-5% 17.000- 87.000
Venenkatheter
Hoftprothesen >200.000 <2% ~4.000
Knieprothesen 60.000 <1-6% < 600- 3.600
Herzklappen 18.000 0,8--5,7 % 150- 1.000
Schrittmacher 70.000 <1-3% 700- 2.100
kinstliche Linsen ~300.000 <0,1- 0,3 % < 300- 900
CSF- Shunts 10.000 2-20 % 200- 2.000

a Zahlen der Hersteller und von Fachleuten im Gebrauch der jeweiligen Katheter.

b Daten von Bisno und Waldvogel (Bisno and Waldvogel, 1994).

Betrachtet man die fremdkdrperassoziierten Infektionen, so zeigt sich eine andere
Verteilung in der Haufigkeit der nachgewiesenen Bakterienspezies als bei den allge-
meinen nosokomialen Infektionen. So werden, trotz ihres geringen pathogenen
Potentials fir immunkompetente Menschen (Kloos, 1997; Noble, 1997), Koagulase-
negative Staphylokokken am haufigsten als Erreger von fremdkérperassoziierten
Infektionen an Venenkathetern, CAPD-Kathetern, Liquorshunts, klinstlichen Herz-
klappen und Gelenken sowie GefaBprothesen, intraokularen Linsen und
Herzschrittmachern isoliert (Emori and Gaynes, 1993; Kloos and Bannerman, 1994;
Pfaller and Herwaldt, 1988; Rupp and Archer, 1994).
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S. epidermidis gehért zur Familie der Micrococcaceae. Da S. epidermidis die Fahig-
keit fehlt Plasma zu koagglutinieren, wird er zur Gruppe der Koagulase-negativen
Staphylokokken gezéahlt. S. epidermidis ist mit der gr6Bten Populationsdichte unter
den Koagulase-negativen Staphylokokken ein wesentlicher Bestandteil der normalen
Haut- und Schleimhautflora (Mack, 1999b). Bei S. epidermidis handelt es sich um ein
rundes bis ovales grampositives, fakultativ anaerobes, unbewegliches, nicht sporen-
bildendes Bakterium, welches in traubenartigen Haufen vorliegt. Die Pathogenitat der
Koagulase-negativen Staphylokokken, deren wichtigster Vertreter S. epidermidis ist,
wurde lange nicht erkannt. Die isolierten S. epidermidis-Stdmme wurden fir eine
Kontamination durch die normale Hautflora gehalten und man kann auch heute
davon ausgehen, dass 75-90 % der aus Patientenmaterial isolierten Koagulase-ne-
gativen Staphylokokken weiterhin als eine solche Kontamination zu betrachten sind
(Fidalgo et al., 1990; Herwaldt et al., 1996; Kirchhoff and Sheagren, 1985; Kleeman
et al., 1993; Ringberg et al., 1991). Die Bedeutung der tbrigen 10-25 % der Isolate
wurde erst in den letzten Jahren erkannt. So zeigten Untersuchungen, dass Koagu-
lase-negative Staphylokokken typische opportunistische Erreger sind, welche insbe-
sondere im Rahmen einer Immunkompression und gleichzeitig implantierter Fremd-
kérper eine groBe Rolle spielen und zu den haufigsten Verursachern der fremd-
kérperassoziierten Infektionen zahlen (Goldmann and Pier, 1993; Kotilainen et al.,
1990).

Die nach der Implantation von Fremdk&rper entstehenden Infektionen sind beson-
ders haufig auf Intensivstationen zu finden (Vincent et al., 1995), da die beiden
Hauptrisikofaktoren, Immunsuppression und implantierte Fremdkdrper, auf diesen
Stationen bei den meisten Patienten gefunden werden. So haben viele Patienten auf
einer Intensivstation ein durch eine Grunderkrankung geschwachtes Immunsystem.
AuBerdem muss zur Uberwachung und Therapie der Intensivpatienten eine Vielzahl
von Kathetern implantiert werden. So sind zum Beispiel Blasen- und Zentralvenenka-
theter, Liquorshunts und Erndhrungssonden bei der Behandlung von Intensivpatien-

ten haufig unverzichtbar.

Durch S. epidermidis verursachte Infektionen sind sehr schwer zu behandeln, da
eine eingeleitete Antibiotikatherapie oft fehlschlagt. Dies liegt zum einen an der Re-
sistenz gegen multiple Antibiotika. So liegt zum Beispiel bei 80 % der Isolate eine
Methicillinresistenz vor und in 50 % der Félle ist eine B-Lactamase zu finden (Archer
and Climo, 1994; Archer et al., 2000).
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Zum anderen liegt das schlechte Ansprechen einer Antibiotikatherapie an der Fahig-
keit von S. epidermidis, auf der Oberflache implantierter Fremdmaterialien in Form
mehrlagiger, festhaftender Konsortien zu wachsen. Diese spezielle Organisations-
form wird als Biofilm bezeichnet und ist direkt mitverantwortlich flr die einge-
schrankte Empfindlichkeit gegentber Antibiotika (Knobloch et al., 2002).

Die Biofilmbildung ist ein in der Natur weit verbreitetes Phanomen. Biofilme sind
definiert als Gemeinschaft von Mikroorganismen, die an eine Oberflache gebunden
und von einer selbst synthetisierten polymeren Matrix umgeben sind (Costerton et
al., 1999; O'Toole et al., 2000). In der Umwelt sind vielfach unterschiedliche Spezies
gemeinsam in einem Biofilm organisiert, es gibt aber auch Monospeziesbiofilme.
Diese stehen im medizinischen Bereich als Ursache klinisch relevanter biofilmassozi-
ierter Infektionen, zum Beispiel durch S. epidermidis, im Vordergrund (Costerton et
al., 1999). Ein Biofilm ist ein komplexes Gebilde, welches den Bakterien glinstige
Lebensbedingungen und Schutz vor Umwelteinfliissen bietet (Costerton et al., 2003).
Dies qilt insbesondere eben auch fir die Empfindlichkeit gegentber der Wirkung
antibiotischer Substanzen (Sheth et al., 1985; Evans and Holmes, 1987; Gristina et
al., 1989; Farber et al., 1990; Widmer et al., 1990; Chuard et al., 1991; Duguid et al.,
1992; Gander, 1996). Zudem schiitzt der Biofilm S. epidermidis vor Effektormecha-
nismen der frihen Immunantwort (Peters et al., 1982; Heinzelmann et al., 1997;
Vuong et al., 2004b; Kristian et al., 2008; Begun et al, 2007). Aufgrund dieser
Phanomene ist regelhaft ein Therapieversagen zu beobachten, wenn fremdkérperas-
soziierte Infektionen allein mit Antibiotika behandelt werden (Davenport et al., 1986;
Diaz-Mitoma et al., 1987; Younger et al., 1987). In der Folge ist das Entfernen des
implantierten Fremdkdrpers oft die einzige Therapiemdglichkeit. Aus dieser Maf3-
nahme resultiert wiederum eine Zunahme der Morbiditat und Mortalitat.

Um innovative Méglichkeiten zu finden, fremdkdrperassoziierte Infektionen effektiver
behandeln zu kénnen bzw. einer Infektion vorzubeugen, ist es notwendig, sich mit
der Pathogenese von durch S. epidermidis ausgelbster Infektionen naher zu be-
schaftigen. Hierbei stehen die Aufklarung der funktionell an der Entstehung eines
Biofilms beteiligten Molekile, deren Regulation sowie die molekulare Epidemiologie
im Mittelpunkt des Interesses.
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1.2 Biofilmbildung von S. epidermidis

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von ex vivo Implantaten zeigten, dass S. epi-
dermidis, eingebettet in eine amorphe Grundsubstanz, Fremdk&rperoberflachen in
Form mehrschichtiger Zelllagen kolonisiert (Peters et al., 1981; Marrie et al., 1982;
Marrie et al., 1983; Marrie and Costerton, 1984). Die Mehrzahl der Bakterien weist in
dieser Organisationsform keinen direkten Kontakt zur Kunststoffoberflache auf
(Marrie and Costerton, 1984; Peters et al., 1981). Dieses Phdnomen wurde zunachst
als Schleimbildung bezeichnet, um jedoch Missversténdnisse zu vermeiden, wurde
der Begriff der Biofilmbildung gebrauchlich (Gétz, 2002; Mack, 1999a).

Die Entstehung eines Biofilms verlauft typischerweise in mehreren Phasen
(Costerton et al., 1999). Zunachst erfolgt die schnelle primare Bindung einzelner
Bakterienzellen an eine Polymeroberflache. In der zweiten Phase folgt die Prolifera-
tion und Akkumulation der Zellen in vielen Zellschichten (Mack et al., 2004).

Spater findet eine Phase der Biofilmreifung statt, in der charakteristische morpholo-
gische Veranderungen auftreten kénnen. AnschlieBend kann eine Loslésung plankto-
nischer Zellen vom Biofilm stattfinden, welche in der Umgebung einen neuen Zyklus
der Biofilmbildung initiieren kébnnen (Mack et al., 2006).

o 0 Planktonische

© 00 zelen
L)
[ (] [+] Aufldsung
0O > 00 o °
00 00°s .
0 0 ()
o0 02° o0
00 o 0 o (+]
Anheftung °° o oooo 09 g0
%0 o
%o 00 0,
°°° 00090 )
L P R Syl Akkumulation o°° 000 00
705XH-0116 5.0kV 2k 0000 > 0000000000000

Abbildung 1: Biofilmbildung von S. epidermidis 1457. (A) Rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahme von S. epidermidis 1457 Biofilm gebildet auf Edelstahl
nach 18 h Inkubation. Aufnahme von Harris und Richards (Harris and Richards,
2004). (B) Schematische Darstellung des Modells der Biofilmbildung in
S. epidermidis nach Mack (Mack et al., 2005).
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1.2.1 Die primare Bindung

Sobald ein Fremdkdrper implantiert worden ist, wird die Oberflache durch kérper-
eigene Plasmaproteine, extrazelluldre Matrixproteine und Thrombozyten modifiziert
(Gristina, 1987). Dieser Prozess wird als Konditionierung bezeichnet. Staphylokok-
ken kénnen sich sowohl direkt an die native als auch an die konditionierte Oberflache
binden. Die Wechselwirkung wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Zum
einen wird die Adhasion Uber unspezifische hydrophobe Interaktionen und Van-der-
Waals-Krafte vermittelt (Fleer and Verhoef, 1989; Jansen et al., 1989). Zum anderen
gibt es neben den unspezifischen Faktoren spezifische Faktoren, wie Fibronektin und
Fibrinogen (Herrmann et al., 1988; Vaudaux et al., 1989; Rupp et al., 1999), welche
die Oberflache bedecken und an welche sich die Bakterienzellen binden kdnnen.
Eine Ubersicht ber die verschiedenen spezifischen Faktoren ist in Tabelle 2

dargestellt.

Tabelle 2:  Ubersicht spezifischer Adhasionsfaktoren

Adhasionsfaktoren Oberflache Referenz

Fibrinogenbindendes Protein Fibrinogen (Nilsson et al., 1998; Pei et al., 1999)

(Fbe)

Autolysin (AtIE) Polystyrol (Sarstedt) (Heilmann et al., 1996a; Heilmann et
al., 1997)

Staphylococcal surface protein Polystyrol (Sanbio) (Timmerman et al., 1991; Veenstra et

(SSP- 1) al., 1996)

Kapsulares Polysaccharid/ Silikonkatheter, nicht (Tojo et al., 1988; Muller et al., 1993;

Adhéasin (PS/A) Polyethylen Higashi et al., 1998)

Embp Fibronektin (Williams et al., 2002)

1.2.2 Die akkumulative Phase der Biofilmbildung

In der zweiten Phase der Biofilmbildung kommt es durch Akkumulation zur Ausbild-
ung einer komplexen Biofilmarchitektur. Die Zellen bilden einen mehrschichtigen
Biofilm, in dem nur wenige Zellen direkten Kontakt zur Oberflache besitzen. Da die
Zellen jedoch auch ohne Kontakt zur Oberflache fest in der Organisation gebunden
sind, muss es Faktoren geben, die den Aufbau stabilisieren und eine interzellulare
Adhésion der Bakterienzellen vermitteln (Mack et al., 2006).
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Hierbei spielt das interzelluldre Polysaccharid-Adhasin (PIA), als einer der wichtig-
sten funktionellen Faktoren der Biofilmbildung, eine groBe Rolle. So konnte bei der
Untersuchung von 197 S. epidermidis-Stammen gezeigt werden, dass eine lineare
Korrelation zwischen Biofilmbildung und PIA-Produktion besteht (Mack et al., 1996b).

PIA ist ein lineares Homoglykan, welches aus durchschnittlich 130 B-(1,6)-verknUpf-
ten N-Acetylglukosamineinheiten aufgebaut ist. Mittels lonenaustauschchromato-
graphie kdnnen zwei Polysaccharidfraktionen, Polysaccharid | (= 80 %) und Polysac-
charid Il (= 20 %) unterschieden werden. Die beiden Fraktionen unterscheiden sich in
ihrem Anteil an nicht N-acetylierten Zuckerresten. So besitzt Polysaccharid | 15-20 %
nicht N-acetylierte Glukosaminreste und ist positiv geladen. Polysaccharid Il besitzt
weniger nicht N-acetylierte Glukosaminreste und enthalt Phosphat und Succinat, was
zu einem leicht anionischen Charakter flihrt (Mack et al., 1996a; Sadovskaya et al.,
2005). Diese unterschiedlichen Ladungen scheinen fir die Funktion von PIA eine
wichtige Rolle zu spielen, da gezeigt werden konnte, dass eine fehlende Deacetylier-
ung von PIA zu einem negativen Biofilmphanotyp fihren kann (Vuong et al., 2004a).

Die fur die PIA-Synthese kodierenden Gene sind im icaADBC-Lokus (Heilmann et
al., 1996b) organisiert. Dieser besteht aus vier in gleicher Transkriptionsrichtung or-
ganisierten Genen icaA, icaD, icaB und icaC (Gerke et al., 1998; Heilmann et al.,
1996b) lhnen ist das Gen icaR vorgelagert, welches als Repressor fungiert (Conlon
et al., 2002). Durch Transduktion des Plasmids pTXica in den biofiimnegativen
Stamm S. carnosus TM300 konnte die Funktion der einzelnen Gene naher beschrie-
ben werden. Im Plasmid pTXica kann das icaADBC-Operon unter der Kontrolle eines
Xylose-anhangigen Promoters gezielt exprimiert werden. Es konnte gezeigt werden,
dass IcaA die Funktion einer N-Acetylglukosaminyltransferase hat, welche die An-
wesenheit von IcaD bendtigt, um seine volle Aktivitat entfalten zu kénnen (Gerke et
al., 1998). IcaC ist als Transmembranprotein méglicherweise am Export von PIA be-
teiligt (Heilmann et al., 1996b). IcaB hat die Funktion einer Deacetylase, welche
sezerniert wird und sich im Kulturiberstand befindet (Vuong et al., 2004a).

Neben PIA existieren jedoch noch andere wichtige Faktoren, die die Biofilmbildung
beeinflussen kénnen (Frank et al., 2004; Rohde et al., 2007). So stellte sich bei der
Untersuchung von infizierten Huft- und Knieprothesen heraus, dass etwa 27 % der
isolierten biofilmpositiven S. epidermidis-Stamme einen PIA-unabhangigen Biofilm
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bilden konnten (Rohde et al, 2007). Bei einem Teil dieser Stdmme wird die
Biofilmakkumulation durch das accumulation- associated protein (Aap) vermittelt.

Aap ist ein von PIA vollkommen unabhangiger Faktor, welcher die Adhasion der Bak-
terienzellen bei der Biofilmbildung beeinflussen kann. Es ist ein zellwandgebundenes
220 kDa groBes Protein, welches aus zwei Doméanen, Doméane A und B, aufgebaut
ist. Die adhé&siven Eigenschaften von Aap sind in der Doméane B zu finden, welche
durch die proteolytische Abspaltung von der Doméane A aktiviert wird (Hussain et al.,
1997; Rohde et al., 2005). Die proteolytische Abspaltung kann sowohl durch Exopro-
teasen der Staphylokokken als auch durch wirtseigene Proteasen im Rahmen der
frihen Immunantwort vermittelt werden. Somit kann S. epidermidis Effektormecha-
nismen des wirtseigenen Immunsystems nutzen, um sich der Elimination durch

Phagozytose zu entziehen (Foster, 2005).

In S. epidermidis-Stammen konnte das biofilm-associated protein (Bap) (Cucarella et
al., 2001) als weiterer Faktor bestimmt werden. Da das Protein jedoch nur in einem
kleinen Anteil der untersuchten Stdmme zu finden war (Rohde et al., 2004; Rohde et
al., 2007), scheint es fur die Biofilmbildung nur eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Es existiert zudem ein Bap-Homolog, das Bap homologue protein (Bhp), welches in
einigen humanen Isolaten von S. epidermidis gefunden werden konnte. Da die Spalt-
ung des bhp-Gens aus zwei klinischen Stdmmen die Fahigkeit zur Biofilmbildung
nicht beeinflusst hat, geht man jedoch davon aus, dass auch die Funktion von Bhp
fir die Biofilmbildung von anderen Determinanten ersetzt werden kann (Lasa and
Penades, 2006).

Es gibt demnach viele klinisch signifikante S. epidermidis Isolate, welche offenbar die
Fahigkeit haben, verschiedene Mechanismen zur interzellularen Adhasion zu nutzen.
(Vandecasteele et al., 2003; Rohde et al., 2004; Yao et al., 2005). Die Biofilmbildung
ist somit offensichtlich ein auf der Expression verschiedener, funktionell redundanter
Faktoren basierender Prozess. Es stellt sich die Frage, welche Auswirkungen es auf
die Biofilmbildung hat, wenn verschiedene Faktoren gemeinsam exprimiert werden.
So ist es zum Beispiel denkbar, dass eine funktionelle Verbindung besteht, die
synergistische oder antagonistische Phanomene auslésen kann. In diesem Zusam-
menhang ist die Regulation von groBer Bedeutung, da hier entschieden wird, ob zwei

Mechanismen tatsachlich parallel und nicht alternierend oder sukzessiv aktiv sind.
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1.2.3 Regulation der Biofilmbildung in S. epidermidis

Die Regulation der S. epidermidis-Biofilmbildung ist ein komplexes System, welches
noch nicht in allen Einzelheiten bekannt ist. Die Biofilmbildung kann durch Anderung
der externen Bedingungen, wie die Entstehung anaerober Verhaltnisse (Cramton et
al., 2001), héhere Temperaturen (Rachid et al., 2000), hohe Osmolaritat (Rachid et
al., 2000; Knobloch et al.,, 2001) und Eisenmangel (Deighton and Borland, 1993)

verstarkt werden.

AuBerdem kbénnen sowohl in vivo als auch in vitro spontane Phasenvariationen
beobachtet werden (Baddour et al., 1990; Ziebuhr et al., 1997). Eine mdgliche Ur-
sache hierflr wird in der reversiblen Integration des Insertionselementes 1S256 in
das ica-Operon gesehen, welche zu einem biofilmnegativen Biofilmphanotyp flhrt
(Ziebuhr et al., 1999).

Der wichtigste an der Biofilmbildung beteiligte Faktor ist jedoch das durch die Gen-
produkte des icaADBC-Genclusters synthetisierte PIA.

Durch Transposonmutagenese konnte gezeigt werden, dass mindestens vier unge-
bundene Loci auf die icaADBC Expression, und damit auf die PIA-Synthese, Einfluss
nehmen (Conlon et al., 2002; Mack et al., 2000). Bei einem der inaktivierten Genorte
handelt es sich um rsbU, welcher ein positiver Regulator der Expression des alterna-
tiven Sigmafaktors o® ist (Knobloch et al., 2001). Dieser reprimiert durch einen noch
unbekannten Mechanismus den negativen Regulator der icaADBC-Expression, icaR,
wodurch eine Verstarkung der Biofilmbildung stattfindet.

Zusatzlich zu SigmaB konnte ein positiver regulativer Einfluss des sarA Gens
(staphylococcal accessory gene regulator A) auf die icaADBC Transkription in
S. epidermidis demonstriert werden (Conlon et al., 2004; Tormo et al., 2005). In einer
Mutante mit inaktiviertem sarA konnte durch erhéhte Osmolaritdt und Supplemen-
tierung des Mediums mit Ethanol die icaADBC-Transkription wiederhergestellt werden,
jedoch ohne dass es zur Rekonstitution der Biofilmbildung kam. Dies lasst vermuten,
dass die regulative Funktion von sarA auf einer post-transkriptionellen Stufe der PIA-
Synthese ansetzt (Conlon et al., 2004; Dobinsky et al., 2003). Welche genaue
Funktion sarA bei der S. epidermidis-Biofilmbildung hat, ist bisher noch unklar.

Vor kurzem ist ein neues globales Regulationssystem, das luxS quorum sensing
System, identifiziert worden, welches die Biofilmbildung in S. epidermidis beeinflusst.
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Die Deletion von luxS flahrt zur vermehrten Transkription von icaADBC und somit zu
einer vermehrten PIA-Synthese und Biofilmbildung (Xu et al., 2006).

Weiterhin existiert ein globales Genregulationssystem, der accessory gene regulator
(agn, welches wachstumsabhangigen Einfluss auf die Biofilmbildung nimmt. In der
exponentiellen Wachstumsphase, in der die Zelldichte gering ist, werden unter Einfluss
von agr vermehrt Oberflachenproteine wie Autolysin E (AtIE) exprimiert, welches, wie
bereits erwahnt, die primare Adhasion der Bakterien férdert. Hingegen ist in der
stationaren Wachstumsphase die Expression von Exoproteinen erhéht. Auf die PIA-
Synthese wird jedoch kein Einfluss genommen. Das agr-Operon ist also ein quorum
sensing System, welches Uber Verstarkung und Hemmung der priméren Bindung die
Biofilmbildung in S. epidermidis steuert (Vuong et al., 2000; Vuong et al., 2003).

environmental
factors

quorum-sensing
system

ethanol

glucose-dependent
regulator

PIA
accumulation

Abbildung 2: Vereinfachtes Modell der Regulation der Biofilmbildung in
S. epidermidis (Mack et al., 1996b). Die primare Adhasion wird vom agr quorum
sensing-System negativ reguliert. Die Transkription von icaADBC wird durch
Genprodukte von purR, sarA und des luxS quorum sensing-Systems induziert. icaR
ist ein Repressor der icaADBC Transkription, dessen eigene Transkription negativ
vom alternativen Sigmafaktor oB reguliert wird. Neben den transkriptionalen Regu-
lationen des icaADBC-Operons wird die PIA-Expression durch ein Glukose-
abhangiges Protein beeinflusst. Rechtecke reprasentieren Gene. Ovale
reprasentieren Proteine.

7
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1.3 Voraussetzungen fur diese Arbeit

Aus der Blutkultur eines Patienten mit einer Portinfektion konnte der icaADBC- und
biofilmnegative S. epidermidis-Stamm 1585 isoliert werden (Rohde et al., 2005).
Durch Langzeitkultur konnte eine biofilmpositive Subpopulation dieses Stammes
selektioniert werden. Diese biofilmpositive, icaADBC-negative Subpopulation wurde
als 1585-Ra bezeichnet. Der von S. epidermidis 1585-Ra gebildete Biofilm kann
durch Proteasen aufgelést werden. Hieraus wurde abgeleitet, dass Proteine an der
Stabilisierung der Biofilmstruktur beteiligt sein missen.

Um genetische Determinanten des biofilmpositiven Phanotyps zu identifizieren,
wurde eine Transposonmutagenese durchgefiihrt. Durch das Screening von 3500
Transposonmutanten wurden zwei biofilmnegative Mutanten M135 und M84
identifiziert. Mittels Sequenzanalyse der die Tn917-Insertion flankierenden Genom-
abschnitte konnte gezeigt werden, dass die Insertion in allen Mutanten in einem
30 kb groBen open reading frame gelegen ist, welcher fir das extracellular matrix
binding protein (Embp) kodiert. Embp ist ein etwa 1 MDa groBes Protein, welches im
Wesentlichen aus 59 FIVAR- (Found in various architectures-) und 38 GA- (protein
G-related) Domanen aufgebaut ist. Embp ist als wichtiger adhasiver Faktor in der
primaren Phase der Biofilmbildung bekannt, da es Uber die FIVAR-Domanen an
Fibronektin binden kann. Aus der Analyse der Mutanten M135 und M84 wurde
geschlossen, dass Embp funktionell an der S. epidermidis 1585-Ra Biofilmbildung
beteiligt ist. Diese Hypothese konnte durch weitere Untersuchungen unter Verwen-
dung der rekombinant erzeugten Embp-Fragmente rEmbp2588 und rEmbp6599
sowie spezifischer, gegen die genannten rekombinanten Embp-Fragmente erzeugten
Antiseren bestatigt werden.
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Export FIVAR FIVAR GA DUF TM

a Fusion to MsrR aa 10204

6 x His—{ 2588 6 x His-{ 6599

650 aa

Exportignal

FIVAR-Domane

GA-Modul

DUF1542

Potentielle Transmembran- (TM-) Doméne

M7 M

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Embp-Domanen-Struktur basierend auf
bioinformatischen Untersuchungen (http://smart.embl-heidelberg.de) der Embp-
Aminosauresequenz von S. epidermidis 1585. In S. epidermidis 1585-Ra ist Embp
bei aa6072 mit dem S. epidermidis-Oberflachenprotein MsrR fusioniert (durch einen
Pfeil gekennzeichnet). Die Positionen der Hisg-Fusionsproteine rEmbp2588 (welches
ausschlieBlich aus FIVAR-Domanen besteht) und rEmbp 6599 (welches aus-
schlieBlich aus GA-Domanen besteht) sind eingezeichnet.

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

In den bisherigen Untersuchungen konnten verschiedene oberflachenassoziierte
Faktoren von S. epidermidis identifiziert werden, welche fir die S. epidermidis-
Biofilmbildung von Bedeutung sind. Es konnte gezeigt werden, dass das
Polysaccharid PIA sowie die Zelloberflachenproteine Aap und Embp unabhangig
durch die Vermittlung interzellularer Adhéasion die fir die akkumulative Phase der
Biofilmbildung von Bedeutung sind. Aufgrund des parallelen Nachweises von
icaADBC, aap und embp in klinisch signifikanten S. epidermidis Stdmmen erscheint
es mdglich, dass hier gleichzeitig verschiedene interzellulare Adhasine aktiv sind. Die
hieraus abzuleitende Md&glichkeit einer Interaktion der bereits bekannten Faktoren
wurde jedoch bisher nahezu nicht in Betracht gezogen. Daher sollen innerhalb dieser
Arbeit zunachst eine mdgliche Interaktion von Embp und PIA und der Einfluss auf die
Biofilmbildung untersucht werden. Um dieses Ziel zu erreichen soll (1.) das Plasmid
pTXica in die Stamme 1585 (Embp-negativ), 1585-Ra (Embp-positiv) und die
isogene Mutante M135 (Embp-negativ) eingebracht werden, um hierdurch phano-
typische Konsequenzen der PIA-Synthese in Embp-positiven und —negativen geneti-
schen Hintergriinden zu analysieren. (2.) soll eine mdgliche Interaktion zwischen auf-

gereinigtem PIA und rekombinant exprimierten Embp-Fragmenten geprift werden.
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Des Weiteren sollte in dieser Arbeit der Einfluss von Proteasen auf die Embp-
vermittelte Biofilmbildung von S. epidermidis 1585-Ra untersucht werden. Hierzu
sollte (1.) unter der Vorstellung, dass die Inaktivierung des globalen Regulators
SigmaB zu einer Uberexpression von Proteasen filhrt, die chromosomalen Tn917-In-
sertion der funktionellen SigmaB-Mutante M15 in die Stdmme 1585 und 1585-Ra
eingefuhrt werden. (2.) sollte der Einfluss der gesteigerten Proteasenexpression auf

die Embp-vermittelte Biofilmbildung phéanotypisch untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Einwegartikel

Alle verwendeten Chemikalien wurden soweit nicht anders angegeben von den
Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Taufkirchen) in pro analysi-
Qualitat bezogen. Plastikartikel und Einwegmaterialien stammten, wenn nicht anders
angegeben, von den Firmen Becton Dickinson (Cockeysville, MD, USA), Eppendorf

(Hamburg), Nunc (Roskilde, Danemark) und Greiner (Ndrtingen).

Tabelle 3: Ubersicht tiber die verwendeten Chemikalien

Chemikalie Hersteller
Magermilchpulver Merck, Darmstadt
Methanol

Natriumnitrit
NaN;

NaCl
Na,HPO,
NaH.PO,
KH,PO,
KoHPO,
Borséure
Eisenchlorid
Ethanol abs
CaCl,
NaOH

25%ige HCI
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Fortsetzung Tabelle 3

Chemikalie

Hersteller

Nutrient Broth No.2
Tryptone
Neutralized Soya Pepton
D(+)- Glucose
Hefeextrakt (Difco)
Peptone (Difco)
BHI-Briihe (Difco)
TSB-BBL
Bacto-Agar (Difco)
SeaKem- Agarose
Ficoll

Ampicillin
Erythromycin
Tetracyclin
Ethidiumbromid

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Trihydroxyaminomethane (Tris)

EDTA
MgCl,
Magermilchpulver

Diethanolamin

3-Methyl-2-Benzo-Thiazolinone Hydrozone

Ammoniumsulfamat

Lysostaphin

Oxoid, Ltd., Basingstoke, England

Becton Dickinson, Cockseyville, USA

FMC Bioproduct, Rockland, NY, USA

Serva, Heidelberg

Invitrogen, Carlsbad, USA

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Nestle, Vevey, Schweiz

Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
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2.1.2 Laborgerate

Tabelle 4:

Ubersicht liber verwendete Laborgerate

Geratebezeichnung

Hersteller

Digital pH-Meter
Fluoreszenzobijekttrager

Gelelektrophoresekammer

Geldokumentationssystem

Kivetten (100 pl)

Photometer

Schittelinkubator

Schittler

Spannungsquelle
Sterilfilter 0,22 pm

Thermocycler

Thermoinkubator
Ultraschallzerkleinerer
Vortex

Waagen

Westernblotkammer

Zellkulturschalen

Zentrifugen

Digital-pH-Meter 646

Horizontal

Vertikal X Cell Sure Lock™
ChemiDoc™ XRS

UV- Transilluminator

Quarz Spectrophoto-meter Cell
Smart Spec™ 3000

ELISA Processor Il

Unimax 1010

Power Pac 1000
Spritzenvorsatzfilter
Primus 96 plus
Mastercycler gradient
lcycler IQ™
Thermomixer 5436
Digital Sonifier®
Vortex Genie 2

PC 4400

Sartorius 4232

X Cell 1I™ Blot Module

Deckglasboden (10 cm; &5 cm),

96-Loch, 24-Loch, alle
NunclonA™-beschichtet

Biofuge pico
Centrifuge 5417R

Megafuge 1.0 R

Knick (Berlin)

BioMérieux (Marcy I’ Etoile, F)
Keutz (Reiskirchen)

BioRad (Hercules, USA)
BioRad (Hercules, USA)
Phase (Libeck)

BioRad (Hercules, USA)
BioRad (Hercules, USA)
Behring (Marburg)

New Brunswick Scientific Co (New
Brunswick, USA)

Heidolph Instruments GmbH &
Co. KG (Schwabach)

BioRad (Hercules, USA)
Merck (Darmstadt)

MWG (Eberswalde)
Eppendorf (Hamburg)
BioRad (Hercules, USA)
Eppendorf (Hamburg)
Branson (Danbury, USA)
Bender & Hobein AG (Ziirich, CH)
Mettler (Giessen, Schweiz)
Sartorius (Géttingen)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Nunc (Roskilde, Ddnemark)

Heraeus (Osterode)
Eppendorf (Hamburg)

Heraeus (Osterode)
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2.1.3 Medien

Alle Medien wurden, soweit nicht anders erwdhnt, mit entionisiertem Wasser

angesetzt und durch 20-mindtiges autoklavieren bei 121°C sterilisiert.

Skim-Milk-Hydrolyseagar

Lésung 1:

Hefeextrakt (Difco) 10 g/l
Peptone (Difco) 5 g/l

NaCl 5 g/l

Bacto®-Agar (Difco) 32,0 g/l

Lésung 2:
Magermilchpulver (Merck) 16 g/l

Lésung 1 wurde zwanzig Minuten bei 121° C autoklaviert. Lésung 2 wurde zehn
Minuten bei 110" C autoklaviert (héhere Temperatur oder langere Zeit fihren zur
Proteolyse des Kaseins im Milchpulver). AnschlieBend wurden beide Lésungen
zusammengegeben.

Columbia Blutagar, pH 7,0

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

Schafsblut 72 ml/l

Hirn-Herz-Medium (Brain Heart Infusion, BHI); pH 7,4

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

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

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

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

NB2+ Briithe zur Phagentransduktion

Nutrient Broth No.2 (Oxoid) 20 g/l
CaCl» 0,4 g/l
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ST-Agar (Staphylococcus Typing Agar)

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

CaCl, 0,4 g/l

NaCl 5 g/l

Bacto®-Agar (Difco) 12 g/l

Fiir Softagar wurde dem Medium 7 g/l Bacto®-Agar (Difco) zugesetzt.

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

TSB ohne Glukose; pH 7,3

Tryptone (Oxoid) 17 g/l

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

KgHPO4 2,5 g/|

2.1.4 LOosungen

DNA-Ladepuffer

Bromphenolblau 0,25 %

Xylen Cyanol FF 0,25 %

Ficoll 15 %

Die Lésung wurde ohne Autoklavieren verwendet.

Ethidiumbromid-Stammldsung

Es wurde eine Ethidiumbromidlésung mit 10 mg/ml in dH,O angesetzt und ohne
Sterilisation verwendet.

PBS (Phosphatgepufferte Salzlésung); pH 7,4

NaCl 8 g/I

KCI 0,2 g/l

NagH PO4 1 ,44 g/l
KH»PO4 0,24 g/

PBST-Puffer

Phosphatgepufferte Salzldsung versetzt mit Tween®20 0,1 % [v/V]
Die Lésung wurde ohne vorherige Sterilisation verwendet.
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PBS-Puffer +0,05 % (wt/vol) NaN;

Die Lésung wurde ohne vorherige Sterilisation verwendet.

SDS (Stammldsung Dodecylsulfat Natriumsalz)

Es wurde eine 20 %ige Stammldsung Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS) in dH.O
angesetzt. Die Lésung wurde ohne vorherige Sterilisation verwendet.

Substratpuffer fur ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay);pH 9,8

Diethanolamin 1 M
MgCl. 0,5 M
NaNs 0,02 %

5x TBE

Tris (Invitrogen) 54 g/l

Borsaure 27,5 g/l

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

TBE wurde ohne vorheriges Autoklavieren verwendet.

TE; pH 8

Tris (Invitrogen) 10 mM
EDTA 1 mM

TTSB; pH 7,6

Tris 2,42 ¢/
NaCl 7,42 g/l
Tween®20 1 ml/l
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2.1.5 Bakterienstamme und Plasmide

Tabelle 5: Ubersicht liber die verwendeten Bakterienstimme und die aus ihnen

abgeleiteten Transposoninsertionsmutanten

S. epidermidis-Stamm

Charakteristika

Referenz

1457

1457M10

1457M135

1457M13(pTXica)

1457M15

1585

1585-Ra

M135

1585(pTXica)

1585-Ra(pTXica)

M135(pTXica)

1585M15

1585-RaM15

icaADBC-positiv, Embp-positiv,
biofilmpositiv

icaA::Tn917, biofilmnegativ

icaADBC-positiv, Embp-negativ

icaA::Tn917, xyloseabhéngige
icaADBC-Expression

rsbU::Tn917, biofiimnegativ

icaADBC-negativ, Embp- negativ,
biofilmnegativ

icaADBC-negativ, Embp-positiv,
biofilmpositiv
icaADBC-negativ, embp::Tn917,

biofilmnegativ

icaADBC-positiv, Embp-negativ,
biofilmnegativ
icaADBC-positiv, Embp-positiv,
biofilmpositiv
icaADBC-positiv, Embp-negativ,

biofilmnegativ

rsbU::Tn917, Embp-negativ,
biofilmnegativ

rsbU::Tn917, Embp-positiv,
biofilmnegativ

(Mack et al., 1992; Mack et
al., 1996b)

(Mack et al., 1994; Mack et
al., 1999)

(Christner, Rohde,
unveroffentlichte Daten)

(Mack et al., 2000)

(Knobloch et al., 2001)

(Rohde et al., 2005)
(Christner, Rohde,

unverdéffentlichte Daten)

(Christner, Rohde,

unveroffentlichte Daten)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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2.1.6 Oligonukleotide und Sonden

Tabelle 6: Ubersicht (iber die verwendeten Primer

Name Sequenz Verwendung

IcaA for 5" —CAACTGCTCAACCGAGAACA-3" Nachweis N-Acetylglukosaminyl-
Transferase (PIA- Synthese)

IcaA rev 5" -TTTGTAGATGTTGTGCCCCA-3" Nachweis N-Acetylglukosaminyl-
Transferase (PIA- Synthese)

htrA1 for28 5 —CACTATCGTAATTCTTCACAG-3" Nachweis der extrazellularen
Serinprotease htrA1

htrA1 rev1140 5 —-GTGTCTTACCATCTCTGATAACT-3" Nachweis der extrazellularen
Serinprotease htrA1

htrA2 for58 5 —GAATACTTTCATAACGTAGAGCGA-3" Nachweis der extrazellularen
Serinprotease htrA2

htrA2 rev874 5 —TATCAGACACAGTCGTGTCATTAGAC-3" Nachweis der extrazellularen
Serinprotease htrA2

ermB_1243 for 5" —~GCCATACCACAGATGTTCCAG-3" Kontrolle der

Transposoninsertion M15 in
1585M15 und 1585-RaM15
Res 2166 Rev 5 —-CAATAATAATATCCCGTTCCAGT-3" Kontrolle der
Transposoninsertion M15 in
1585M15 und 1585-RaM15
Orf1339 For 5° —-GTAAAATGATAGAGGTTGATAATGC-3" Kontrolle der
Transposoninsertion M15 in
1585M15 und 1585-RaM15
rsbU1022 rev 5" —ACTTGAAGCTTATTAGCGAGTC-3" Kontrolle der
Transposoninsertion M15 in
1585M15 und 1585-RaM15

SERP0611_45for 5" -GTGGTCTTCTAGTGGATAACAATA-3" Nachweis der Serinprotease der
accessionnumber : SERP0611
SERP0611_Rev1788 5" -TTCTCCGCACCATTTCGATAA-3" Nachweis der Serinprotease der
accessionnumber : SERP0611
SERP1397 For16 5 -TTAATTACTGAATATTTATATCAGGTA-3" Nachweis der

Glutamylendopeptidase
(precursor SspA) der
accessionnumber : SERP1397

SERP1397_Rev853 5 -TTATCTATATGTACAATGACAATTGC-3" Nachweis der
Glutamylendopeptidase
(precursor SspA) der
accessionnumber : SERP1397

SERP1661_For17 5 ~-GTTACTCTITAGATAGGCGCTTTGA-3" Nachweis der O-
Sialoglycoprotein-endopeptidase
der accessionnumber :
SERP1661
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Fortsetzung Tabelle 6

Name Sequenz Verwendung

SERP1661_Rev1070 5 —-TGACAAATAATAAATTAATCTTAGCA-3" Nachweis der O-

SERP2252 For

SERP2252_Rev1516

SERP2390_2391_For

SERP2390_2391_

Rev1583

SERP2401_For135

SERP2401_Rev891

gyrBreal 1

gyrBreal 2

SERPO0611_Real for

SERP0611_Real rev

SERP1012_Real for

SERP1012_Real rev

SERP1397_Real for

" —ACGGTTCGCCTACACGCC-3"

" —-TCGCACTTACAAGTATTGCCG-3"

" —-TATTCGATTTGAAAGAGTTGCA-3"

" —-TTTAGGCGAGGTACCTAAGC-3"

" —GCATTGTAGAATTATCTITGAGTIGGTAT-3"

" —~AAGATCATAATGCGAGTGCTG-3"

" —CTGACAATGGCCGTIGGTATIC 3°

" —GAAGATCCAACACCGTGAAGAC-3"

" —CTTCAAAACATAGCTATTCACAAC-3"

" —-TGTAGACGACACCTGATCCTAT-3"

" —GCACCTCCTGATGAACTTAT-3"

" —CGATCAAGCGTGTAACGTT-3"

" —-TTTACCTACACTTTICCCACAT-3"

Sialoglycoprotein-endopeptidase
der accessionnumber :
SERP1661

Nachweis der extrazellularen
Elastase (sepA, precursor) der
accessionnumber : SERP2252
Nachweis der extrazellularen
Elastase (sepA, precursor) der
accessionnumber : SERP2252
Nachweis der Cysteinprotease
(precursor SspB/SspC) der
accessionnumber : SERP2390
Nachweis der Cysteinprotease
(precursor SspB/SspC) der
accessionnumber : SERP2390
Nachweis der Serinprotease der
accessionnumber : SERP2401
(vor Aap)

Nachweis der Serinprotease der
accessionnumber : SERP2401
(vor Aap)

Relative Transkriptionsanalyse
der DNA gyrase subunit B (gyrB)
Relative Transkriptionsanalyse
der DNA gyrase subunit B (gyrB)
Transkriptionsanalyse
Serinprotease der
accessionnumber : SERP0611
Transkriptionsanalyse
Serinprotease der
accessionnumber : SERP0611
Transkriptionsanalyse 5°-3"-
Exonuklease der
accessionnumber : SERP1012
Transkriptionsanalyse 5°-3'-
Exonuklease der
accessionnumber : SERP1012
Transkriptionsanalyse
Glutamylendopeptidase
(precursor SspA) der
accessionnumber : SERP1397
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Fortsetzung Tabelle 6

Name

Sequenz

Verwendung

SERP1397_ Real rev

SERP1661_Real for

SERP1661_Real rev

SERP2252_ Real rev

SERP2252_ Real rev

SERP2390_Real for

SERP2390_Real rev

5" -GTGTTGTTGTAGGTGAAAATGA-3"

5" -CTTTATTACTAGCAACACCACC-3"

5" -CTTATGATAAAGTTGCTCGAAC-3"

5" -AGAACGGTAAACAAGATTAGCA-3"

5" -GGTCAAGCTTACTTAATGCA-3"

5" -GCTGAAGAACAATATTTATCTICGIG-3"

5" -CAAAATATCCTTTTGTATTAGTCAA-3"

Transkriptionsanalyse
Glutamylendopeptidase
(precursor SspA) der
accessionnumber : SERP1397
Transkriptionsanalyse O-
Sialoglycoprotein-endopeptidase
der accessionnumber :
SERP1661
Transkriptionsanalyse O-
Sialoglycoprotein-endopeptidase
der accessionnumber :
SERP1661
Transkriptionsanalyse
extrazellulare Elastase (sepA,
precursor) der
accessionnumber : SERP2252
Transkriptionsanalyse
extrazellulare Elastase (sepA,
precursor) der
accessionnumber : SERP2252
Transkriptionsanalyse
Cysteinprotease (precursor
SspB) der accessionnumber :
SERP2390
Transkriptionsanalyse
Cysteinprotease (precursor
SspB) der accessionnumber :
SERP2390

2.1.7 Programme und Datenbanken

Die durch PCR und Sequenzierreaktion gewonnenen DNA-Sequenzen wurden mit

Hilfe des Programms Vector NTI (InforMax, Oxford, UK) bearbeitet und analysiert.

Oligonukleotidsequenzen fir die relative Transkriptionsanalyse wurden mit dem
Programm Beacon Designer 2 (PREMIER Biosoft International, Palo Alto, CA, USA)

generiert.
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2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von Bakterien

Alle verwendeten Bakterienstdmme wurden in der Regel bei 37 C in Flissigmedien
kultiviert. Vorkulturen wurden entweder fir sechs Stunden oder tber Nacht inkubiert
und anschlieBend fur die Hauptkulturen 1:100 im gewlnschten Medium verdlinnt.
Schattelkulturen wurden bei 200 rom in sterilen GlasgefaBen inkubiert. Fir die
Stammhaltung wurden die Bakterien auf Agarplatten ausgestrichen, 24 Stunden bei
37°C bebritet und anschlieBend bei 4 C gelagert. Gegebenenfalls wurden den Agar-

medien Antibiotika zur Selektion zugesetzt.

2.2.1.2 Resistenztestung

Die Resistenzmuster der verwendeten Stdmme wurden in regelmaBigen Abstéanden
im Agardiffusionstest bestimmt. Bei dieser Methode werden Filterplattchen, die mit
Antibiotika getrankt sind, auf eine gleichmaBig Gber die ganze Flache mit dem zu
testenden Stamm beimpfte Platte aufgelegt und die Platten Gber Nacht bei 37°C inku-
biert. Durch Diffusion entstehen Konzentrationsgradienten um die Filterplattchen
herum. In Abhangigkeit von der Empfindlichkeit des Teststammes entstehen Hemm-
hofe, deren Durchmesser in quantitativer Beziehung zur minimalen Hemmkonzen-
tration (MHK) flr das Antibiotikum steht. Die Testung wurde fir folgende Substanzen
durchgeflihrt: Penicillin G, Ampicillin, Chloramphenicol, Gentamicin, Erythromycin,

Tetracyclin, und Ciprofloxacin (alle Becton Dickinson).

2.2.1.3 Untersuchung Bakterienzellaggregatbildung

Um die Clusterbildung der Bakterien zu testen wurde eine Einzelkolonie in 2 ml
Medium (TSB-BBL, TSB ohne Glukose, bzw. TSB ohne Glukose+1 % Xylose) sus-
pendiert und fir 6 Stunden bei 37 C und 200 rpm inkubiert. Aus dieser Vorkultur
wurde eine 1:100 Verdinnung in 20 ml des gleichen Mediums hergestellt. Nach
weiterer 18-stlindiger Inkubation bei 200 rom wurden 3 ml der Kultur entnommen, in
eine 24-Loch-Schale (Nunc) Uberflhrt und die unterschiedlich starke Clusterbildung

dokumentiert.



2 Material und Methoden 25

2.2.1.4 Biofilmtest

Die Fahigkeit von S. epidermidis-Stammen zur Bildung von Biofilmen wurde mittels
eines semiquantitativen Biofilmtests beurteilt (Christensen et al., 1985). Als Positiv-
kontrolle diente S. epidermidis 1457 (biofilmpositiv), als Negativkontrolle S. epider-
midis 1457M10 (biofilmnegativ). Standardm&Big wurde eine Einzelkolonie in 2 ml
TSB-BBL suspendiert und fiir 6 Stunden bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Aus dieser
Vorkultur wurde eine 1:100 Verdinnung im gleichen Medium hergestellt. Hiervon
wurden je viermal 200 ul in die Napfe einer 96-Loch Mikrotiterplatte (NunclonA,
Nunc) gegeben. Fir die Untersuchung von plasmidiragenden Stdammen wurde ein
antibiotikahaltiges Medium verwendet. Nach etwa 20-stiindigem Wachstum bei 37°C
wurde das Medium abgegossen und die Platte dreimal mit 200 pyl PBS pro Napf ge-
waschen. Die Platte wurde anschlieBend bei 37 C getrocknet und die anheftenden
Bakterien mit 50 pl Kristallviolett pro Napf fir 5 Minuten geférbt. Die Farbelésung
wurde unter flieBendem Wasser vorsichtig ausgespltilt und nach erneutem Trocknen
die Absorption im ELISA Processor Il (Behring) bei 570 nm und einer Referenz-
wellenlange von 405 nm bestimmt. Der Biofilmphanotyp wurde durch Bildung des
Mittelwertes von 2x4 Einzelwerten beurteilt. Hierbei galt ein cut-off von As7o 0,1 als

Trennpunkt zwischen biofilmpositivem und -negativem Phanotyp.

2.2.1.5 Koagglutinationstest
Staphylococcus aureus Cowan I-Praparation

Zellen einer 800 ml TSB BBL-Ubernachtkultur wurden durch 10 Minuten Zentrifuga-
tion bei 6000 rom geerntet und zweimal in 100 pl PBS+0,05 % (w/v) NaNs
gewaschen. Das Gewicht der Bakterien wurde bestimmt, die Zellen in einer Konzen-
tration von 10 % (w/v) in PBS+0,05 % (w/v) NaN3+1,5 % (w/v) Formaldehyd aufge-
nommen und 120 Minuten unter standigem RuUhren bei Raumtemperatur fixiert. Die
Lésung wurde zentrifugiert (6000 rom, 10 Minuten) und das Pellet in
PBS+0,05 % (w/v) NaNs resuspendiert. Nach Inkubation fir 5 Minuten bei 80°C im
Wasserbad unter stdndigem Schwenken und anschlieBender Abkihlung auf Eis fir
einige Minuten wurden die Zellen erneut zweimal in PBS+0,05 % (w/v) NaN3
gewaschen und final nach der Bestimmung des Gewichts der Zellen in einer Konzen-
tration von 10 % (wt/vol) in PBS+0,05 % (w/v) NaN3 aufgenommen. In 1,5 ml Aliquots
verteilt wurden die Zellen bei -80°C gelagert.
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Bei der Herstellung des Koagglutinationsreagenz wurden anti-PIA-Antikérper Uber ihr
Fc-Fragment an der Oberflache von S.aureus Cowan [ fixiert. Hierzu wurde die auf-
getaute Cowan-I-Praparation dreimal in 1 ml PBS+0,05 % (w/v) NaN; gewaschen
und das resultierende Pellet in 1 ml PBS+0,05 % (w/v) NaN3 resuspendiert. Dann
wurden 100 pl eines polyklonalen PlA-Antiserums hinzugegeben und mit der
Bakteriensuspension grindlich gemischt. AnschlieBend wurde der Ansatz bei Raum-
temperatur fir 15 Minuten inkubiert. Die Zellen wurden hiernach durch Zentrifugation
(14000 rpm, 1 Minute) geerntet, in 1 ml PBS+0,05 % (w/v) NaN3; aufgenommen und
diese Bakteriensuspension in 9 ml PBS+0,05 % (w/v) NaNs Uberfihrt. Das fertige
Koagglutinationsreagenz wurde bei 4 C gelagert.

Fir die Durchfiihrung der Koagglutination wurden die Rohextrakte bzw. Uberstande
der PIA-Praparationen verwandt. Diesen wurden 5 yl enthommen und mit 15 ul des
Koagglutinationsreagenz auf einem Glasobjekttrager zusammengebracht. Die Zellen
wurden homogen mit dem Koagglutinationsreagenz vermischt. Als Negativkontrolle
wurde parallel jeweils PBS mit dem Reagenz gemischt. Nach 2 Minuten, in denen die
Suspensionen durch kreisende Bewegung weiter vermischt wurden, konnte das
Koagglutinationsergebnis unter hellem Licht gegen dunklen Hintergrund abgelesen
werden. Bei Koagglutination (Ausfallung starkerer Agglutinate als bei der Negativ-
kontrolle) wurde von einer relevanten PIA-Synthese des zu untersuchenden
Stammes ausgegangen und er als PlA-positiv bezeichnet. Fehlte eine Koaggluti-
nation, so wurde dies als Zeichen einer fehlenden PIA-Synthese gewertet und der
Stamm als PIA-negativ klassifiziert. Um eine semiquantitative Aussage Uber die PIA-
Produktion eines Stammes machen zu kdnnen, wurde eine 1:16, 1:160 und 1:320
Verdinnung der Kultur hergestellt und hiermit der Koagglutinationstest in der oben
beschriebenen Weise durchgefiihrt. Kam es bei einem Stamm auch bei einer
héheren Verdinnung zu einer Koagglutination, bei einem anderen jedoch nicht, so
wurde die synthetisierte PIA-Menge des ersten Stammes als gréBer gegentber der

des zweiten Stammes betrachtet.

2.2.1.6 PIlA-Praparation fiir einen Dot-Blot

StandardméaBig wurde eine Einzelkolonie in 2 ml des jeweiligen Mediums suspendiert
und fir sechs Stunden bei 37°C und 200 rom inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurden
5 ml einer 1:100 Verdinnung in gleichem Medium hergestellt und in 5 cm Zellkultur-
schalen (Nunc) Uberfihrt. Zur Zellernte nach 18 Stunden wurden die Zellen mit
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einem Zellschaber von den Zellkulturschalen geschabt, in ein 10 ml Zentri-
fugenrdhrchen Uberfihrt und zentrifugiert (10 Minuten, 4 C, 5000 rom). Der Uber-
stand wurde in ein weiteres Zentrifugenréhrchen Gberflihrt und bis zur weiteren
Verarbeitung auf Eis gelagert. Das Pellet wurde in 10 ml PBS gewaschen und an-
schlieBend in 3ml PBS aufgenommen. Die Bakteriensuspension wurde
4x30 Sekunden bei 70 % Leistung auf Eis geschallt, eine optische Dichte von
1 (ODeoo) eingestellt und abermals zentrifugiert (15 Minuten, 6000 rom, 4" C). Der
Rohextrakt wurde in ein neues Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und das Pellet ver-
worfen. Aus dem Rohextrakt und dem Uberstand wurden in einer Mikrotiterplatte
(Greiner, Nirtingen) geometrische Verdiinnungsreihen hergestellt. Die Membran
(Immobilon ™ Transfer Membranes, Millipore Corporation, Billerca, Massachusetts,
USA) far den Dot-Blot wurde kurz in Methanol und dann in PBS geschwenkt.
AnschlieBend wurden aus den Verdiannungsreihen jeweils 5 ul Probe aufgetragen
und die Membran Gber Nacht in 3 % Magermilchpulver/PBS geblockt. Alle weiteren
Schritte wurden auf einem Schittelinkubator durchgefihrt. Gewaschen wurde die
Membran zwischen den Inkubationsschritten jeweils 15 Minuten und zweimal
5 Minuten in TTSB. Zum Nachweis von PIA wurde die Membran mit dem PIA-
Antiserum 385-2-4 (1:1000 Verdiinnung) fir 1 Stunde inkubiert. Danach wurde dieser
mit einem Anti-Kaninchen-Zweitantikdrper (a-rabbit-lgG-PO; Dianova, 1:5000)
gekoppelt. Vor Zugabe des Substrats wurde die Membran 2 Minuten in entionisiertes
Wasser eingelegt. Die Chemilumineszenz-Detektion der PlA-spezifischen Antigen-
Antikdrperkomplexe erfolgte mit 7ml ECL Western blotting detection reagent
(Amersham Bioscience) fur 1 Minute. Die Detektion der Punkte erfolgte unter dem
Gel-Dokumentationssystem ChemiDoc™ XRS (BioRad).

2.2.1.7 ELISA (Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay)

Mit dem ELISA sollte die Bindung von PIA an Embp untersucht werden. Hierzu
wurde zunachst die Oberflache der 96-Loch Platte mit 125ul / well nach Gelelektro-
phorese aufgereinigtem PIA in einer Glukosamin-Konzentration von 0,125ug / 100yl
beschichtet (wobei jeweils ein Loch am Rand aller Seiten frei gelassen wurde), fur
90 Minuten in einer feuchten Kammer bei 37° C inkubiert und anschlieBend Uber
Nacht bei 4°C gelagert. Alle weiteren Inkubationsschritte wurden, soweit nicht anders
angegeben, ebenfalls in einer feuchten Kammer bei 37° C durchgefihrt. Die Platte

wurde ausgeschlagen und vorsichtig 2x mit je 200ul Waschpuffer
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(PBS+0,5 % Tween 20) gewaschen. Um eine unspezifische Antikdrperbindung an
der Platte zu reduzieren, wurde die Platte anschlieBend fir 2 Stunden mit 100 pl
Blockpuffer (PBS + 0,5% Tween +1 % BSA) inkubiert, danach wieder
ausgeschlagen und 2x mit Waschpuffer gewaschen. Das Embp wurde in
Waschpuffer zum Beispiel auf eine Konzentration von 100 uM / 100 pl verdinnt, auf
die blockierte Platte gegeben, fir 2 Stunden inkubiert und die Platte anschlieBend 2x
mit Waschpuffer gewaschen. Es folgte die 90-mindtige Inkubation mit 100 pul Embp-
Antiserum (anti-17383), welches 1:5000 in Blockpuffer verdinnt wurde. Die Platte
wurde 3x mit 200 ul Waschpuffer gewaschen und anschlieBend der alkalische
Phosphatase-konjugierte Zweitantikérper in einer 1:2500 Verdinnung fir 1 Stunde
hinzu gegeben. Die Platte wurde ein weiteres Mal gewaschen (3x), mit 100 ul / well
Substrat (Substratpuffer + 1,45 mg/ml Phosphatase Substrat 104 (Sigma)) beschickt
und far 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem die Reaktion mit
50 pl / well 2 M NaOH gestoppt wurde, wurde die Absorption der Proben im ELISA-

Processor Il (Behring) bei 405 nm (Referenzwellenlange: 492 nm) gemessen.

2.2.1.8 Hexosamintest (Lane-Smith and Gilkerson, 1979)

Um die PIA-Konzentration zu bestimmen, wurde ein Hexosamintest durchgeflhrt.
Dazu wurden 300 pl der zu untersuchenden Probe in ein Eppendorftube Gberflhrt
und mit 300 pl HCI vermischt. Um eine Standardkurve zu erhalten, wurde der Ver-
such ebenfalls mit einer definierten Acetylglukosamin-Konzentration durchgefihrt.
Als Negativkontrolle wurde HCI (0,5 M) verwendet. Die Eppendorftubes wurden
anschlieBend fir 2 Stunden in einem Steri-Back-Gerat bei 110" C inkubiert und die
inkubierte Mischung auf drei neue Eppendorftubes (jeweils 200 pl) verteilt. Diese
200 pl wurden jeweils mit 400 pl 2,5 % (w/v) Natriumnitrit vermischt und 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 200 pl 12,5 % (w/v) Ammo-
niumsulfamat tropfenweise hinzugegeben und 5 Minuten bei Raumtemperatur
stehengelassen. Dann wurden 200 pl 0,25 % (w/v) 3-Methyl-2-Benzo-Thiazolinone
Hydrozone (MBTH) hinzugegeben, gut gemischt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert.
Nun wurden 200 pl 0,5 % (w/v) Eisenchlorid hinzugefiigt und finf Minuten bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde sofort die Extinktion bei 650 nm gemessen. Um die
Konzentration zu bestimmen wurde der gemessene Wert mit der ermittelten Stan-

dardkurve verglichen.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Plasmidpraparation

Die Plasmidpraparation wurde mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden)
durchgefiihrt. Das System beruht auf der alkalischen Lyse der Bakterienzellen, ge-
folgt von einer Denaturierung und Prazipitation der Proteine und chromosomalen
DNA, wobei die Plasmid-DNA in Lésung verbleibt (Birnboim und Doly, 1979). Zur
Aufreinigung erfolgte eine Adsorption der Plasmid-DNA an eine Silicatmatrix in einer
hoch konzentrierten Salzlésung. Die anschlieBende Elution der DNA fand in salz-
armem Puffer statt. Das Vorgehen erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.2.2.2 DNA-Praparation

Die DNA-Praparation wurde mit dem QIAamp DNA Mini Kit durchgefihrt. Hierzu
wurde eine Einzelkolonie in 3 ml TSB-BBL fiir 18 Stunden bei 37° C und 200 rpm
inkubiert. 1500 pl der Kultur wurden in ein Eppendorftube UGberfihrt und bei
13000 rom und 4" C fir 5 Minuten zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen, die
restlichen 1500 pl der Kultur auf das Pellet gegeben und erneut zentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Pellet in 180 pl ATL-Puffer resuspendiert, 10 pl Lysostaphin
(1500 ul / ml) hinzugegeben und fir 45 Minuten bei 37°C in einem Heizblock bei etwa
700 rpm inkubiert. Dann wurden 20 pl Proteinase K hinzugeflgt und erneut fir
30 Minuten bei 56" C in einem Heizblock bei etwa 700 rom inkubiert. Das weitere

Vorgehen erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

2.2.2.3 Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA

Die horizontale Gelelektrophorese wurde zur gréoBenabhéngigen Auftrennung von
Plasmiden, von Fragmenten gespaltener Plasmide oder dem Nachweis von Amplifi-
katen aus der PCR eingesetzt (Sambrook et al., 1989). Je nach GréBe der zu analy-
sierenden DNA-Fragmente wurden 0,8-1,5 %ige [w/v] Agarosegele verwendet.
Hochreine Agarose (SeaKem ME Agarose, Cambrex Bioscience Rockland Inc.,
Rockland, ME USA) wurde in 100 ml 0,5-fach TBE-Puffer aufgekocht, mit 3,3 pl
Ethidiumbromidkonzentrat versetzt und in einen Geltrager mit Kamm gegossen. Die
Proben wurden mit 2 Il DNA-Ladepuffer versetzt und in die Taschen des Gels
eingeflllt. Eine Auftrennung erfolgte bei konstanter Spannung von 3-6 V/cm in 0,5-
fachen TBE als Laufpuffer. Als GrdéBenstandard wurde ein Mix aus Hindlll
gespaltener A-DNA und Haelll gespaltener ¢X174-DNA (Finnzyme, Espoo, Finnland)
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aufgetragen. Er enthalt 18 Fragmente der folgenden GréBen: 23 kb, 9,4 kb, 6,5 kb,
4,3 kb, 2,3 kb, 3 kb, 1,3 kb, 1 kb, 872 bp, 564 bp, 310 bp, 281 bp, 271 bp, 234 bp,
194 bp, 125 bp, 118 bp, 72 bp.

2.2.2.4 PCR (Polymerasekettenreaktion)

StandardmaBig wurde die PCR mit Hilfe des DNAzyme™ Polymerasekit (Finnzyme)
in einem DNA-Thermal Cycler (MWG) mit beheiztem Deckel durchgefiihrt. In 50 pl
Ansatz wurden etwa 100 ng template-DNA, Primer in einer Konzentration von
10 pM/pl, dNTPs mit je 200 uM, 1 U Polymerase und der zugehdrige Mg**-haltige
Puffer (1,5 mM) eingesetzt. Initial wurde die DNA 2 Minuten bei 94'C denaturiert, in
den anschlieBenden Zyklen nur fir 15 Sekunden. Fir die Anlagerung der Primer
wurde die Temperatur fur 30 Sekunden auf die jeweils optimale Annealingtemperatur
abgesenkt. Der Zweitstrang wurde bei 72° C synthetisiert. Nach in der Regel 30-
35 Zyklen schloss sich eine siebenminiitige Synthesephase an, um eine vollstandige
Komplementierung aller Einzelstrange zu gewahrleisten. AnschlieBend wurden die
Proben auf 4 C heruntergekinhlt. Die Kontrolle der PCR fand in einer Agarosegelelek-
trophorese statt.

AuBerdem wurde das Triple master PCR® System (Eppendorf, Hamburg) fir die
PCR verwendet. Hierbei wurden fir einen 50 pyl Gesamtansatz 10 pl Master Mix 1
(ca. 100 ng template-DNA, Primer in einer Konzentration von 10 pM/ul) und 40 pl
Master Mix 2 (dNTPs mit je 200 uM, 2,5 U Polymerase, magnesiumhaltiger High
Fidelity-Puffer (2,5 mM)) auf Eis hergestellt. Nachdem Master Mix 1 zu Master Mix 2
gegeben wurde, sollte das PCR-Programm schnellstmdglich gestartet werden, um
unspezifische Primerbindungen bei niedrigen Temperaturen zu vermeiden. Das
PCR-Programm und die weitere Verarbeitung entsprechen der des Finnzyme-Poly-

merasekits.

2.2.2.5 Phagentransduktion (Mack et al., 2001)

Bei der Phagentransduktion handelt es sich um ein Verfahren, bei dem genetisches
Material eines Donors im Rahmen des Vermehrungszyklus eines Bakteriophagen
mobilisiert und bei der Infektion des Recipienten in diesen eingefiihrt (transduziert)

wird.
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Herstellung eines plasmidtragenden Phagenlysates

Um ein Plasmid durch Phagentransduktion in einem anderen Stamm zu UberfUhren
wurde ein Phagenlysat hergestellt, indem man eine Vorkultur des plasmidtragenden
Stammes in NB2+ (mit dem erforderlichen Antibiotikum) 1:100 im gleichen Medium
zur Hauptkultur verdinnte und im Schdttler bei 37° C bis zu einer optischen Dichte
ODs7s von 0,1-0,2 wachsen lieB. AnschlieBend vermischte man 1 ml der Bakterien-
suspension mit 1 ml Phagensuspension und 3 ml auf 42'C erwarmten STA-Softagar
und verteilte die Mischung zlgig auf vorbereitete ST-Agarplatten, die anschlieBend
uber Nacht bei 30°C bebritet wurden.

Um die Phagen aus dem Softagar zu extrahieren, wurden 5 ml NB2+-Briihe dazuge-
geben, die Softagarschicht mit einem Glasspatel zerkleinert, in einem 50 ml Falcon-
Réhrchen fir 1 Minute kraftig geschittelt und der Agar durch zweimalige Zentrifuga-
tion bei 1560xg fiir je 10 Minuten von dem Phagenlysat abgetrennt. Der Uberstand
wurde steril filtriert und bei 4 C gelagert. Der Titer, der mit dieser Methode gewonne-

nen Lysate, lag bei etwa 10°-10'® PFU/m.
Plaquetitration

Die Phagenkonzentration eines Lysates wurde durch das Erstellen einer Verdln-
nungsreihe ermittelt. Hierzu kultivierte man den Empfangerstamm, wie fur die Her-
stellung eines Phagenlysates beschrieben, und inkubierte ihn in gleicher Weise mit
dem in Stufen von 10°3-10® in NB2+ verdiinnten plasmidtragenden Phagenlysat auf
ST-Agar fir 24 Stunden. Die entstandenen Plaques wurden ausgezahlt, wobei die
optimale Konzentration durch das Vorhandensein eines gerade nicht konfluierenden
Plaguemusters gekennzeichnet ist.

Transduktion

Der Uber Nacht auf Blutagar kultivierte Empfangerstamm wurde in einer
Konzentration von 0,5-1 x 10'® CFU/ml entsprechend einer ODszs von 11 in NB2+
suspendiert. Hiervon wurde 1 ml mit dem gleichen Volumen des plasmidtragenden
Phagenlysates in einem Phagen-Bakterien-Verhaltnis von 0,1-1 fir 30 Minuten in
einem Schdttelinkubator bei 37°C infiziert. Die Adsorption der Phagenpartikel wurde
durch Zugabe von 40 pl 1 M Natriumcitrat gestoppt. Das Medium wurde bei 1560xg
abzentrifugiert, die Zellen zweimal in 2 ml BHI-Brlhe mit 20 mM Natriumcitrat
gewaschen und in 3 ml des gleichen Mediums resuspendiert. Um die Expression der
plasmidkodierten Resistenzgene zu gewahrleisten, inkubierte man die Bakterien in
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diesem Medium fir 3 Stunden in einem Schittelinkubator bei 37°C. Die Suspension
wurde mit 3 ml BHI-Softagar, der mit 20 mM Natriumcitrat und dem entsprechenden
Antibiotikum versetzt war, gemischt, und auf BHI-Agarplatten (+Antibiotikum) verteilt.
Die Transduktanten wurden in der Regel nach 24-48 Stunden isoliert.

2.2.2.6 Extraktion von Ribonukleinsdauren (RNA) aus S. epidermidis

Far die Extraktion von Ribonukleinsauren aus S. epidermidis wurde im Wesentlichen
nach der von Dobinsky beschriebenen Methode verfahren (Dobinsky und Mack,
2001).

StandardméaBig wurde eine Einzelkolonie in 2 ml TSB-BBL suspendiert und fir
6 Stunden bei 37°C und 200 rom inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurden 10 ml einer
1:100 Verdinnung in gleichem Medium hergestellt. Zur Zellernte nach 6 bzw.
18 Stunden wurden die Kulturen in 50 ml Falcontubes auf Eis Uberflhrt, 5 Minuten
bei maximaler Geschwindigkeit und 4 C zentrifugiert und mit 2 ml eiskalten PBS
Uberschichtet. Danach wurden die Zellen zehn Sekunden mit 70 % Leistung auf Eis
geschallt. Nach Zugabe von 1,5ml der Bakterienkultur zu 3 ml RNA protect™
Bacteria Reagent (Qiagen) wurde die Kultur finf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Tubes wurden bei 5000xg und Raumtemperatur zehn Minuten
zentrifugiert, das Pellet mit 10 ml eiskaltem PBS {berschichtet und in zwei
Durchgéangen jeweils 3x30 Sekunden bei 70 % Leistung auf Eis geschallt und
danach 5 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit und Raumtemperatur zentrifugiert.
Das Pellet wurde jeweils wieder mit 10 ml eiskalten PBS Uberschichtet. Danach
wurde das Pellet in 200 pl TE-Puffer resuspendiert und unter Schitteln fir
10 Minuten bei 37° C mit 150 U/ml Lysostaphin verdaut. Nach Zugabe von 700 pl
RLT-Puffer (RNeasy® Mini Kit, Qiagen) und 7 pl B-Mercaptoethanol wurde die Probe
15 Sekunden mit Hilfe eines Vortexgerates gemischt und in ein 2 ml Lysing Matrix
Tube (Bio101® Systems, Qbione, Morgan Irvine, CA, USA) mit Silikapartikeln
tiberfuhrt. Der ZellaufschluB erfolgte im FastPrepT™ celldisruptor (FB 120, BIO 101,
Savant instruments, Farmingdale, NY, USA) fir dreimal 20 Sekunden bei maximaler
Geschwindigkeit.  AnschlieBend wurden die Zelltrimmer 1 Minute bei
Maximalgeschwindigkeit abzentrifugiert. Die weitere Bearbeitung des Uberstandes
wurde unter Verwendung des RNeasy® Mini Kits nach den Angaben des Herstellers

durchgefiihrt. Die RNA-Konzentration wurde photometrisch im GeneQuant-Spektral-
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photometer bei 260 nm bestimmt. Die Proben wurden bis zur weiteren Bearbeitung
bei -20°C gelagert.

2.2.2.77 Transkriptionsanalyse durch Real time-PCR

Bei der quantitativen oder Real time-PCR ist dem Ansatz ein fluoreszierender Farb-
stoff beigefligt, der unspezifisch an Doppelstrang-DNA bindet. Nach jedem Zyklus
wird die Fluoreszenzintensitat der Proben gemessen. Diese steht in quantitativer Be-
ziehung zur DNA-Ausgangskonzentration der Probe.

Die Extraktion der Ribonukleinsédure wurde wie oben beschrieben durchgefihrt und
diese nach photometrischer Konzentrationsbestimmung in Aliquots von 5 ug
Gesamt-RNA aufgeteilt. Um auszuschlieBen, dass die Probe durch DNA-Reste
verunreinigt ist, wurde ein Verdau mit der RQ1 RNAse-freien DNAse (Promega,
Madison, USA) nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt. Der Erfolg wurde
mittels PCR im Vergleich zur unverdauten Probe Uberprtft. Diese wurde im iCycler
(BioRad) unter Verwendung des IQ™ SYBR® Green Supermix Kit (BioRad) und
gyrB-Primer nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Nach einem initialen
Denaturierungsschritt von 3 Minuten bei 95 C folgten 40 Zyklen mit Denaturierung
der DNA bei 95 C fir 30 Sekunden, Anlagerung der Primer bei 56,5 C fir
30 Sekunden und Synthese des Zweitstranges bei 72 C fir 30 Sekunden. Am Ende
wurde das System auf 4'C heruntergekihlt. Die mit DNAse verdauten RNA-Proben
wurden nun mit dem iScript™ cDNA Synthese Kit (BioRad) und der darin enthalte-
nen Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Diese Reaktion wurde in
einem Thermocycler mit beheiztem Deckel (MWG) nach den Angaben des Herstel-
lers durchgefihrt. Nun erfolgte die relative Transkriptionsanalyse im iCycler (BioRad)
unter Verwendung des IQ™ SYBR® Green Supermix Kit (BioRad) nach den Angaben
des Herstellers. Es wurde ein 35 Zyklen umfassendes Programm nach den oben be-
schriebenen Bedingungen verwendet.

2.2.3 Proteinchemische Methoden

2.2.3.1 Praparation von Proteinen aus S. epidermidis

Far die Extraktion von Proteinen wurde standardméaBig eine Einzelkolonie in 2 ml
TSB ohne Glukose bzw. TSB ohne Glukose mit 1 % Xylose suspendiert und fir
6 Stunden bei 37°C und 200 rom inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurden 20 ml einer
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1:100 Verdiinnung im gleichen Medium hergestellt und 6 bzw. 18 Stunden bei 37°C
und 200 rom inkubiert. Zur Zellernte wurden die Kulturen auf Eis entnommen,

15 Minuten bei 5242xg und 4 C zentrifugiert und einmal in 5 ml PBS gewaschen.

Nach Zugabe von 250 pl 4x Probenpuffer (1:4 verdinnt) wurde der Ansatz fir
15 Minuten auf 95 C erhitzt, wobei alle 3 Minuten jede Probe fir 15 Sekunden
gevortext wurde. AnschlieBend wurden die Zelltrimmer 30 Minuten bei 13280xg und
4" C abzentrifugiert. Der Uberstand konnte bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C

gelagert werden.

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

Die Konzentration einer Proteinpraparation wurde photometrisch bei 595 nm im
Smart Spec™ 3000 unter Verwendung des Protein-Assay Farbstoffkonzentrates
(BioRad) gemessen. Dabei wurde nach den Angaben des Herstellers vorgegangen.
Der Vergleich mit einer zuvor erstellten Standardkurve einer Albuminverdiinnungs-

reihe lie3 die Bestimmung der Konzentration zu.

2.2.3.3 Lowry-Test zur Bestimmung der Proteinkonzentration

Um die Konzentration einer Proteinpraparation photometrisch bei 750 nm im Smart
Spec™ 3000 zu bestimmen, wurde neben dem Bradford-Test auch der Lowry-Test
verwendet. Hierflr wurden die Proben der Proteinpraparation 1:3 verdiinnt und nach
den Angaben des Herstellers bearbeitet. Um die Proteinkonzentration bestimmen zu
kénnen, wurden die gemessenen Werte mit einer zuvor erstellten Standardkurve

einer Albuminverdliinnungsreihe verglichen.

2.2.3.4 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese) zur Auftrennung von

Proteinen

Ein NuPage™ 4-12 % Bis-Tris Gradientengel (Invitrogen) wurde mit Aliquots einer
Proteingesamtkonzentration von 0,01-1,0 ul, die mit 1x Probenpuffer versetzt waren,
beladen. Die Auftrennung der Proteine nach ihrer GroBe erfolgte in einer X Cell Sure
Lock™ Elektrophoresekammer bei 200 V fir 1 Stunde. Als Laufpuffer diente der

NuPage® MES SDS Running Puffer (Invitrogen).
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2.2.3.5 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen (Western-Blot)

Die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden durch Elektrotransfer
auf eine Membran (Immobilon ™ Transfer Membranes, Millipore Corporation, Bille-
rica, Massachusetts, USA) Ubertragen.

Die Gele wurden im X Cell /™ Blot-Modul (Invitrogen) fiir 2 Stunden bei 30 V auf
eine Invitrolon™ PVDF-Membran (Invitrogen) transferiert. Als Laufpuffer diente der
NuPage® Transferpuffer. Es wurde nach den Angaben des Herstellers vorgegangen.
Danach wurde die Membran Uber Nacht in 3 % Magermilchpulver/PBST geblockt.
Alle weiteren Schritte wurden auf einem Schittelinkubator durchgefiihrt. Gewaschen
wurde die Membran zwischen den Inkubationsschritten jeweils einmal 15 Minuten
und zweimal 5 Minuten in PBST.

Fir die Detektion des Embps wurde die alkalische Phosphatase verwendet. Hierzu
wurde zunachst mit PBST der Blockpuffer vom Gel gewaschen. Als erstes Antiserum
wurde das rEmbp a17383 (1:100) in einer 1:10000 Verdiinnung eingesetzt und eine
Stunde inkubiert. Spezifisch gebundenes rEmbp-Antiserum wurde mit Hilfe eines
alkalische Phosphatase-konjugierten Anti-Kaninchen-Zweitantikdrper dargestellt. En-
zymatische Spaltung des zugegebenen Substrates (Western Blue Stabilized
Substrate for Alkaline Phosphatase) bewirkte das Sichtbarwerden der Antigen-Anti-
kérperkomplexe in Form blauer Banden auf der Membran.

2.2.3.6 Proteasescreening auf Skim-Milk-Hydrolyseagarplatten

Im Proteasetest kdnnen qualitative und grob quantitative Unterschiede in der Pro-
teaseaktivitat optisch nachgewiesen werden. Hierbei kann zwischen denaturierenden
und lysierenden Proteasen unterschieden werden. Die denaturierenden Proteasen
denaturieren das in den Agar eingegossene Kasein so, dass ein weier Hof um die
S. epidermidis-Kultur entsteht. Die lysierenden Proteasen sind in der Lage das
Kasein vollstdndig umzusetzen, so dass bei ihnen ein heller kaseinfreier Hof um die
Bakterienkultur herum entsteht. Der Agar wurde etwa 3 mm dick in 9 cm Petrischalen
gegossen und Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Auf die Platten wurde
mittig jeweils ein autoklaviertes Antibiotika-Testplattchen (Schleicher&Schuell) ge-
legt. Die zu untersuchenden Stamme wurden in einer TSB-BBL-Vorkultur kultiviert,
bis eine Optische Dichte von 0,4 (ODggo) erreicht war. Von der Kultur wurden 10 pl
auf die Testplatichen gegeben. AnschlieBend wurden die Platten umgedreht, damit
die Suspension nicht aus den Testplatichen herauslaufen konnte. Die Platten wurden
insgesamt flr 3 Tage bei 37 C im Brutschrank inkubiert. Nach jeweils 48 und
72 Stunden wurden die Proteolysezonen vermessen und photographiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Interaktion von PIA und Embp

Grundsatzlich haben vorhergehende Arbeiten gezeigt, dass bei S. epidermidis Pro-
tein (Embp)- und Polysaccharid (PlA)-abh&ngige Biofilmbildung unterschieden
werden kénnen. Im ersten Teil dieser Arbeit sollte untersucht werden, in welcher
Form PIA und das extrazellulare Matrix-bindende Protein (Embp) bei gleichzeitiger

Expression interagieren.

Hierzu wurde das Plasmid pTXica, Uber welches die PIA-Synthesegene icaADBC
Xylose-abhangig exprimiert werden kénnen, in den Stamm 1585 (icaADBC-negativ,
biofilmnegativ, Embp-negativ), den Stamm 1585-Ra (icaADBC-negativ, biofilmpositiv,
Embp-positiv) und die durch Transposonmutagenese hervorgegangene Mutante
M135 (icaADBC-negativ, biofilmnegativ, embp::Tn917-positiv) eingebracht.

Diese drei Stdamme wurden ausgewahlt, da sie sich in der embp-Expression unter-
scheiden. Der biofilmpositive Stamm 1585-Ra konnte durch Passage und Selektion
adharenter Zellen aus dem biofilmnegativen Stamm S. epidermidis 1585 selektioniert
werden. S. epidermidis 1585-Ra unterscheidet sich von 1585 durch eine verstarkte
Expression von embp. Die molekularen Mechanismen, die der Heraufregulierung der
embp-Expression und der damit verbundenen phanotypischen Anderung zugrunde
liegen, sind nicht bekannt. Deshalb wird als dritter Stamm M135, eine Mutante des
Stammes 1585-Ra, untersucht. Bei diesem Stamm ist durch Transposonmutagenese
die embp-Expression singular ausgeschaltet. Beim Vergleich der Stdmme 1585-Ra
und M135 kann also davon ausgegangen werden, dass alle beobachteten
Unterschiede auf die unterschiedliche Expression von embp zurlickzufihren sind.

3.1.1 Transduktion von pTXica in die Stamme S. epidermidis 1585,
1585-Ra und M135

Unter Verwendung des Phagen A6C wurde ein hochtitriges Phagenlysat aus dem
Stamm S. epidermidis 1457-M13(pTXica) (Mack et al., 2000) erzeugt. Unter Ver-
wendung dieses Phagenlysates wurde pTXica in die Stamme S. epidermidis 1585,
1585-Ra und M135 transduziert (Abbildung 4). Positive Transduktanten wurden vor-
laufig durch den erwarteten Resistenzphanotyp (Tetracyclin-resistent) erkannt. Die
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erfolgreiche Transduktion wurde schlieBlich mittels PCR unter Verwendung icaA-
spezifischer Primer nachgewiesen (Abbildung 5). Die resultierenden Transduktanten
erhielten die Bezeichnung 1585(pTXica), 1585-Ra(pTXica) und M135(pTXica). In
diesen Stammen kann durch Xylose-Induktion icaADBC exprimiert werden, so dass

es konsekutiv zur PIA-Synthese kommt.

1457-M13(pTXica)

pTXica

Phagentransduktion

QQQ

pTXica pTXica pTXica
1585(pTXica) 1585-Ra(pTXica) M135(pTXica)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Phagentransduktion von pTXica aus
dem Stamm 1457-M13(pTxica) in die S. epidermidis-Stdmme 1585, 1585-Ra und
M135 unter Verwendung des Phagen A6C. Die erfolgreiche Transduktion wurde
mittels PCR unter Verwendung icaA-spezifischer Primer nachgewiesen.
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Abbildung 5: (A) Nachweis von icaA in finf unabhangigen pTXica-Transduktanten
der Stamme S. epidermidis 1585 (1585(pTXica) 1-5) und 1585-Ra (1585-Ra(pTXica)
1-5) mittels PCR unter Verwendung icaA-spezifischer Primer. Die PCR-Produkte
wurden in einem 1 % Agarosegel aufgetrennt und durch Ethidiumbromid-Farbung
dargestellt. Der icaADBC-negative Wildtypstamm 1585 wurde als Negativkontrolle
mitgefthrt. Als Marker (M) diente Hindlll gespaltene DNA des Phagen A und Haelll
gespaltene DNA des Phagen X174. (B) Nachweis von icaA in vier unabhangigen
pTXica-Transduktanten des Stammes S. epidermidis M135 (M135(pTXica) 1 — 4)
mittels PCR unter Verwendung icaA-spezifischer Primer. Die PCR-Produkte wurden
in einem 1 % Agarosegel aufgetrennt und durch Ethidiumbromid-Farbung dargestellt.
Der icaADBC-negative Wildtypstamm 1585 wurde als Negativkontrolle mitgefihrt. Als
Marker (M) diente Hindlll gespaltene DNA des Phagen A und Haelll gespaltene DNA
des Phagen X174.

Da in dieser Arbeit untersucht werden sollte, ob eine Interaktion zwischen PIA und
Embp besteht, sollte sichergestellt werden, dass durch die Phagentransduktion die
Stamme in ihrer Eigenschaft embp zu exprimieren nicht verandert worden sind. Dazu
wurde ein Western Blot der Wildtypstdmme und korrespondierenden Transduktanten

durchgeflihrt, in welchem Embp mit einem spezifischen Antiserum nachgewiesen
wurde.

Wie in Abbildung 6 dargestellt, konnten die Stdmme 1585, M135 sowie ihre Trans-
duktanten kein Embp exprimieren, wahrend 1585-Ra und Transduktante weiterhin
Embp-positiv waren. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Phagentransduktion und
Expression von icaADBC nicht zu einer Veranderung der embp-Expression in den
Zielstammen gefliihrt hat. Das bedeutet, dass die Stdmme geeignet sind ein Inter-
agieren von Embp und PIA bei der S. epidermidis-Biofilmbildung zu untersuchen.
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Abbildung 6: Nachweis der Embp-Expression von S. epidermidis 1585,
1585(pTXica), 1585-Ra, 1585-Ra(pTXica), M135 und M135(pTXica) nach Anzucht
unter icaADBC-induzierten (+) und nicht induzierten (-) Bedingungen. Praparationen
von oberflachenassoziierten Proteinen der jeweiligen Stdmme wurde in einem
NuPageTM 4-12 % Bis-Tris-Gradientengel (Invitrogen) aufgetrennt und anschlieBend
mittels Elektrotransfer auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Als Marker diente
der Precision Plus Protein Dual Color-Standard (Invitrogen). Die Membran wurde mit
einem Embp-spezifischen Kaninchenantiserum (anti-rEmbp17383, pra-absorbiert an
S. epidermidis 1585) inkubiert und gebundene Antikdrper mit einem alkalischer
Phosphatase-konjugierten anti-Kaninchen-Antikdrper nachgewiesen. Wahrend in den
Stammen  S. epidermidis 1585 und M135 sowie den Kkorrespondierenden
Transduktanten kein Embp nachgewiesen werden konnte, kam es bei S. epidermidis
1585-Ra sowie der korrespondierenden Transduktante sowohl unter nicht induzierten
als auch unter induzierten Bedingungen zur Darstellung von Embp mit einem
erwarteten Molekulargewicht von etwa 500 kDa. Der Schmier unterhalb der 500 kDa
Bande muss am ehesten als Ausdruck einer unspezifischen Embp-Degradation

gewertet werden.

3.1.2 Phanotyp bei der Kultivierung der Bakterien unter PIA-induzierten

und nicht-induzierten Bedingungen

Bereits bei der Kultivierung der untersuchten Stdmme fielen deutlich unterschiedliche
Phanotypen der Bakterienstdmme unter icaADBC-induzierten Bedingungen auf. So
lieB sich bereits makroskopisch beobachten, dass sich der Stamm 1585-Ra(pTXica),
sobald er in xylosehaltigem Medium wuchs, deutlich von den anderen Stdmmen
unterschied. Er bildete Zellaggregate und war im Vergleich zu den anderen Stimmen

sehr schwer in Suspension zu bringen.
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Abbildung 7: Dokumentation makroskopisch sichtbarer Unterschiede wahrend des
Wachstums der verschiedenen Bakterienstimme unter icaADBC-induzierten
Bedingungen. Zur Bakterienkultivierung wurde eine Vorkultur der Stdmme 1585,
1585-Ra, M135, 1585(pTXica), 1585-Ra(pTXica) und M135(pTXica) 1:100 in TSB
ohne Glukose bzw. TSB ohne Glukose + 1 % Xylose verdiinnt und 18 Stunden bei
37°C inkubiert. 3 ml der Bakteriensuspension wurden entnommen und die
Zellaggregate in einer 24-well-Platte (Nunc) dokumentiert.

Induktion

Es ist bekannt, dass PIA eine entscheidende Rolle bei der Zelladhasion spielt (Mack
et al., 1996b). Embp scheint diese zelladhdsiven Eigenschaften von PIA zu beein-
flussen, denn nur bei dem Stamm 1585-Ra(pTXica), der sowohl PIA als auch Embp
bildet, kbnnen Zellaggregate beobachtet werden. Ohne die Expression von embp hat
PIA scheinbar nicht so starke interzellular wirksame adhé&sive Eigenschaften. Da bei
der Biofilmbildung die Adhasion von Bakterienzellen eine entscheidende Rolle spielt,
wurde postuliert, dass die beobachteten Unterschiede der Adhasionsféahigkeit der
S. epidermidis-Stamme Auswirkungen auf die Biofilmbildung haben. Daher wurde die
Fahigkeit der Stamme 1585, 1585-Ra, M135 und ihrer Transduktanten zur Biofilm-

bildung untersucht.

3.1.3 Einfluss von embp- und icaADBC-Expression auf den Biofilm-
phanotyp von S. epidermidis 1585, 1585-Ra und M135

In einem Biofilmtest wurde der Biofilmphéanotyp der Stamme S. epidermidis 1585,
1585-Ra, M135 und ihrer Transduktanten 1585(pTXica), 1585-Ra(pTXica) und
M135(pTXica) jeweils in TSB ohne Glukose und in TSB ohne Glukose + 1 % Xylose
gepruft. Als Positiv- bzw. Negativkontrolle wurden parallel der biofilmbildende Wild-
typstamm S. epidermidis 1457 und seine biofilmnegative Mutante 1457M10

mitgeflhrt.
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Abbildung 8: (A) Semiquantitativer Biofilmtest der Stamme 1585, 1585-Ra, M135
und ihrer korrespondierenden Transduktanten unter induzierten und nicht induzierten
Bedingungen. Der Biofilm wurde mit Kristallviolett angeférbt und die Absorption bei
570 nm gemessen. (B) Graphische Darstellung der semiquantitativen Biofilmmes-
sung von S. epidermidis 1585, 1585-Ra, M135 und ihrer Transduktanten unter
induzierten und nicht induzierten Bedingungen. Es wurde der Mittelwert aus jeweils
vier Messwerten aus zwei Versuchen gebildet. Im Gegensatz zu S. epidermidis
1585-Ra(pTXica), bei welchem eine Verstarkung des Biofilms unter induzierten
Bedingungen beobachtet werden konnte, flhrte die Expression von PIA in den
Stammen S. epidermidis 1585(pTXica) und M135(pTXica) nicht zu einer Induktion
eines biofilmpositiven Phanotyps. In der Positivkontrolle 1457 konnte sowohl unter
induzierten als auch unter nicht induzierten Bedingungen eine Biofilmbildung nach-
gewiesen werde. In der Negativkontrolle 1457M10 konnte sowohl unter induzierten
als auch unter nicht induzierten Bedingungen keine Biofilmbildung nachgewiesen
werde. Aus Ubersichtsgriinden werden die Kontrollen nicht in den Abbildungen ge-

zeigt.

Im Biofilmtest zeigte sich, dass bei dem Stamm 1585-Ra(pTXica) die Expression von
icaADBC in xylosehaltigem Medium zu einer signifikanten Verstarkung der Biofilm-
bildung fOhrte. Zudem war zu beobachten, dass in S. epidermidis 1585,
1585(pTXica), M135 und M135(pTXica) die Expression von icaADBC zu keiner
Biofilmbildung fuhrt. Das bedeutet, dass die PIA-vermittelte Biofilmbildung in
1585-Ra(pTXica) von der embp-Expression abhangig ist.

In einem weiteren Biofilmtest wurde die Transduktante 1457M135 (icaADBC-positiv)
untersucht, in welcher die embp-Expression des Wildtypstamms 1457 ausgeschaltet
wurde. Damit sollte vor einem unabhangigen genetischen Hintergrund geprift
werden, ob die Ausschaltung von embp in jedem Falle Auswirkungen auf die PIA-

vermittelte Biofilmbildung in S. epidermidis hat.
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Abbildung 9: (A) Semiquantitativer Biofilmtest der S. epidermidis-Stamme 1457 und
1457M135. Der Biofilm wurde mit Kristallviolett angefarbt und die Absorption bei
570 nm gemessen. (B) Graphische Darstellung der semiquantitativen Biofilmmes-
sung von S. epidermidis 1457 und 1457M135. Es wurde der Mittelwert aus jeweils
vier Messwerten aus zwei Versuchen gebildet.

Hierbei zeigte sich, dass die Transduktante 1457M135 und der Wildtypstamm 1457
weiterhin gleichermaBen einen Biofilm bildeten. Das bedeutet, dass die Ausschaltung
von embp nicht in jedem Falle zu einer Veranderung des Biofilmphanotyps fihrt.

Anhand der Ergebnisse aus dem Biofilmtest wird deutlich, dass PIA grundséatzlich
einen biofilmpositiven Phanotyp unterstltzt, jedoch nicht in jedem Falle ausreichend
ist um einen biofilmpositiven Phanotyp zu erzeugen. AuBerdem konnte gezeigt
werden, dass Embp in S. epidermidis 1585-Ra Einfluss auf die PIA-vermittelte Bio-
filmbildung zu haben scheint, da die gleichzeitige Expression von PIA und Embp zu

einer signifikanten Biofilmverstarkung fuhrte.

Der Einfluss von Embp auf die PIA-vermittelte Biofilmbildung lasst sich jedoch nicht
grundsatzlich auf die gesamte Gruppe der S. epidermidis-Stamme verallgemeinern,
da anhand des Biofilmtests von 1457 und 1457M135 auch gezeigt werden konnte,
dass Embp nicht in jedem Falle essentiell fir die Biofilmbildung in S. epidermidis ist.
Es missen demnach neben Embp weitere Faktoren existieren, welche die Biofilm-

bildung beeinflussen.

Um die PIA-vermittelten Prozesse innerhalb der Biofilmbildung in 1585, 1585-Ra,
M135, 1585(pTXica), 1585-Ra(pTXica) und M135(pTXica) nadher zu analysieren
sollte die PIA-Verteilung auf der Zelloberflache der S. epidermidis-Stdmme und im

Kulturiiberstand mittels eines Dot-Blots ndher untersucht werden.
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3.1.4 Untersuchung der PIA-Expression an der Zelloberflache und im
Uberstand von S. epidermidis mittels eines semiquantitativen Dot-
Blots

Dazu wurde eine PIA-Praparation der Stamme 1585, 1585-Ra, M135, 1585(pTXica),
1585-Ra(pTXica) und M135(pTXica) in xylosefreien und xylosehaltigen TSB ohne
Glukose hergestellt. Von der PIA-Praparation wurde eine Verdinnungsreihe (1:1,
1:2, 1:4, 1:8, 1:16 und 1:32) auf eine Nitrozellulosemembran aufgetragen und mittels
eines PIA-spezifischen Antiserums (Serum 385-2-4) PIA an der S. epidermidis-Zell-
oberflaiche und im Uberstand nachgewiesen. Als Positiv- bzw. Negativkontrolle
wurden der biofilmbildende, PlA-positive Wildtypstamm 1457 und seine biofilm-
negative, PIA-negative Mutante 1457M10 mitgefihrt.

Von den Stdmmen 1585, 1585-Ra und M135 wurde erwartungsgemal weder unter
nicht induzierten noch unter induzierten Bedingungen PIA gebildet. Ebenso wurde
von den Transduktanten 1585(pTXica), 1585-Ra(pTXica) und M135(pTXica) in TSB
ohne Glukose kein PIA gebildet.

Wurde jedoch ein induzierendes Medium verwendet, bildeten sowohl 1585(pTXica)
als auch M135(pTXica) PIA, welches ausschlieBlich im Uberstand (1585(pTXica): 1:8
Verdinnung; M135(pTXica): 1:8- 1:16 Verdiinnung) nachweisbar war. Im Gegensatz
dazu war das von 1585-Ra(pTXica) gebildete PIA sowohl an der Oberflache der
Bakterien (Verdiinnungsstufe 1:16) als auch im Uberstand (Verdiinnungsstufe 1:4)

nachweisbar.
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Abbildung 10: (A) Nachweis von PIA unter induzierten und nicht induzierten
Bedingungen an der Zelloberflache der Stamme 1585, 1585-Ra und ihrer
Transduktanten mittels Dot-Blot. Eine PIA-Praparation der Bakterienzellen wurde auf
eine Nitrozellulosemembran aufgetragen und PIA mittels eines PIA-spezifischen
Antiserums (385-2-4) nachgewiesen. An das PlA-spezifische Antiserum wurde ein
Anti-Kaninchen-Zweitantikbrper  gekoppelt und dieser mit Hilfe einer
Chemilumineszenzreaktion unter einem Geldokumentationssystem nachgewiesen.
(B) Nachweis von PIA unter induzierten und nicht induzierten Bedingungen im
Uberstand der Stamme 1585, 1585-Ra und ihrer Transduktanten mittels Dot-Blot.
Eine PIA-Praparation des Uberstands der Stdamme wurde auf eine
Nitrozellulosemembran aufgetragen und PIA mittels eines PIlA-spezifischen
Antiserums (385-2-4) nachgewiesen. An das PlA-spezifische Antiserum wurde ein
Anti-Kaninchen-Zweitantikbrper gekoppelt und dieser mit Hilfe einer Chemilumines-
zenzreaktion unter einem Geldokumentationssystem nachgewiesen.

Es konnte somit gezeigt werden, dass PIA zwar von 1585(pTXica) und
M135(pTXica) gebildet werden kann, jedoch nicht an der Zelloberflache gebunden
wird. Im Gegensatz dazu bildet 1585-Ra(pTXica) PIA, welches eine Zelladhasion und
Biofilmbildung vermittelt und an der Oberflache der Bakterien fixiert werden kann.

Da die Bindung von PIA an der Oberflache von S. epidermidis-Zellen fur die Zellad-
hasion und Biofilmbildung ein essentieller Faktor ist, ist die fehlende Fixierung von
PIA an der Zelloberflache als Grund fir den negativen Biofilmphanotyp von
1585(pTXica) und 1585-Ra(pTXica) zu diskutieren.

Um die unterschiedliche Verteilung von PIA an der Oberflaiche und im Uberstand
unter induzierten Bedingungen in einem weiteren Experiment nachzuweisen, wurde

ein Koagglutinationstest der S. epidermidis-Stamme durchgefihrt.
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3.1.5 Untersuchung der PIA Expression an der Oberflache und im Uber-
stand von S. epidermidis mittels eines semiquantitativen Koaggluti-
nationstests

Anhand dieses Tests wurden ausschlieBlich die Transduktanten 1585(pTXica), 1585-
Ra(pTXica) und M135(pTXica) untersucht, da von den Stdmmen 1585, 1585-Ra und
M135 in den vorherigen Versuchen erwartungsgemaf kein PIA gebildet wurde. Die
Transduktanten wurden in xylosehaltigem Medium angezlchtet, zentrifugiert und
eine PIA-Préaparation der Bakterienzellen und des Uberstandes durchgefiihrt. Von
den PIA-Praparationen wurde eine Verdinnungsreihe (1:1, 1:16, 1:160 und 1:320)
hergestellt und mit der Positivkontrolle, dem Wildtypstamm 1457, verglichen. Als
Negativkontrollen wurden stets auch die PlA-negative Transmutante 1457M10 und
ein steriles Medium mitgefahrt.

Tabelle 7: Ubersicht Uber die Ergebnisse des PIA-Nachweises auf der
Zelloberflache sowie im Kulturliberstand mittels Koagglutinationstest

A
Zelloberflache Verdiinnung
1:1 1:16 1:160 1:320
1585(pTXica) + +
1585-Ra(pTXica) + + +
M135(pTXica) + +
B
Zelliberstand Verdiinnung
11 1:16 1:160 1:320
1585(pTXica) + + +
1585-Ra(pTXica) + +
M135(pTXica) + + +

Sowohl bei 1585(pTXica), 1585-Ra(pTXica) und M135(pTXica) konnte an der
Bakterienzelloberflache PIA nachgewiesen werden. Es zeigte sich jedoch, dass
1585-Ra(pTXica) (1:160) im Vergleich zu den embp-negativen Transduktanten (1:16)
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auch in héheren Verdinnungsstufen eine Koagglutination zeigte, was fur eine h6éhere

PIA-Konzentration an der Bakterienzelloberflache von 1585-Ra(pTXica) spricht.

Bei der Untersuchung des Uberstandes zeigte sich ein umgekehrtes Bild bei der Ver-
teilung von PIA. So war bei allen Transduktanten PIA im Uberstand nachzuweisen. Es
zeigte sich jedoch, dass bei 1585(pTXica) (1:160) und M135(pTXica) (1:160) im
Vergleich zu 1585-Ra(pTXica) (1:16) gréBere Mengen an nicht zellwandgebundenem

PIA im Uberstand nachzuweisen waren.

Damit konnten die Ergebnisse aus dem Dot-Blot bestatigt werden, dass das gebildete
PIA durch Embp eindeutig starker an die Oberflache gebunden werden kann und dies
moglicherweise als Ursache fur die verstarkte interzellulare Adh&sion und starkere
Biofilmbildung durch 1585-Ra(pTXica) anzusehen ist.

Im Biofilmtest der Transduktante 1457M135 hatte sich gezeigt, dass embp in diesem
S. epidermidis-Stamm nicht der entscheidende Faktor ist, welcher zu einem biofilm-
positiven Phanotyp flhrt. Das bedeutet, dass in diesem Falle andere Faktoren exis-
tieren missen, welche die fir die Biofilmbildung essentielle interzellulare Adhasion
vermitteln kbnnen. Um zu prifen, ob diese Embp-unabhéngigen Faktoren ebenfalls die
Bindung von PIA an der Bakterienzelloberflache beeinflussen, wurden S. epidermidis
1457 und 1457M135 in einem Koagglutinationstest untersucht.

Tabelle 8: Ubersicht tiber die Ergebnisse des Koagglutinationstests von 1457 und

1457M135
A
Zelloberflache Verdiinnung
1:100 1:150 1:200 1:250
1457 ++ ++ ++ ++
1457M135 ++ + +
1457M10
B
Zelliberstand Verdiinnung
1:100 1:150 1:200 1:250
1457 (+)
1457M135 ++

1457M10
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Es zeigte sich, dass bei der PIA-Praparation von 1457 bis zu einer Verdinnungsstufe
von 1:250 PIA an der Bakterienzelloberflache nachzuweisen war. Bei der Transduk-
tante 1457M135 war PIA bis zu einer Verdinnungsstufe von 1:200 eindeutig am
Pellet nachzuweisen. Weiterhin zeigte sich, dass bei 1457 etwas weniger PIA im
Uberstand nachzuweisen war als bei der Transduktante 1457M135.

Das bedeutet, dass die Ausschaltung von embp in 1457M135 zu einer leicht ver-
anderten PIA-Verteilung an Oberflaiche und Uberstand fiihrt. Da die beobachteten
Unterschiede jedoch allenfalls minimal sind, scheint die Fixierung von PIA an der
Oberflache und die dadurch vermittelte Biofilmbildung in 1457 und 1457M135 Embp-

unabhangig zu sein.

Dies bestatigt die bereits im Biofilmtest erhobenen Ergebnisse, dass in S. epider-
midis 1585-Ra(pTXica) Embp der entscheidende Faktor zu sein scheint, der zur Bin-
dung von PIA an die Zelloberflache und zur Biofilmbildung fiihrt, dies jedoch keine
allgemeingiltige Aussage fir alle S. epidermidis-Stamme ist.

3.1.6 Untersuchung der direkten Bindung von Embp an PIA anhand
eines Festphasen-Immunassays (Enzyme-linked-immuno-sorbent-

assay)

Es ist bekannt, dass Embp FIVAR-Domé&nen besitzt, denen eine N-Acetylgluko-
saminbindende Aktivitdt zugesprochen wird (Christner, Rohde, unverdffentlichte
Daten). Da PIA aus N-Acetylglukosamineinheiten aufgebaut ist und somit eine
direkte Bindung zwischen Embp und PIA gut vorstellbar ist, sollte eine direkte Inter-
aktion der beiden Faktoren anhand eines Festphasen-Immunassays (ELISA) geprift
werden. Hierzu sollte eine Maxi-Sorp-Mikrotiterplatte (Nunc) mit aufgereinigtem PIA
beschichtet und anschlieBend mit einem rekombinant erzeugten Embp-Fragment
rEmbp17383, welches aus FIVAR- und GA-Domanen besteht, inkubiert werden. Um
gebundenes rEmbp17383 nachzuweisen stand ein Embp-spezifisches Antiserum zur

Verfagung.

Far den ELISA wurde eine Maxi-Sorp-Mikrotiterplatte (Nunc) verwendet, welche
effizient PIA an die Oberflache binden kann (Mack et al., 1995). Da diese Platte
jedoch ebenfalls eine hohe Bindungskapazitat fir Proteine besitzt, musste eine M6g-
lichkeit gefunden werden, um unspezifische Bindungen der eingesetzten rekombi-

nanten Embp-Fragmente sowie Antiseren an die Platte zu minimieren. Um dies zu
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erreichen, wurde nach der Behandlung mit PIA die Platte in einem weiteren Schritt
mittels BSA geblockt. Des Weiteren wurde in einem Vorversuch die flr die Beschich-
tung optimale PIA-Konzentration bestimmt, bei welcher eine Sattigung der Platten-
oberflache mit PIA erreicht wird.

Hierzu wurde eine Maxi-Sorp-Mikrotiterplatte mit unterschiedlichen PIA-Mengen wie
in ,Material und Methoden® beschrieben beschichtet und gebundenes PIA mittels
eines spezifischen PIA-Antiserums sowie einem alkalische Phosphatase konjugier-
tem anti-Kaninchenantiserum nachgewiesen. Hierbei konnte festgestellt werden,
dass es ab einer PIA-Menge von 0,175 ug/100ul auch bei gréBeren PIA-Mengen zu

keiner Zunahme der nachgewiesenen Absorption kam.

301
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1,5

Absorption (A405)

1,0 1

0,5 1
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der gemessenen Absorption in einem ELISA,
in dem die optimale Konzentration flr die Beschichtung einer Maxi-Sorp-Platte
(Nunc) mit interzellularen Polysaccharid-Adhéasin (PIA) ermittelt wurde. Die Maxi-
Sorp-Platte  wurde mit unterschiedlichen PlA-Konzentrationen (0,7 pug/100ul,
0,35 pl/100ul, 0,175 pl/100pl, 0,088 pg/100ul, 0,044 pg/100ul, 0,022 pug/100ul,
0,011 pg/100ul) beschichtet und anschlieBend mit BSA geblockt. Zum Nachweis des
plattengebundenen PIA wurde als Erstantikérper das PlA-spezifische Antiserum 385-
2-4 in einer Verdinnung von 1:2500 verwendet. Als Zweitantikérper wurde ein
alkalischer Phosphatase konjugierter anti-Kaninchen-Zweitantikbrper in einer
Verdinnung von 1:2500 eingesetzt. Die Absorption des umgesetzten Substrates
wurde im ELISA-Processor Il (Behring) bei 405 nm (Referenzwellenlange:492 nm)
gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils 4 Messwerten.

Hieraus wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass bei einer PIA Konzentration von
0,175 pg/100ul PIA die Plattenoberflache vollstdndig mit PIA gesattigt ist. In den
weiteren ELISA-Untersuchungen wurde eine PIA-Konzentration von 0,5 pg/100ul PIA

verwendet, um die Mikrotiterplatte zu beschichten.
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Um zu prifen, ob PIA und rEmbp17383 eine direkte Bindung miteinander eingehen
kénnen, wurde eine Maxi-Sorp-Platte mit 0,5 ug/100ul PIA beschichtet, mit BSA ge-
blockt und mit verschiedenen Konzentrationen an rEmbp-Fragmenten (100 nM
rEmbp17383, 1 nM rEmbp17383 und 0,01 nM rEmbp17383) inkubiert. Das gebun-
dene rEmbp17383 wurde mittels eines spezifischen Antiserums nachgewiesen.
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Abbildung 12: Graphische Darstellung der gemessenen Absorption in einem ELISA,
in dem eine Bindung von PIA und rEmbp17383 untersucht wurde. Die Maxi-Sorp-
Platte wurde mit 0,5 ug/100 ul PIA beschichtet, mit BSA geblockt und mit verschiede-
nen Konzentrationen rEmbp-Fragmenten (100 nM rEmbp17383, 1 nM rEmbp17383
und 0,01 nM rEmbp17383) inkubiert. Um gebundenes rEmbp17383 nachzuweisen
wurde das anti-17383 Kaninchenantiserum verwendet. Als Zweitantikérper diente ein
alkalische Phosphatase konjugierter anti-Kaninchenantikérper (1:2500 Verdinnung).
Die Absorption des umgesetzten Substrates wurde im ELISA-Processor Il (Behring)
bei 405 nm (Referenzwellenlange: 492 nm) gemessen und der Mittelwert aus jeweils
4 Messwerten gebildet. Als Negativkontrollen wurde in einigen Napfen die Unter-
suchung ohne eine vorherige PIA-Beschichtung durchgefihrt. Um die Bedingungen
der Negativkontrollen der eigentlichen Untersuchung anzupassen, wurden auch hier
unterschiedliche Konzentrationen an rEmbp17383 (Negativkontrolle 1: 100 nM
rEmbp17383, Negativkontrolle 2: 1 nM rEmbp17383, Negativkontrolle 3: 0,01 nM
rEmbp17383) eingesetzt. Die Ergebnisse sind aus Ubersichtsgriinden nicht dar-
gestellt. Negativkontrolle 1: 0,57 (A405); Negativkontrolle 2: 0,11 (A405); Negativ-
kontrolle 3: 0,11 (A405).

Dabei zeigte sich, dass die Hohe der gemessenen Absorption direkt abhangig von
der eingesetzten rEmbp17383-Konzentration war. Je hdher die eingesetzte
rEmbp17383-Konzentration war, desto héher war das gemessene Signal. Bei einer
Konzentration von 100 nM Embp wurde jedoch ein deutlich positives Signal in der
Negativkontrolle 1 gemessen. Diese Beobachtung kdénnte zum Beispiel auf die
Eigenschaften der Maxi-Sorp-Platte zurtickzuflihren sein.
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Da diese eine extrem groBe Bindungskapazitat fur vielerlei Substanzen besitzt er-
schien es mdglich, dass rEmbp17383 trotz der Beschichtung mit PIA unspezifisch an

der Plastikoberflache gebunden wird.

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob unspezifische Bindungen durch Ein-
satz alternativer Blocklésungen umgangen werden kénnten. Hierzu wurde die Mikro-
titerplatte mit einer PIA-Konzentration von 0,5 ug/100 pl beschichtet und jeweils mit
BSA, Magermilch oder Gelatine geblockt. AnschlieBend wurde die Platte mit
rEmbp17383-Fragmenten inkubiert und diese mittels eines spezifischen Anti-Embp-
Antiserums nachgewiesen. Um den Erfolg der Blockierung beurteilen zu kdnnen,
wurde in den Negativkontrollen auf eine Beschichtung der Platte mit PIA verzichtet.
Dabei zeigte sich, dass unabhangig von der verwendeten Blocklésung in den
Negativkontrollen ein positives Signal gemessen werden konnte, sobald hohe Kon-
zentrationen an rEmbp17383 verwendet wurden. Das bedeutet, dass die verwen-
deten Blocklésungen nur bedingt geeignet sind, unspezifische Bindungen von

rEmbp17383 an die Mikrotiterplatte zu verhindern.

Da das im ELISA gemessene Signal demnach nicht eindeutig auf eine Bindung von
rEmbp17383 an PIA zurlckzuflhren ist, musste nach einer anderen Mdglichkeit
gesucht werden, die Bindung von rEmbp17383 an PIA zu Uberprifen. Hierzu wurde
ein Inhibitions-ELISA gewahlt.

3.1.7 Untersuchung der Bindung von PIA an rEmbp17383 im Inhibitions-
ELISA

Das Prinzip des Inhibitions-ELISA beruht auf einer kompetitiven Inhibition der
Bindung eines Liganden an den plattengebundenen Interaktionspartner durch Prain-
kubation des potentiellen Bindungspartners (rEmbp17383) mit dem zur Beschichtung

eingesetzten Faktor (PIA).

Hierzu wurde eine Mikrotiterplatte mit 0,5 ug/100ul PIA beschichtet und anschlieBend
mit BSA geblockt. Die rekombinanten Embp-Fragmente rEmbp17383 (0,125 nM
rEmbp17383) wurden mit unterschiedlichen PIA-Konzentrationen (5 pug/100ul PIA;
0,5 pg/100pl PIA und 0,0005 pg/100ul PIA) prainkubiert. AnschlieBend wurde die
geblockte Mikrotiterplatte mit dem Prainkubationsgemisch beschickt. Als Positiv-
kontrolle wurde parallel die Bindung von rEmbp17383 ohne vorherige Prainkubation
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untersucht. Das AusmaB der Inhibition der Bindung wurde durch die Formel

1 _ A405Préinkubation
A405keine Prainkubation

j berechnet.

Bei diesem Versuchsaufbau ist zwar ebenfalls eine Bindung von rEmbp17383 an die
Maxi-Sorp-Platte mdglich, jedoch kénnen trotzdem Rickschlisse auf die Bindung
von rEmbp17383 und PIA gezogen werden, da die Inhibition der Bindung von
rEmbp17383 und PIA anhand der gemessenen Signale berechnet wird und somit
unabhangig von moglichen unspezifischen Bindungen ist. Damit ist es mdglich, die
im ELISA beobachtete Bindung von PIA und rEmbp17383 naher zu spezifizieren.

Es konnte gezeigt werden, dass in den Napfen, die mit dem unbehandelten
rEmbp17383 inkubiert wurden, héhere Messwerte gemessen wurden als in den
Napfen, die mit dem prainkubierten rEmbp17383-PIA-Gemisch inkubiert wurden. Die
Inhibition wurde berechnet und in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Graphische Darstellung der Inhibition in einem ELISA-Test zur Unter-
suchung der Bindung von PIA an rEmbp17383. Die Maxi-Sorp-Platte wurde mit
0,5 pg/100 ul PIA beschichtet und mit BSA blockiert. Zur Inkubation wurden mit PIA
prainkubierte bzw. nicht prainkubierte rekombinante rEmbp17383-Fragmente
(0,125 nM rEmbp17383) eingesetzt. Zum Nachweis des rEmbp17383 wurde das
Antiserum anti-rEmbp17383 verwendet. Als Zweitantikbrper diente der alkalische
Phosphatase konjugierte Kaninchen-Zweitantikbrper (1:2500 Verdinnung). Die Ab-
sorption des umgesetzten Substrates (Substratpuffer + 1,45 mg/ml Phosphatase
Substrat 104 (Sigma)) wurde im ELISA-Processor Il (Behring) bei 405 nm (Referenz-
wellenlange: 492 nm) gemessen. AnschlieBend wurde die relative Inhibition nach der
im Text angegebenen Formel berechnet und der Mittelwert aus jeweils 4 Werten
gebildet.
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Es konnte nachgewiesen werden, dass durch die Prainkubation von rEmbp17383 mit
5 ug/100 ul PIA die Bindung von rEmbp17383 an das plattengebundene PIA um
32 % gesenkt werden konnte. Bei einer Prainkubation 0,5 pg/100 pl PIA lieB sich
eine Inhibition der Bindung von etwa 7,5 % erzielen. Dieser Befund kann als Hinweis
auf eine direkte Interaktion von PIA mit rEmbp17383 interpretiert werden.

3.1.8 Bindung von Acetylglukosamin und Glukosamin an Embp im Inhibi-
tions-ELISA

Das interzellulare Polysaccharid-Adhasin (PIA) ist ein Homoglykan, welches aus
durchschnittlich 130B-(1,6)-verknUpften N-Acetylglukosamineinheiten aufgebaut ist.
Es lasst sich in zwei Polysaccharidfraktionen aufteilen, die als Polysaccharid | und
Polysaccharid |l bezeichnet werden. Diese beiden Fraktionen unterscheiden sich
durch den unterschiedlichen Gehalt an acetylierten Glukosaminresten (Mack et al.,
1996a).

Da die vorherigen Untersuchungen fir eine Bindung von Embp an PIA sprechen,
stellt sich die Frage, ob fir die Bindung an Embp das gesamte Polysaccharid
bendtigt wird, oder ob einzelne Komponenten des Polysaccharid ausreichen, um
eine Bindung zu vermitteln. Um dies zu untersuchen, wurde ein Inhibitions-ELISA mit
N-Acetylglukosamin und Glukosamin durchgefihrt. Hierzu wurde die Platte mit
0,5 ug/100ul PIA beschichtet und das bei der Prainkubation zuvor verwendete PIA

durch N-Acetylglukosamin beziehungsweise Glukosamin ersetzt.



3 Ergebnisse 53

S
=S Jr [ e = N-Acetylglukosamin
8 ¢ Glukosamin
k=
o [ QU R—
= L
e 1 T
S

5 0,5 0,005 0,0005
Konzentration-Prainkubation (ug/100ul)

Abbildung 14: Graphische Darstellung der Inhibition von rEmbp17383 an PIA durch
Prainkubation mit N-Acetylglukosamin oder Glukosamin. Die Maxi-Sorp-Platte wurde
mit 0,5 pg/100pl PIA beschichtet und mit BSA blockiert. Zur Inkubation wurden mit
Acetylglukosamin oder Glukosamin préainkubiertes oder nicht-prainkubiertes
rEmbp17383 (0,125 nM) eingesetzt. Zum Nachweis des an PIA gebundenen
rEmbp17383 wurde das rEmbp17383-spezifische Antiserum verwendet. Als Zweit-
antikérper diente ein alkalische Phosphatase konjugierter Kaninchen-Zweitantikdrper
(1:2500 Verdinnung). Die Absorption des umgesetzten Substrates (Substrat-
puffer+1,45 mg/ml Phosphatase Substrat 104 (Sigma)) wurde im ELISA-Processor |l
(Behring) bei 405 nm (Referenzwellenlange: 492 nm) gemessen, die Inhibition be-
rechnet und der Mittelwert aus jeweils 4 Werten gebildet.

Es konnte gezeigt werden, dass weder durch Acetylglukosamin noch durch Gluko-
samin eine deutliche Inhibition der Bindung von rEmbp17383 an PIA erreicht werden
konnte. Demzufolge scheinen mindestens Di- oder Oligo-N-Acetylglukosaminmolekile
fir die Bindung von rEmbp17383 an PIA notwendig zu sein.

3.1.9 Validierung der phanotypischen Untersuchungen von S. epider-
midis 1585(pTXica) unter Verwendung neuer Medium-Chargen

Die oben beschriebenen Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen des Biofilmtests
und Dot-Blots gehen von der Grundvorrausetzung aus, dass der Stamm 1585(pTXica)
unter induzierten Bedingungen biofilmnegativ ist. Nachdem jedoch eine andere Charge
Tryptone, welches fir die Herstellung des Mediums TSB ohne Glukose benétigt wird,
verwendet wurde, bildete auch der Stamm 1585(pTXica) in Anwesenheit von 1 %
Xylose einen Biofilm. Auch die Ergebnisse des semiquantitativen Dot-Blots konnten
nach dem Wechsel des Mediums nicht reproduziert werden, da PIA in 1585(pTXica) in
gleichem MaBe an die Oberflache gebunden werden konnte wie in 1585-Ra(pTXica).
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Abbildung 15: Semiquantitativer Biofilmtest der Stdmme 1585, 1585-Ra, M135 und
ihrer korrespondierenden Transduktanten unter induzierten und nicht induzierten Be-
dingungen. Der Biofilm wurde mit Kristallviolett angefarbt und die Absorption bei

570 nm gemessen.

Dies bestatigt die Hypothese, dass Embp nicht der einzige Faktor ist, der an der
Bindung von PIA an der Bakterienoberflache beteiligt ist. Es scheint Embp-unabhan-
gige Faktoren zu geben, die PIA, die interzellulare Adh&sion und somit auch die Bio-

filmbildung beeinflussen kdnnen.

3.2 Einfluss von Proteasen auf die Biofilmbildung von
S. epidermidis

Die Biofilmbildung von S. epidermidis wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst.
Neben dem Polysaccharid PIA spielen bei der Biofilmbildung Proteine eine wichtige
Rolle. So konnte nachgewiesen werden, dass die Expression von embp in S. epider-
midis 1585-Ra zu einem positiven Biofilmphé&notyp fuhrt. Die Modulation der interzel-
lular adhasiven Oberflacheneigenschaften ist fiir die Pathogenese von S. epidermidis
von groBer Bedeutung. Diese Flexibilitat kann bei Proteinadhasinen durch (1.) Ander-
ung der Genexpression oder (2.) eine Modifikation des Turn-overs durch vermehrte
oder verminderte proteolytische Degradation erfolgen. Die dynamische Modifikation
der Embp-vermittelten Biofilmbildung durch Proteasen sollte daher im zweiten Teil

dieser Arbeit untersucht werden.
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3.2.1 Nachweis von Proteasen der S. epidermidis-Stdmme 1585 und
1585-Ra

Um zu klaren, welche Proteasen grundsatzlich im Genom der untersuchten S. epi-
dermidis-Stamme 1585 und 1585-Ra vorhanden sind und somit auf die Degradation
von Embp Einfluss nehmen kénnen, wurde das Genom der beiden S. epidermidis-
Stamme mit Hilfe spezifischer Primer auf das Vorkommen der bekannten S. epider-
midis-Proteasen untersucht. Es zeigte sich, dass die Gene aller untersuchten Pro-
teasen (Serinprotease htrA1, Serinprotease htrA2, Serinprotease der accession
number: SERP0611, Glutamylendopeptidase (precursor SspA) der accession
number: SERP1397, O-Sialoglycoprotein-Endopeptidase der accession number :
SERP1661, Elastase (SepA, precursor) der accession number: SERP2252,
Cysteinprotease (precursor SspB/SspC) der accession number : SERP2390, Serin-
protease der accession number: SERP2401) im Genom von S. epidermidis 1585
und 1585-Ra nachzuweisen waren.

Um den Einfluss von Proteasen auf die Modifikation der Embp-vermittelten Biofilm-
bildung untersuchen zu kdnnen, musste eine Mdglichkeit gefunden werden, die
Expression von endogenen, Staphylokokken-eigenen Proteasen zu kontrollieren. Es
ist bekannt, dass durch eine Tn977-Insertion im sigB-Operon die Aktivitat des Trans-
kriptionsfaktors SigmaB herunterreguliert und dadurch die Expression von Proteasen
gesteigert wird (Kneschke,J., Knobloch,K.-M., personliche Mitteilung). Mit dem Ziel,
das globale Expressionsniveau von Proteasen zu steigern, wurde mittels Phagen-
transduktion die zur funktionellen SigmaB-Mutante M15 fllhrende, chromosomale
Tn917-Insertion (Knobloch et al.,, 2001;Mack et al., 2000) in die Stamme 1585
(icaADBC-negativ, biofiimnegativ, Embp-negativ) und 1585-Ra (icaADBC-negativ,
biofilmpositiv, Embp-positiv) transduziert.

3.2.2 Transduktion der M15-assoziierten Transposoninsertion in die
Stamme 1585 und 1585-Ra

Um die Tn917-Insertion in die Stdmme S. epidermidis 1585 und 1585-Ra zu transdu-
zieren, wurde zunachst unter Verwendung des Phagen A6C ein hochtitriges Phagen-
lysat aus dem Stamm S. epidermidis 1457M15 erzeugt. Dieses wurde verwendet, um
die chromosomale Insertion in die oben genannten Stdmme zu transduzieren.
Positive Transduktanten wurden vorlaufig durch den erwarteten Resistenzphanotyp
(Erythromycin-resistent) erkannt. Die erfolgreiche Transduktion wurde schlieBlich
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mittels Sequenzanalyse nachgewiesen. Die resultierenden Transduktanten erhielten
die Bezeichnung 1585M15 und 1585-RaM15.

3.2.3 Biofilmtest der S. epidermidis-Stamme 1585, 1585-Ra sowie der
korrespondierenden Transduktanten
Um den generellen Einfluss von SigmaB auf die Embp-vermittelte Biofilmbildung zu

beschreiben, wurde der Biofilmphanotyp der S. epidermidis-Stamme 1585, 1585-Ra,
1585M15 und 1585-RaM15 in einem Biofilmtest geprift.
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Abbildung 16: (A) Semiquantitativer Biofilmtest der Stdmme 1585, 1585-Ra und
ihrer Transduktanten 1585M15 und 1585-RaM15. Der Biofilm wurde mit Kristallviolett
angefarbt und die Absorption bei 570 nm gemessen. (B) Graphische Darstellung der
semiquantitativen Biofilmmessung von S. epidermidis 1585, 1585-Ra und ihrer
Transduktanten 1585M15 und 1585-RaM15. Es wurde der Mittelwert aus jeweils vier
Messwerten aus zwei Versuchen gebildet. Die Tn9717-Insertion flhrt zu einem
biofilmnegativen Phanotyp des Stammes 1585-RaM15. Die Transduktante des
S. epidermidis-Stamm 1585 bleibt durch die Tn917-Insertion unverandert biofilm-
negativ. Als Positivkontrolle bzw. Negativkontrolle wurden S. epidermidis 1457 und
1457M10 mitgeflhrt.

Es konnte gezeigt werden, dass die Tn9717-Insertion im Stamm 1585-RaM15 zu
einem biofilmnegativen Phénotyp flhrt. Der S. epidermidis-Stamm 1585M15 blieb
unverandert biofilmnegativ.

3.2.4 Embp-Nachweis in 1585, 1585-Ra und 1585-RaM15

Um zu prifen, ob der beobachtete biofiimnegative Phanotyp des Stamms 1585-
RaM15 auf einer Veranderung im Bereich von Embp beruht, wurden zellwandassozi-
ierte Proteine der Stamme S. epidermidis 1585, 1585-Ra und 1585-Ra préapariert und
in einem Proteingradientengel (Abbildung 17A) sowie im Western-Blot (Ab-
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bildung 17B) unter Verwendung eines Embp-spezifischen Antiserums dargestellt.
Dabei konnte ausschlieBlich in dem S. epidermidis-Stamm 1585-Ra Embp nachge-
wiesen werden. In der Transduktante 1585-RaM15 lieB sich weder im SDS-PAGE
noch im Immunoblot Embp nachweisen. Dieser Befund stellt eine hinreichende Er-
klarung fir den biofilmnegativen Phanotyp der Mutante dar.
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Abbildung 17: Nachweis von Embp in S. epidermidis 1585, 1585-Ra und 1585-
RaM15 mittels SDS-PAGE und Western Blot. (A) Proteinpraparationen der angege-
benen Stdmme wurden in einem NuPage™ 4-12 % Bis-Tris Gradientengel aufge-
trennt und anschlieBend nach Coomassie gefarbt. Die hochmolekulare Bande,
welche bei 1585-Ra oberhalb der 429 kDa Markerbande nachweisbar ist, entspricht
Embp (Christner, Rohde, unveréffentlichte Daten). (B) Ein weiteres Gradientengel
wurde nach der Auftrennung flr den Western Blot mittels Elektrotransfer auf eine
PVDF-Membran dbertragen. Die Membran wurde mit einem Embp-spezifischen
Kaninchenantiserum (anti-rEmbp6559) (Christner, Rohde, unveroffentlichte Daten)
inkubiert und gebundene Antikérper mit einem Peroxidase-gekoppelten, anti-Kanin-
chen-Antikdrper nachgewiesen. Wahrend in den Stammen S. epidermidis 1585 und
1585-RaM15 kein Embp nachgewiesen werden konnte, kommt es bei S. epidermidis
1585-Ra zur Darstellung von Embp mit einem erwarteten Molekulargewicht von etwa
500 kDa.

Flr den fehlenden Embp-Nachweis in der Transduktante 1585-RaM15 kommen ver-
schiedene Erklarungsmodelle in Betracht. Zum einen ist es mdglich, dass Embp
durch von SigmaB negativ-kontrollierte, und somit in der Transduktante heraufregu-
lierte Proteasen degradiert wird. Zum anderen ist denkbar, dass durch die Herunter-
regulation von SigmaB die embp-Expression vermindert wird. Dies wére als Hinweis
auf eine Beteiligung von SigmaB an der embp-Expressionskontrolle zu bewerten.
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Um zunachst die Frage zu kléaren, ob es durch funktionelle Inaktivierung von SigmaB
zu einer Heraufregulierung von Proteasen in den Transduktanten kommt, erfolgte
eine orientierende Quantifikation der extrazellularen Proteasen.

3.2.5 Nachweis extrazellularer Proteasen mittels Skim-milk-Hydrolyse-
agar

Extrazellulare Proteasen kdnnen unter Verwendung eines Skim-milk-Hydrolyseagars

orientierend quantifiziert werden. Hierbei ist der Durchmesser der um ein mit Bak-

terien beschicktes Filterplattchen gebildeten Hydrolysezone proportional zu der
Menge der produzierten extrazellularen Proteasen.
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Abbildung 18: Nachweis extrazellularer Proteasen von S. epidermidis 1585, 1585-
Ra, 1585M15 und 1585-RaM15 mittels Skim-milk Hydrolyseagar. Hierbei ist der
Durchmesser der um ein mit Bakterien beschicktes Filterplattchen gebildeten Hydro-
lysezone (dunkel) proportional zu der Menge der produzierten extrazellularen
Proteasen. Die hellen Ringe um die beschickten Filterplattchen entsprechen Prazipi-
tationen. Die Agarplatten wurden jeweils nach 48 und 72 Stunden photographiert.

Es konnte gezeigt werden, dass in der Transduktante 1585M15 (Durchmesser 48 h:
26 mm; Durchmesser 72 h: 34 mm), wie erwartet, deutlich mehr extrazellulare Prote-
asen produziert werden, als in S. epidermidis 1585 (Durchmesser 48 h: 22 mm;
Durchmesser 72 h: 25 mm). Im Gegensatz dazu fihrt die Tn977-Insertion in
1585-RaM15 (Durchmesser 48 h: 26 mm; Durchmesser 72 h: 34 mm) zu keiner deut-
lich vermehrten Proteaseproduktion im Vergleich zum Ausgangsstamm 1585-Ra
(Durchmesser 48 h: 25 mm; Durchmesser 72 h: 31 mm). Vergleicht man jedoch die
Hydrolysezonen von 1585 und 1585-Ra, so ist diese in 1585Ra eindeutig groBer als
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in 1585. Das bedeutet, dass in 1585-Ra bereits vor der Transduktion eine im Ver-
gleich zum Ausgangsstamm 1585 erhohte Proteaseaktivitat vorliegt. Da trotzdem
Embp von S. epidermidis 1585-Ra gebildet werden kann, scheinen die Proteasen
keinen wesentlichen Einfluss auf extrazellulares Embp zu haben. Das bedeutet, dass
die Tn917-Insertion die Embp-Expression auf Transkriptionsebene zu beeinflussen
scheint.

Ob die Herunterregulation von SigmaB tatsachlich zu einer verédnderten embp-Ex-
pression fuhrt, wurde in einer Real time- Polymerasekettenreaktion untersucht.

3.2.6 Transkriptionsanalyse von embp in 1585, 1585-Ra und korrespon-
dierenden Transduktanten

In der Real time-PCR konnte nachgewiesen werden, dass in S. epidermidis
1585M15 und 1585-RaM15 sigB im Vergleich zu den Ursprungsstammen sowohl in
der exponentiellen als auch in der stationaren Phase durch die Tn977-Insertion in
rsbU herunterreguliert wird. Dieser Befund zeigt, dass es sich bei beiden Stammen
um funktionelle SigmaB Mutanten handelt.

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die embp-Transkription der Mutante
1585-RaM15 in der exponentiellen Wachstumsphase im Vergleich zum Wildtyp-
stamm 1585-Ra um etwa das 280-fache erniedrigt war. Hieraus wurde geschlossen,
dass SigmaB direkt oder indirekt an der Expressionskontrolle von embp beteiligt ist.
Tatsé&chlich lieB sich im biofilmpositiven S. epidermidis-Stamm 1585-Ra im Vergleich
zu 1585 eine leichte, jedoch signifikante Erhéhung der sigB-Expression wahrend der
exponentiellen (+3) und stationaren (+8) Wachstumsphase beobachten. Die ge-
steigerte embp-Expression des biofilmpositiven S. epidermidis-Stamms 1585-Ra
scheint demzufolge mit einer Heraufregulierung von sigB assoziiert zu sein.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der biofilmnegative Phanotyp von 1585-RaM15 nicht
durch eine Heraufregulation der Protease-Expression zustande kommt, sondern auf
den direkten oder indirekten Einfluss von SigmaB auf die embp-Transkription zuriick-
zufthren ist.

Bei der ungerichteten Entstehung von 1585-Ra aus 1585 scheint es demnach zu er-
heblichen Veranderungen in den Ubergeordneten Regulationszentren gekommen zu
sein, die eine Embp-Expression positiv beinflussen.

Damit konnte das eigentliche Ziel, den Einfluss von Proteasen auf die Biofilmbildung
nachzuweisen, nicht erreicht werden. Es konnten jedoch weitere wichtige Einblicke in
die Ubergeordneten regulierenden Kontrollsysteme gefunden werden.
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4 Diskussion

Fremdkdrperassoziierte S. epidermidis-Infektionen gehdren heute zu den haufigsten
im Krankenhaus erworbenen Infektionen. Sie sind daher eine wesentliche Ursache
fr die stetige Zunahme von Morbiditat und Mortalitat im Zusammenhang mit noso-
komialen Infektionen (Rupp and Archer, 1994; Mack et al., 2006; Rohde et al., 2007).
Das klinische Management von Staphylococcus epidermidis-Infektionen stellt aus
verschiedenen Grinden eine Herausforderung fir den behandelnden Arzt dar.
Hierbei erwachsen Probleme insbesondere aus dem regelhaften Versagen einer
antibiotischen Therapie. Dieses lasst sich zum einen darauf zurlckfUhren, dass
fremdkoérperassoziierte Infektionen in der Mehrzahl der Félle durch multiresistente
S. epidermidis-Stamme verursacht werden. So weisen heute etwa 80 % der iso-
lierten S. epidermidis-Stamme eine Methicillinresistenz auf und sind somit gegenlber
allen Beta-Laktam-Antibiotika unempfindlich (Archer and Climo, 1994; Archer et al.,
2000; Frebourg et al., 2000; Grosserode and Wenzel, 1991; Bailey et al., 1990). Zum
anderen zeigten elektronenmikroskopische Aufnahmen von ex vivo gewonnenen Im-
plantaten, dass S. epidermidis auf kinstlichen Oberflachen in Form so genannter
Biofilme organisiert ist (Read et al., 1989; Marrie et al., 1982; Peters et al., 1982).
Biofilmsténdige S. epidermidis-Zellen sind vor Effektormechanismen der friihen Im-
munantwort geschitzt und weisen gleichzeitig eine herabgesetzte Empfindlichkeit
gegenuber verschiedenen Antibiotika auf (Sheth et al., 1985; Evans and Holmes,
1987; Gristina et al., 1989; Farber et al., 1990; Widmer et al., 1990; Chuard et al.,
1991; Duguid et al., 1992; Gander, 1996; Peters et al., 1982; Heinzelmann et al.,
1997; Vuong et al., 2004a; Kristian et al., 2008). Gemeinsam mit klassischen Resis-
tenzmechanismen muss damit die F&higkeit zur Biofilmbildung als eine ent-
scheidende Ursache fir den chronisch persistierenden Verlauf von S. epidermidis-
Infektionen und das regelhafte Versagen einer antibiotischen Therapie angesehen
werden. Ein zentrales Ziel der Analyse der molekularen Mechanismen, die zur
S. epidermidis—Biofilmbildung fUhren, ist es, neue Angriffspunkte flr die Entwicklung

diagnostischer, therapeutischer sowie praventiver Verfahren zu identifizieren.

Ein wesentlicher Bestandteil von S. epidermidis-Biofilmen ist das interzellulare Poly-
saccharid-Adhasin (PIA), welches durch im icaADBC-Lokus kodierte Enzyme synthe-
tisiert wird (Mack et al., 1996a; Heilmann et al., 1996b; Gerke et al., 1998). Die
funktionelle Beteiligung von PIA an der Entstehung fremdmaterialassoziierter S. epi-
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dermidis-Infektionen konnte in verschiedenen Tiermodellen nachgewiesen werden.
So zeigten PlA-negative Mutanten im Tiermodell eine deutlich verminderte Virulenz
als ein PlA-positiver Wildtypstamm (Rupp et al, 1999). Diese Befunde konnten
kirzlich in einem C. elegans-Modell nachvollzogen werden (Begun et al., 2007).
Hierbei scheint PIA die Persistenz von S. epidermidis durch eine Herabsetzung der
Empfindlichkeit gegeniiber Effektormolekilen der angeborenen Immunitat zu be-
gunstigen (Foster, 2005; Vuong et al., 2004a). IcaADBC homologe Gene wurden
auch bei S. aureus (Cramton et al., 1999; Rohde et al., 2001; Kropec et al., 2005)
und einer Vielzahl weiterer KNS (Nilsdotter-Augustinsson et al., 2007; Moretro et al.,
2003) gefunden. Dariliber hinaus wurden selbst bei gramnegativen Bakterien wie
E.coli, Y.pestis und A.actinomycetemcomitans icaADBC-homologe Genorte be-
schrieben, welche bei E.coli den Apparat flr die Synthese eines strukturell mit PIA
praktisch identischen Polysaccharids kodieren (Wang et al., 2004; Kaplan et al.,
2004; ltoh et al., 2005). Als Konsequenz aus diesen Befunden wurde angenommen,
dass die PIA-vermittelte interzelluldre Adhésion als ein generelles Prinzip bakterieller
Biofilmbildung gilt. Im Hinblick auf die Pathogenese von S. epidermidis-assoziierten
Fremdmaterialinfektionen wurde diese Sicht durch epidemiologische Studien
gestitzt. So konnte gezeigt werden, dass icaADBC in klinischen S. epidermidis-1so-
laten weit verbreitet ist und zudem die Pravalenz dieses Genorts bei Klinisch
relevanten S. epidermidis-Stammen signifikant héher ist als bei kommensalen Haut-
isolaten (Ziebuhr et al., 1997; Frebourg et al., 2000; Galdbart et al., 2000; Mack et
al., 1996b; Arciola et al., 2002; Arciola et al., 2001).

Diese Erkenntnisse motivierten Bemihungen, PIA als Basis eines Impfstoffes zur
Pravention von S. epidermidis-Infektionen zu verwenden (Maira-Litran et al., 2004;
Gotz, 2004). Neuere Untersuchungen stellen jedoch die ausschlieBliche Relevanz
von PIA fir die Pathogenese von S. epidermidis-Infektionen in Frage. So zeigte in
verschiedenen Studien die Analyse von gut definierten S. epidermidis-Stammen aus
Gelenkprotheseninfektionen, dass hier icaADBC in maximal 50 % der Isolate nach-
gewiesen werden konnte (Rohde et al., 2007; Frank et al., 2004; Nilsdotter-
Augustinsson et al., 2007). Eine ahnlich niedrige Pravalenz konnte auch bei S. epi-
dermidis-Blutkulturisolaten dargestellt werden (Cafiso et al., 2004). Diese Ergebnisse
machen deutlich, dass PIA offensichtlich keine generelle Voraussetzung flr die Eta-
blierung einer persistierenden fremdmaterialassoziierten S. epidermidis-Infektion ist.
Unter der Annahme, dass die Fahigkeit zur Biofilmbildung als entscheidender Patho-
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genitatsmechanismus aufzufassen ist, lasst sich zudem ableiten, dass unabhangige
Mechanismen der S. epidermidis-Biofilmbildung existieren missen (Rohde et al.,
2007; Hennig et al., 2007; Qin et al., 2007b).

Tatséchlich konnten verschiedene interzelluldare Adhasine beschrieben werden, die
PIA funktionell ersetzen. So gibt es beispielsweise Hinweise darauf, dass freige-
setzte bakterielle DNA (sogenannte eDNA) S. epidermidis-Biofilme stabilisieren kann
(Qin et al., 2007a; Izano et al., 2008). Zudem kdénnen Oberflachenproteine die S. epi-
dermidis Zell-Zell-Interaktion vermitteln (Rohde et al., 2007; Hussain et al., 19983;
Rohde et al., 2005; Chaignon et al., 2007). Neben dem accumulation associated
protein (Aap) konnte kirzlich auch fir das 1 MDa Extracellular matrix binding protein
(Embp) eine Funktion bei der S. epidermidis-Biofilmbildung dargestellt werden. Hier-
bei ist Embp zum einen durch seine fibronektin- und fibrinogenbindende Aktivitat an
der primaren Bindung von S. epidermidis an konditionierte Oberflachen beteiligt
(Williams et al., 2002). Zudem fungiert es als interzellulares Adhasin und ist damit
auch in die Phase der Biofilmakkumulation involviert (Christner, Rohde, unverdéffent-
lichte Daten).

Die bisher zur Identifikation von funktionell an der S. epidermidis-Biofilmbildung
beteiligten Faktoren durchgefiihrten Studien hatten im Wesentlichen das Ziel, unab-
hangige interzellulare Adhasine zu identifizieren. Die Mdglichkeit, dass unterschied-
liche Faktoren auch kooperativ in den Prozess der Biofilmbildung involviert sein
kénnten, wurde bisher praktisch nicht betrachtet. Epidemiologische Studien zeigen
aber, dass viele invasive S. epidermidis-Isolate grundsatzlich nicht nur zur Bildung
eines Faktors befahigt sind (Frebourg et al., 2000; Galdbart et al., 2000; Rohde et al.,
2007; Rohde et al., 2004), sondern parallel zum Beispiel mit aap, embp und
icaADBC ausgestattet sind (Rohde et al., 2007). Somit erscheint eine Interaktion
dieser Faktoren méglich. Aus theoretischen Uberlegungen heraus riickte in dieser
Untersuchung die Analyse der Interaktion von Embp und PIA in den Mittelpunkt, da
Embp Uber so genannte FIVAR-Domanen verflgt (Christner, Rohde, unveréffent-
lichte Daten). FIVAR-Domanen wird eine N-Acetylglukosaminbindende Aktivitat
zugesprochen (Tanaka et al., 2008). Da PIA aus N-Acetylglukosamineinheiten auf-
gebaut ist (Mack et al., 1996a), sollte im ersten Teil dieser Arbeit untersucht werden,
ob PIA und das extrazellulare Matrix-bindende Protein (Embp) bei gleichzeitiger

Expression interagieren.
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4.1 Interaktion von PIA und Embp

Um diese Frage zu beleuchten wurden die Transduktanten 1585(pTXica) (Embp-
negativ), 1585-Ra(pTXica) (Embp-positiv) und M135(pTXica) (Embp-negativ) gene-
riert, in denen die PIA-Synthesegene icaADBC Xylose-abhangig exprimiert werden
kénnen. Hierbei hatte die Expression von PIA keinen Einfluss auf die Embp-Expres-
sion bei S. epidermidis 1585-Ra.

Es zeigte sich, dass die Expression von icaADBC und die daraus folgende PIA-Syn-
these nur im Embp-positiven Stamm 1585-Ra(pTXica) zur Bildung von groBen
Zellclustern fUhrt. Zudem fihrte die PIA-Synthese in 1585-Ra(pTXica) zu einer Ver-
starkung des bei S. epidermidis 1585-Ra in TSB ohne Glukose nur schwach ausge-
pragten Biofilms. Im Gegensatz dazu flihrte die Expression von icaADBC und die
daraus folgende PIA-Synthese in den Embp-negativen Stammen 1585(pTXica) und
M135(pTXica) zu keinem makroskopisch nachweisbaren Effekt auf die Zellaggre-
gation und Biofilmbildung. Neben den Anderungen des Phénotyps konnte in weiteren
Untersuchungen mittels Dot-Blot und Koagglutinationstest nachgewiesen werden,
dass von 1585-Ra(pTXica) gebildetes PIA im Wesentlichen an der Oberflache der
Bakterien gebunden vorliegt. Im Gegensatz dazu wurde bei den Embp-negativen
Stammen 1585(pTXica) und M135(pTXica) PIA vor allem im Uberstand der Kulturen,
also zellunabhangig, nachgewiesen. Auf der Zelloberflache konnten bei diesen
Stammen nur geringe PIA-Mengen gefunden werden. Diese Befunde kénnen als
Hinweis auf eine schwachere PIA-Bindung an die Zelloberflache der Embp-negativen
Stamme gewertet werden. Zudem ist offensichtlich, dass unter den gewahlten Kultur-
bedingungen die Synthese von PIA allein nicht ausreicht, um in allen getesteten
Stdmmen eine Biofilmbildung zu induzieren. Vielmehr ergeben sich Hinweise dafiir,
dass die parallele Expression von Embp notwendig ist, um PIA an die Bakterienober-
flache zu binden und die nachfolgende interzellulare Adhéasion und Biofilmbildung zu

vermitteln.

Grundsatzlich kann die Expression von Embp direkt oder indirekt zur PIA-Bindung
auf der Bakterienzelloberflache beitragen. Zum einen ist es mdglich, dass Embp
direkt als PIA-bindendes Protein fungiert und dadurch PIA an der Bakterienober-
flache fixiert. Daneben ist es auch denkbar, dass Embp indirekt Gber die Bindung
eines weiteren, bislang nicht bekannten Faktors die PIA-Bindung und somit die inter-
zellulare Adhasion beeinflusst. Als drittes Erklarungsmodell ist es zudem vorstellbar,
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dass durch den biofilmpositiven Phanotyp des Stamms 1585-Ra die Anderung der
globalen Genexpression im Vergleich zum biofilmnegativen S. epidermidis 1585 zur

Expression eines oder mehrerer Gene fihrt, die fir PIA-bindende Faktoren kodieren.

FOr die Hypothese einer direkten PIA-bindenden Aktivitdt von Embp sprechen die
bereits erwdhnten bioinformatischen Erkenntnisse, welche zeigen, dass die wesent-
lichen Strukturelemente von Embp so genannte FIVAR- und GA-Domé&nen sind
(Christner, Rohde, unverdéffentlichte Daten). FIVAR-Domanen wurden bereits in dem
zellwandassoziierten Protein FmtB in S.aureus (Komatsuzawa et al., 2000) und in
der Gellanlyase in Bacillus sp. GL1 beschrieben (Hashimoto et al., 1998). Sie haben
die Fahigkeit an N-Acetylglukosamin zu binden und erfiillen somit eine Grundvoraus-
setzung fur eine Bindung an PIA, welches aus durchschnittlich 130 B-(1,6)-
verknlpften N-Acetylglukosamineinheiten aufgebaut ist. Um die Wechselwirkung von
Embp und PIA direkt nachzuweisen, wurde ein Festphasen-Immunassay entwickelt.
Hierbei wurde eine Maxi-Sorp-Mikrotiterplatte mit PIA beschichtet. Die mit PIA
gesattigte Oberflache wurde anschlieBend mit dem rekombinanten Embp-Fragment
rEmbp17383, welches FIVAR-Doméanen aufweist, inkubiert. Gebundenes Protein
wurde dann mittels eines Embp-spezifischen Antiserums nachgewiesen. Dabei
zeigte sich, dass das gemessene Signal direkt abhangig von der eingesetzten
rEmbp-Konzentration war: Je mehr rEmbp17383 eingesetzt wurde, desto hdéher war
auch das gemessene Signal. Diese Beziehung spricht fir eine direkte Interaktion von
PIA und rEmbp17383. Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass in diesem
Versuchsaufbau rEmbp17383 sehr viel starker an die unbehandelte, also nicht mit
PIA beschichtete, jedoch mit BSA geblockte Oberflache band. In dem eingesetzten
ELISA-System kommt es demnach zu unspezifischen Bindungen. Zum einen ist vor-
stellbar, dass es zu einer unspezifischen Bindung von rEmbp17383 an die Maxi-
Sorp-Platte kommt, da bekannt ist, dass diese Oberflache vor allem flr Proteine eine
sehr hohe Bindungskapazitat besitzt. Des Weiteren ist es moglich, dass Embp an
das zur Blockierung verwendete BSA bindet, da nachgewiesen werden konnte, dass
die in rEmbp17383 neben FIVAR-Doménen vorhandenen GA-Module Albumin-Bind-
ungskapazitaten besitzen (de Chateau et al., 1996; Lejon et al., 2004). Allerdings
wurde die PIA-unabhangige Bindung von rEmbp17383 auch unter Verwendung BSA-
freier Blockierungsmethoden beobachtet. Somit muss als Ursache fiir die beobach-
tete unspezifische Bindung am ehesten eine hoch affine Bindung von rEmbp17383
an die Maxi-Sorp-Oberflache angenommen werden. Daher wurde, um die Spezifitat
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der im ELISA beobachteten Bindung von rEmbp17383 an die PIA-beschichtete Ober-
flache weiter zu charakterisieren, ein Inhibitions-ELISA durchgefihrt.

Das Prinzip des Inhibitions-ELISA beruht auf einer kompetitiven Inhibition der
Bindung an den plattengebundenen Interaktionspartner durch Prainkubation des
putativen Liganden mit dem zur Beschichtung eingesetzten Faktor. Bei den hier be-
schriebenen Experimenten wurde daher der putative PlIA-Interaktionspartner in Form
von rEmbp17383 mit unterschiedlichen Konzentrationen aufgereinigten PIlAs
inkubiert.

Dabei konnte nachgewiesen werden, dass durch die Prainkubation mit 5 pug/100ul
PIA die Bindung von rEmbp17383 an das plattengebundene PIA (0,5 ug/100ul) um
32 % gesenkt werden konnte. Dieser Befund spricht fir eine direkte Wechselwirkung
zwischen rEmbp17383 und PIA. Erstaunlich ist hierbei, dass lediglich eine Inhibition
von 32 % erreicht werden konnte, da bei einem Einsatz von PIA im 10-fachen Uber-
schuss mindestens eine Inhibition von 90 % zu erwarten gewesen ware. Eine
mogliche Erklarung fir diese Beobachtungen ist, dass PIA in freiem Zustand eine
andere Konformation besitzt als in plattengebundener Form. Es ist bekannt, dass PIA
in unterschiedlichen Isoformen vorkommt (Mack et al., 2004; Sadovskaya et al.,
2005). So konnte durch lonenaustauschtomographie nachgewiesen werden, dass
PIA aus zwei Polysaccharidfraktionen besteht, die sich in ihrem Anteil an nicht N-
acetylierten Zuckerresten unterscheiden (Mack et al., 1994). Das Polysaccharid |
besitzt 15-20 % nicht N-acetylierte Glukosaminreste und ist positiv geladen. Das
Polysaccharid Il besitzt weniger nicht N-acetylierte Glukosaminreste und enthalt
Phosphat und Succinat, was zu einem leicht anionischen Charakter fuhrt (Mack et
al., 1996a; Sadovskaya et al., 2005). Diese unterschiedlichen Ladungen spielen bei
der Biofilmbildung eine wichtige Rolle, da anzunehmen ist, dass die positive Ladung
von PIA durch Deacetylierung eine Grundvoraussetzung fir eine Bindung an die
negativ geladene Bakterienzelloberflache darstellt (Vuong et al., 2004a). Da bei den
hier beschriebenen Experimenten gelchromatographisch aufgereinigtes PIA, welches
beide genannten Isoformen umfasst, eingesetzt wurde, wéare es vorstellbar, dass
eine unterschiedliche Anzahl an nicht N-acetylierten Zuckerresten in freiem und plat-
tengebundenem PIA besteht, die zu einer unterschiedlichen Ladung der beiden
Formen fUhrt. Dies kdnnte letztendlich in einer vermehrten Embp-Bindungskapazitat
des plattengebundenen PIA im Vergleich zum freien PIA resultieren, was die relativ
geringe Inhibition im ELISA erklaren wirde.
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Interessanterweise konnte im Inhibitions-ELISA nachgewiesen werden, dass durch
Prainkubation von rEmbp17383 mit N-Acetylglukosamin und Glukosamin, den Haupt-
bestandteilen von PIA, keine Inhibition der Bindung an plattengebundenes PIA erzielt
werden konnte. Somit scheinen flr die Bindung an rEmbp17383 mindestens Bi-, Tri-
oder auch Polysaccharide in der Gr6Be von PIA nétig zu sein. Die genauen Modali-
taten der Interaktion von Embp mit PIA missen in weiteren Studien geklart werden.
Hier wird unter anderem von Interesse sein, welche strukturellen Determinanten bei
Embp letztlich zur PIA-Bindung beitragen. In weiteren Studien muss vor allem unter-
sucht werden, ob FIVAR-Domé&nen fir eine Bindung an PIA ausreichen, oder ob
moglicherweise zusétzliche GA-Doménen von entscheidender Bedeutung sind. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass das GA-Domanen enthaltene rEmbp 17383 in
den S. epidermidis-Stammen 1585 und M135 Biofilmbildung induzieren kann,
wahrend rEmbp 7762, welches keine GA-Doménen besitzt, keinen signifikanten Ein-
fluss auf die Biofilmbildung zeigt (Christner, Rohde, unveréffentlichte Daten). Weiter-
hin muss zukinftig geklart werden, wie viele FIVAR-Module nétig sind, um eine
Bindung an PIA zu vermitteln.

Eine weitere wichtige, noch zu klarende Frage ist, welche Mindestvoraussetzungen
die von Embp gebundenen Zuckerstrukturen aufweisen missen. Hierzu sollten syn-
thetische Di-, Tri-, Oligo- oder Polysaccharide aus N-Acetylglukosamin generiert und
hinsichtlich ihrer Embp-bindenden Aktivitat untersucht werden. Zudem muss ermittelt
werden, welchen Einfluss die PIA-Modifikationen wie zum Beispiel Succinylierungen
auf die Bindung an Embp haben. In diesem Zusammenhang wére beispielsweise
auch interessant, ob sich eine veranderte Anzahl an nicht N-acetylierten Glukosamin-
resten auf die Bindungskapazitat an Embp auswirkt.

4.2 Embp-unabhangige PIA-Bindung auf der Zelloberflache

Die Basis der Uberlegung, dass die Expression von Embp eine notwendige Voraus-
setzung fir die Bindung von PIA auf der Oberflache und damit interzellulare Aggre-
gation darstellt, war die Beobachtung, dass der Embp-negative Stamm S. epidermi-
dis 1585(pTXica) trotz PIA-Synthese biofilmnegativ war. Um die Funktion von Embp
bei der PIA-vermittelten S. epidermidis-Biofilmbildung weiter zu untersuchen, wurde
die zur Embp-negativen Mutante M135 flihrende chromosomale Tn977-Insertion in
den prototypischen, PIA- und biofilmpositiven Stamm S. epidermidis 1457 transdu-
ziert. Der hieraus resultierende Stamm S. epidermidis 1457M135 wurde an-
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schlieBend in einem Biofilmtest und Koagglutinationstest untersucht. Hierbei zeigte
sich, dass sowohl S. epidermidis 1457 als auch die Transduktante 1457M135 einen
gleichermaBen starken Biofilm bildeten. Im Koagglutinationstest konnte zudem
gezeigt werden, dass die Ausschaltung von embp in 1457M135 zu keinem signifi-
kanten Unterschied der PIA-Bindung an die Bakterienoberflache fihrt. Somit scheint
in diesem Stamm Embp keine notwendige Voraussetzung fir die PIA-vermittelte
Biofilmbildung darzustellen. Die hier erhobenen Befunde weisen zudem darauf hin,
dass selbst im Stamm S. epidermidis 1585 Embp-unabhangige, PIA-bindende Struk-
turen existieren. Diese Annahme resultiert aus der Beobachtung, dass der Stamm
S. epidermidis 1585(pTXica) nach Wechsel der zur Herstellung der TSB ver-
wendeten Trypton-Charge unter PlA-induzierten Bedingungen PIA auf der Zellober-
flaiche band und, im Gegensatz zu den initialen Beobachtungen, einen Biofilm
bildete. Es ist gut bekannt, dass exogene Faktoren wie Temperatur, pH, CO, sowie
Salz- und Zuckergehalt auf den Biofilmphanotyp durch Beeinflussung der Genex-
pression Einfluss nehmen kénnen (Rohde et al., 2001; Knobloch et al., 2001;
Cramton et al., 2001; Rachid, 2000; Deighton and Borland, 1993). Hierbei kann
selbst der Wechsel von Medium-Chargen zum Beispiel zu einer Anderung der PIA-
Synthese fiihren und hierliber den Biofilmphanotyp beeinflussen (Mack et al., 2001;
Rohde et al., 2001). Es muss daher angenommen werden, dass in dieser Untersuch-
ung nach subtiler Anderung der Medium-Zusammensetzung beim untersuchten
Stamm S. epidermidis 1585(pTXica) zunachst nicht vorhandene, Embp-unabhan-
gige, PIA-bindende Strukturen auf der Oberflache exprimiert werden. Daraus folgt,
dass fur die Embp-abhangige, PIA-vermittelte Biofilmbildung bislang nicht néher be-
kannte Wachstumsbedingungen vorliegen missen, unter denen Embp tatsachlich
die wesentliche PIA-bindende Oberflachenstruktur darstellt. Unter anderen Wachs-
tumsbedingungen wiederum scheinen Embp-unabhangige Faktoren die PIA-vermit-

telnde Biofilmbildung zu unterstitzen.

Frihere Untersuchungen legten den Verdacht nahe, dass es sich bei dem
accumulation associated protein Aap um ein PIA-bindendes Protein handeln kénnte
(Mack, 1999a). Aap ist ein 220 kDa groBes, kovalent zellwandgebundenes Ober-
flachenprotein von S. epidermidis. Das Protein ist im Wesentlichen aus zwei
Domanen A und B aufgebaut (Rohde et al., 2005). Hierbei konnte gezeigt werden,
dass die aus repetitiv angeordneten 128 Aminosauren langen repeats aufgebaute
Domane B (Jager et al., 2005; Monk and Archer, 2007) selbst interzellulare Adhasion
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und Biofilmbildung vermitteln kann (Rohde et al., 2005; Sun et al., 2005; Hussain et
al., 1997; Conrady et al., 2008). Bioinformatische Untersuchungen fihrten zu der An-
nahme, dass diese als G5-Doméanen bezeichneten repeats N-Acetylglukosamin- und
damit PIA-bindende Aktivitat aufweisen kénnten (Bateman et al., 2005). Experimen-
telle Evidenz fir diese Annahme wurde durch Untersuchung der durch ungerichtete
chemische Mutagenese aus S. epidermidis RP62A generierten, Aap- und biofilm-
negativen Mutante M7 gewonnen (Hussain et al., 1997). Diese Mutante produziert
groBe Mengen PIA, gibt diese jedoch im Wesentlichen in den Kulturiberstand ab
(Mack, de Grahl, nicht publizierte Daten). Der endgiltige Beweis, dass Aap tatsach-
lich als PIA-bindender Faktor zu betrachten ist, konnte bisher jedoch nicht geliefert
werden. So konnte zum einen unter Verwendung von rekombinanten Aap und aufge-
reinigtem PIA in einem ELISA keine Bindung zwischen rekombinantem Aap und PIA
nachgewiesen werden (Frankenberger, Rohde, nicht publizierte Daten). Zum
anderen konnte eine gezielt generierte, aap-negative Mutante des Stamms RP62A
weiterhin PIA auf der Oberflache binden und einen Biofilm bilden. (Rohde, nicht
publizierte Daten). Fur die Existenz Aap-unabhangiger Faktoren der PIA-Bindung
spricht zudem der Befund, dass der Aap-negative Stamm S.carnosus
TM300(pCN27) stark biofilmpositiv ist (Heilmann et al., 1996b).

Bei der Suche nach weiteren PIA-bindenden Faktoren sind unter anderem auch die
Teichons&uren naher zu betrachten. Teichonsauren sind ein essentieller Bestandteil
der Zellwand grampositiver Bakterien. Grundsatzlich lassen sich die Teichonsauren
in  zellwandassoziierte Teichonsauren (WTA) und Lipoteichonsduren (LTA)
unterteilen, wobei die zellwandassoziierten Teichonsauren kovalent am Peptido-
glykan gebunden sind, wahrend die Lipoteichonsduren in der Zellmembran verankert
werden (Weidenmaier and Peschel, 2008). Teichonsauren von S. epidermidis sind
aus Glycerol- oder Ribitolphosphateinheiten aufgebaut und stellen offensichtlich in
Form so genannter extrazellularer Teichonsauren (EC-TA) auch einen Bestandteil
der extrazellularen Matrix in S. epidermidis-Biofilmen dar. (Frankenberger, Rohde,
nicht publizierte Daten). Teichonsauren sind grundsatzlich stark negativ geladen.
Durch eine Veresterung mit D-Alanin oder die Einfihrung von glykosidisch gebunde-
nem N-Acetylglukosamin werden die Teichonséuren jedoch strukturell modifiziert,
was letztendlich in einer positiven Nettoladung resultiert (Peschel et al., 1999; EndI et
al., 1983; Sadovskaya et al., 2004).
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Es ist bereits bekannt, dass die Struktur der Teichonsauren und die daraus resul-
tierenden Ladungen entscheidend fir die Fahigkeit von S.aureus sind, an Kunststoff-
oberflachen zu binden und einen Biofilm zu bilden. So konnte nachgewiesen werden,
dass S.aureus-dti-Mutanten, denen die Fahigkeit der Teichonsaureveresterung mit
D-Alanin fehlt, keinen Biofilm auf polymeren Oberflachen bilden kénnen. Dies scheint
jedoch in erster Linie durch eine gestérte primare Adhéasion erklart zu sein, da die
Phase der Akkumulation unbeeintrachtigt bleibt. (Gross et al., 2001; Peschel et al.,
1999). Fir S. epidermidis konnte eine Beteiligung der Teichonsaduren an der Fibro-
nektinbindung und damit der primaren Adhé&sion dargestellt werden (Hussain et al.,
2001). EC-TA lassen sich in groBem Umfang in der extrazellularen Matrix von S. epi-
dermidis-Biofilmen darstellen (Sadovskaya et al., 2005). Daher kann sehr wohl auch
Uber eine Beteiligung von Teichonsauren an der akkumulativen Phase spekuliert
werden. Da PIA sowohl positive als auch negative Ladungen aufweist ware es
durchaus denkbar, dass durch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen WTA
beziehungsweise LTA und PIA die S. epidermidis-Zellen in die extrazellulare PIA-
Matrix integriert werden und hieraus ein biofilmpositiver Phanotyp resultiert. Um dies
zu klaren, missen zukilnftig in Analogie zu S.aureus gezielte Mutanten zum Beispiel
des dItABCD oder tagO Lokus generiert werden, die ihre Fahigkeit zur Synthese
korrekt geladener Teichonsauren verloren haben. Diese Mutanten kdnnen dann hin-
sichtlich lhrer Fahigkeit zur PIA-Bindung, interzellularen Aggregation und Biofilmak-
kumulation getestet werden.

4.3 Regulation der Embp-abhangigen Biofilmbildung in
S. epidermidis 1585-Ra

Die Biofilmbildung von S. epidermidis wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst.
Dabei spielen, wie im ersten Teil dieser Arbeit bereits dargelegt wurde, neben dem
interzellularen Polysaccharid Adhasin (PIA) Proteine eine wichtige Rolle. Die Be-
deutung der Proteine liegt hierbei sowohl im Bereich der primaren Adhasion als auch
in der Akkumulationsphase der Biofilmbildung.

So konnte nachgewiesen werden, dass die Expression von embp in S. epidermidis
1585-Ra zu einem biofilmpositiven Phanotyp fuhrt. Die Bildung eines Biofilms, die
unter anderem von den interzellular adhasiven Oberflacheneigenschaften abhéngig
ist, steht in direktem Zusammenhang mit der Virulenz von S. epidermidis. Die
Modulation der interzellular adhasiven Oberflacheneigenschaften ist daher fir die
Pathogenese von S. epidermidis-Infektionen von groBer Bedeutung. Diese Flexibilitat
kann bei Proteinadh&sinen durch (1.) Anderung der Genexpression oder (2.) eine
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Modifikation des Turn-overs durch vermehrte oder verminderte proteolytische Degra-
dation erfolgen. Daher sollte im zweiten Teil dieser Arbeit die dynamische Modifika-
tion der Embp-vermittelten Biofilmbildung in 1585 und 1585-Ra durch Proteasen
untersucht werden.

Proteasen sind insbesondere flr den hydrolytischen Proteinabbau von Bedeutung.
Die Proteolyse dient jedoch nicht nur dem alleinigen Abbau von Proteinen, sondern
spielt auch bei der Aktivierung von Proteinen eine wichtige Rolle (Gottesman, 2003;
Gottesman, 1999). Die wichtige regulatorische Funktion, die diese Enzyme Uber-
nehmen, wird zum Beispiel bei der Blutgerinnung im menschlichen Organismus
deutlich, bei der durch limitierte proteolytische Spaltung die verschiedenen Gerin-
nungsfaktoren aktiviert werden kdénnen (L&ffler, 2008).

Es ist bekannt, dass bei der Entstehung von Infektionen durch Staphylokokken
Proteasen eine wichtige Rolle spielen (Abdelnour et al., 1993). In S. epidermidis
1585 und 1585-Ra konnten mittels PCR Gene dargestellt werden, die fir Metallo-,
Serin- oder Cysteinproteasen kodieren. Die Funktion dieser im Genom von S. epider-
midis nachweisbaren Proteasen ist bisher unklar. Da jedoch starke Homologien zu
den in S.aureus nachgewiesenen Proteasen bestehen, wird vermutet, dass die
Proteasen in S. epidermidis eine &hnliche oder gleiche Funktion haben. In S.aureus
liegen diese unter anderem im Bereich der Gewebszerstérung (Potempa et al., 1988;
Travis et al., 1995), der Inaktivierung von Wirtsenzymen (Potempa et al., 1986;
Potempa et al., 1991) und der Regulation der Bakterienadhasion (McGavin et al.,
1997; McAleese et al., 2001).

Da die Biofilmbildung in 1585-Ra direkt von Embp abhangig ist und durch exogen
zugefiihrte Proteasen wie Trypsin zerstért werden kann (Christner, Rohde, unver-
Offentlichte Daten), sollte der Einfluss von endogenen, also staphylokokken-eigenen
Proteasen auf die Biofilmbildung des Stamms 1585-Ra untersucht werden. Um
dieses Ziel zu erreichen, wurden die chromosomalen Tn9717-Insertionen der Mutante
1457M15(rsbU::Tn917) (Mack et al., 2000) mittels Phagentransduktion in die
Stamme 1585 und 1585-Ra eingebracht. In diesen kommt es zu einer funktionellen
Inaktivierung des alternativen Sigmafaktors SigB. Da SigB ein negativer Regulator
von Proteasen ist (Kneschke,J., Knobloch,K.-M., persénliche Mitteilung), wurde
erwartet, dass hierdurch die Expression der in S. epidermidis 1585 und 1585-Ra
kodierten Proteasen heraufreguliert werden wiirde.

Die chromosomale Transposoninsertion flhrte in S. epidermidis 1585-RaM15 zu
einem negativen Biofilmphanotyp. Der Biofilmphanotyp von 1585M15 blieb weiterhin
negativ. Weitere Untersuchungen zeigten, dass bei S. epidermidis 1585-RaM15 im
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Westernblot kein Embp mehr nachgewiesen werden konnte. Dies erklart hinlanglich
den biofilmnegativen Ph&notyp dieses Stamms. Allerdings muss darauf hingewiesen
werden, dass dieser Befund sowohl auf eine verstarkte proteolytische Degradation
von Embp, als auch auf einer veranderten embp-Expression beruhen kann.

Mittels eines Skim-milk-Hydrolyseagars konnte gezeigt werden, dass durch die
verminderte Aktivitdt des Transkriptionsfaktors SigmaB die Proteasenexpression nur
in der Transduktante 1585M15 im Vergleich zum Wildtyp S. epidermidis 1585
deutlich gesteigert wurde. In dem Stamm 1585-Ra ist die Proteasenexpression
bereits vor der Transduktion im Vergleich zu S. epidermidis 1585 deutlich gesteigert.
Bei der ungerichteten Entstehung von 1585-Ra aus 1585 scheint es zu erheblichen
Veranderungen in den Ubergeordneten Regulationszentren gekommen zu sein, die
zum einen die Embp-Expression positiv beeinflussen und zum zweiten zu einer ver-
mehrten Proteasenexpression fihren. Diese Steigerung der Proteasenexpression
scheint in 1585-Ra jedoch nicht zu einer proteolytischen Spaltung von Embp zu
fuhren. Damit scheinen extrazelluldre Proteasen keinen wesentlichen Einfluss auf
Embp und die Embp-abhangige Biofilmbildung zu haben.

Das bedeutet, dass die Ursache des negativen Biofilmphanotyps am ehesten auf der
Transkriptionsebene zu suchen ist. Die daraufhin durchgefiihrte Transkriptions-
untersuchung mittels Real-time-PCR konnte diese Vermutung bestatigen, da die
embp-Transkription in der Transduktante 1585-RaM15 im Vergleich zu S. epider-
midis 1585-Ra deutlich erniedrigt war. Das bedeutet, dass die Biofilmbildung in den
untersuchten S. epidermidis-Stammen nicht durch Proteasen beeinflusst wird,
sondern durch eine Verédnderung auf Ebene der Genexpression von embp. Ob die
Transkription von SigmaB direkt beeinflusst wird, oder ob komplexere Regulations-
mechanismen dabei eine Rolle spielen, bleibt unklar.

Um den Einfluss von staphylokokkeneigenen Proteasen auf die Embp-vermittelte
Biofilmbildung untersuchen zu kbénnen, muss nach alternativen experimentellen
Ansatzen gesucht werden. In diesem Zusammenhang wéare es beispielsweise
vorstellbar, definierte Proteasegene in einen Expressionsvektor wie pALC2073
(Bateman et al.,, 2001) zu klonieren. Der genannte Expressionsvektor wirde eine
regulierte Expression von Proteasen erlauben, dass zum einen die dynamische
Wirkung steigender Proteasekonzentrationen auf die Embp-vermittelte Biofilmbildung
untersucht werden kdnnte, zusatzlich jedoch auch eine Beurteilung des Effekts unter-
schiedlicher Proteasen moglich ware.
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5 Zusammenfassung

Aufgrund seiner Fahigkeit zur Biofilmbildung gehort Staphylococcus epidermidis zu
den haufigsten Erregern nosokomialer, fremdmaterialassoziierter Infektionen. In
einem Biofilm werden die S. epidermidis-Zellen in eine extrazelluldre Matrix einge-
bettet, welche im Wesentlichen durch das interzelluldre Polysaccharid-Adhéasin PIA
gebildet wird. Neben PIA ist auch das oberflachenassoziierte extracellular matrix
binding protein Embp an der S. epidermidis-Biofilmbildung beteiligt. Somit erscheint
es moglich, dass Embp an der Integration von S. epidermidis in die Biofilmmatrix
involviert ist. Ziel der Untersuchung war es, eine mogliche Interaktion zwischen PIA
und Embp darzustellen, sowie deren Bedeutung fir die Biofilmentstehung zu unter-

suchen.

Unter Verwendung von spezifischen Mutanten des S. epidermidis-Stamms 1585
konnte mittels molekulargenetischer und proteinchemischer Methoden nachgewiesen
werden, dass die Expression von Embp notwendige Voraussetzung fir die Rekru-
tierung von PIA an die bakterielle Oberflache und die Ausbildung eines biofilm-
positiven Phanotyps darstellt. Das weist darauf hin, dass Embp und PIA kooperativ in
den Prozess der Biofilmbildung involviert sind. Die direkte Interaktion von Embp und
PIA wurde unter Verwendung rekombinanter Proteine sowie gereinigtem PIA in
einem Festphasen-Immunassay untersucht. Hier konnten Hinweise flr eine spezi-
fische Wechselwirkung zwischen Embp und PIA nachgewiesen werden. Weitere
Untersuchungen zeigten aber auch, dass fir die Bindung von PIA auf der Zellober-
flache weitere Faktoren notwendig sind. Diese werden jedoch offenbar in Abhangig-
keit von den Wachstumsbedingungen differentiell exprimiert.

AuBerdem sollte in dieser Arbeit die dynamische Modifikation der Embp-vermittelten
Biofilmbildung in 1585 und 1585-Ra durch Proteasen untersucht werden. Hierzu
wurden mittels Phagentransduktion die Transduktanten 1585M15 und 1585-RaM15
geschaffen, in denen die funktionelle Inaktivierung des alternativen Sigmafaktors
SigB zu einer Heraufregulierung der Proteasenexpression flhren sollte. Die Mutante
1585-RaM15 wies einen biofilmnegativen Phanotyp auf. Untersuchungen mittels
Skim-milk-Hydrolyseagars widerlegten jedoch die Hypothese, dass der Grund hierflir
eine proteolytische Degradation von Embp durch heraufregulierte Proteasen sei.
Vielmehr konnte in Transkriptionsuntersuchungen gezeigt werden, dass die Inakti-
vierung von SigmaB in 1585-Ra zu einer Herabregulation der embp-Expression fiihrt.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass im Rahmen dieser Arbeit erst-
malig Hinweise flr eine spezifische Interaktion zwischen Komponenten der Biofilm-
matrix und spezifischen S. epidermidis-Oberflachenstrukturen gefunden werden
konnten. Die Integration von S. epidermidis in die komplexe Biofilmarchitektur ist
jedoch ein multifaktorielles Geschehen. Durch die Darstellung weiterer hieran
beteiligter Strukturen ist zu erwarten, dass zukiinftig neue Ansatze fir die Therapie
und Prophylaxe von S. epidermidis-Infektionen gefunden werden kénnen.
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7 Anhang

7.1 Abklrzungsverzeichnis

As70 Absorption gemessen bei einer Wellenlange von 570 nm
CDC englisch: Centers for Disease Control and Prevention
CFU koloniebildende Einheiten (englisch: colony forming units)
cm Zentimeter

Da Dalton

DNA Desoxyribonukleinsaure (englisch: desoxyribonucleic acid)
dNTP Desoxy-Nukleotidyl-Triphosphat

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA englisch: enzyme linked immuno sorbent assay

Embp englisch: extracellular matrix binding protein

ica interzellulare Adhasion (intercellular adhesion)

1S256 Insertionselement 256

KNS Koagulase-negative Staphylokokken

M Mol

MHK Minimale Hemmkonzentration

min Minute

ml Milliliter

I Mikroliter

pMm Mikrometer

ng Nanogramm

nm Nanometer

ODeoo Optische Dichte bei 600nm Referenzwellenlange
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PBS

PCR

PIA

RNA

TSB BBL

TSBY

m

v/v

w/v

Phosphatgepufferte Salzlésung (englisch: phosphate
buffered saline)

Polymerase-Kettenreaktion (englisch: polymerase chain
reaction)

interzellulares Polysaccharid Adhasin (englisch:
polysaccharide intercellular adhesin)

Ribonukleinsaure (englisch: ribonucleic acid)

Trypton Soja Briihe (englisch: trypticase soy broth) der
Firma Becton Dickinson, Cockseyville, MD, USA
Trypton Soja Briihe ohne Glukose

enzymatische Einheit (englisch: unit)

Umdrehungen pro Minute (englisch: rounds per minute)
Sekunde

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen
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