UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF

Institut fur Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene

Prof. Dr. med. Martin Aepfelbacher
Institutsdirektor

Charakterisierung des Accumulation associated Proteins (Aap) bei
der S. epidermidis Biofilmbildung:
Interaktionspartner und Funktionelle Aktivierung

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg

vorgelegt von:

Christoph Matthias Burdelski
aus Hannover



Angenommen von der Medizinischen Fakultét am: 02.08.2011

Verdffentlicht mit Genehmigung der medizinischen Fakultét der Universitit Hamburg

Priifungsausschuss, der/die Vorsitzende: ~ PD Dr. H. Rohde
Priifungsausschuss, 2. Gutachter/in: . PD Dr. J.-M. Pollok . -

Priiﬁmgsausschuss, 3. Gutachter/in: Prof. Dr. P.-M. Kaulfers




Inhaltsverzeichnis

INhaltSVErZEeiChIIS ... 1
1 EiDIEIUNG ..ot ss s s sssssssssssssssnssssssnsssssssssssssnssssnsssassnssssnsssassnssssssnnsss 5
1.1 Implantierbare Fremdmaterialien in der modernen Medizin ......ccoouneeneereensererennenne 5
1.2 Taxonomie der StaphylOKOKKEN ...t ssseseens 6
1.3 Pathogenese fremdmaterialassoziierter S. epidermidis Infektionen.........ccoueerrennee 8
1.3.1  Primare AdhESION ..c.occveceeeerereesseesessersessesssessesssssssessesssessesssesssssessssssesssssssssssssssssssssessssssesass 10
1.3.2 Die akkumulative Phase der S. epidermidis Biofilmbildung.........cccoeeverrerreereesrennenn. 11
1.3.3 PIA-unabhingige Mechanismen der S. epidermidis Biofilmakkumulation........... 13
1.3.4 Das Accumulation associated Protein (AQP) ......ooerermsmmeseessessesessessesssssssssssssssessenss 15
1.3.5 Limitierte Prot€0lySE VON AQD ...cceerereereesssserssessesessessessssssssssssssssssessessessssssssssssssssssssseans 16
1.3.6 Bedeutung der Aapr Isoform fiir die S. epidermidis Biofilmbildung..........ccceuuun.... 16

2 Material und Methoden ... ——————————— 19
00 B =) - | PP 19
2.1.1 Chemikalien und EINWEZATtIKE] .......ccvurirrrersrrrenrereresressessessssssssesesessessessssssssssssssssssesseases 19
2.1.2  LaDOTEETALC ..eueueereerersersesssessessessessessesssssssssssss s sssssse s sss s st ssssassaneanes 22
2.1.3  NEANTMEAIEN «oeueeeeeeeeseeeessersessesssessees s sesssessess s sss s ssss s s ssses e ssssssessssssesssssesass 23
2,14 LOSUNZEN c.eueeeeuseessessessssssessessssessesssssssessesssssssessessssssssssesssssssessssssssssesssssssessesssssssessessssssssssesssens 24
2.1.5 BaKterienStAMIME ...coveueerceseesreseesrerseessessessesssessesssesseessesssessssssessesssesssessessssssssssssssessssssessesssesass 28
2.1.6  StaMMSAMIMIUNG ..ot s s sneas 28
2.1.7  E. COLI-STAIMINIE ....oreeeeemreeeesreessesseessessesssesssssesssessessses s s ssessssssessssssesssssssesssens 29

B T V<Y 0] () PP 29
2.1.9  OliONUCIEOLIAC .....curevreererrreeereesesesseasessesssssss e sses s s sss s s s assaneanes 29

2.1.10 pENTRTM /D-Topo-Vektoren und resultierende

DT W T (0] 4 R =] (o) ) o PP 31
200 R N 5 17474 1 LT 32
2.2 Allgemeine mikrobiologiSChe Arbeiten..... e ssssssssssssseaes 33
2.2.1  BakterienKultiVIETUNG.....ouoeeeereureureeressessessssssssssssessessesssssssssssssssssssssssssssessesssssssssssssssssssssssseanes 33
A 2 3 10 1 0 L] PP 33
2.2.3 Bestimmung der Bakteriendichte in FIissigmedien .......ooeoerenernesneensessensessessenes 33
2.2.4  GraAMPTAPATALE c.uvererreerereeesressesssessessessssessessssssessessssssssssssssssssessssssssssesssssssessesssssssessesssssssssesssnes 33
2.2.5  ImMMUNTTUOTESZENZ-TEST ..o rruereerrercesrereesrerses e s ssses s sesssssssessssssesssssesass 34



2.3 Molekularbiologische Arbeiten mit DNA.......conennninsesesesessssessesssssssssssseseaes 35

2.3.1 Préparation chromosomaler DNA........conmneenmnesnssessssssesesesssssssssssssssssssssseaes 35
2.3.2  PlasmidPraParation .......oeeeoesessessssssssssssssssssssssessessessssssssssssssssssssssssessesssssssssssssssssssssassanes 35
2.3.3  Agarose-GeleleKtIOPNOTESE. .....vuuruerrerreersesseseesesessessessesssssessssssssssssessessessessssssssssssssssssesseses 35
2.3.4 DNA-Spaltung mittels Restriktionsendonukleasen (REN) ......ccooveneneerieneensensesnenns 36
2.3.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR).....oeenerenrneinssnesssessseesesesessessessssssssssssssssseanes 36
2.3.6 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen .........ooreneereereeneessesnennes 38
2.3.7  SEQUENZANALYSE ...eovuerrerrerrseeeseesessessessssssssssssssssssssssssessesssssssssssssssssssssssssssessessssssssssssssssssssssaseanes 38
2.4 Klonierung mit Gateway-Technologie ™ (INVItrogen) ........cemeenemmensesssessesssessesnns 39
2.4.1 Direktionale Klonierung von PCR-Produkten........c.oommemenensennesenesnessssssessessessessenes 39
242 Clonase-ReEaAKIION .....c.cueeueeereesrereesressessesssessesssessssssssssessssssessssssesssessesssssssssssssssssssssessesssesass 39
2.4.3 Transformation von Plasmiden 1N E. COli.eesesessessesssessesssssessesssesnes 40
2.4.4 Transformation in einen optimierten Protein-Expressionsstamm.........oeencesnennes 40
2.5 Proteinchemische Methoden ... 40
2.5.1  PllOtEXPIESSION cuveurrurerreererseseesessessesseasssssssssssssssssssssssessesssssssssssssssssssssssssssessessssssssssssssssssssssseaes 40
2.5.2 Expression reKombinanter PrOtEINE......courrenrererenersessssssssssseesesessessessesssssssssssssssssseases 41
2.5.3 Quantitative Proteinmengenbestimmung nach Bradford.........ccccoenemereeneeneeneennennes 41
2.5.4 SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat) -PAGE(Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese) .....41
2.5.5 Herstellung von 8 % SDS-GeleN...rerrreereerrerreessersessessressesssessessesssessessssssessssssessesssesnss 42
2.5.6 SDS-Polyacrylamid-GeleKrophorese.......reneeneenssnssssesesesesessssssssssssssssssessens 43
2.6 Nachweis von Proteinen in SDS-PAGE ... crcseeresesessesseessessessessessesssennas 43
2.6.1  CoOMASSIC-FATDUNG ..covvvriereeeirireesetse ettt aneanes 43
2.6.2  SIDEIr-FArDUNG.....ccooereresereessirstsieses st ssssss st sasssens 44
2.6.3  WESLEIN-BlOt ..o ssses s sses e sensesans 44
2.7  Affinitatschromatographie ... sssssssans 45
2.7.1 Aufreinigung rekombinanter Proteine mittels HiS-Tag ......c.ccnermenmeenmeneensesnnens 45
2.7.2  Aufreinigung mit HiS-Trap-SAUIeN......covrcerrenrererisersessessssssssesesessessesssssessssssssssssssesnes 46
2.7.3  PrODENANALYSE....ocreereereerersieseeeesessesessssse st sssss s bbb aneanes 47
2.7.4 Liganden-Identifikation mittels HiTrap NHS-activated HP Saulen........ccocvvuennee 47
8 T €111 L =Y (0 ) LTSN 49
2.9 Produktion spezifischen Kaninchen-AntiKOrpern. ... 49
2.10 Praparation von S. epidermidis Oberflaichenproteinen........neeneens. 51
2.10.1 Préparation zellwandgebundener Staphylokokken-Proteine.........ccourereeneesresnennes 51
2.10.2 Pridparation zellwandassoziierter Staphylokokken-Proteine........ccooovereereeseensesnennes 51



2.10.3 Prédparation zellwandassoziierter Staphylokokken-Proteine mittels

L0 U3 1Te] 1 - 1 PPN 51
2.11 Markierung von ProteiNen ... issessesseseseessessessssssssssssessesssssssssssssssssssssssseanes 52
2.11.1  Biotin-Marki@TUN .....ocouereeeerereuressessessssssssssssssesessesssssssssssssssssssssssssssessessssssssssssssssssssssaseanes 52
2.11.2  PeroXidase-MarkiCIUNG . .....couueureurerressesssessessesesessessesssssssssssssssssssssssessessssssssssssssssssssssaseanes 53
2.12 Proteasen-CharaKteriSIEIUNG ......ceeenesenesesesssssesssssssssssssessessssssssssssssssssssssseanes 53
2.12.1  ZYMOGIAPNIC ... curererrirrirssesessesessessesssssssssssssssss s ssssssssssss st ssssssesssssssssssssssssssssssssaseanes 53
2.12.2  SDS-ZYMOZIAPNIC c.vuerierrrrrererresressessessssssssssssssssessesssssssssssssssssssssssssssessessssssssssssssssssssssassanes 53
2.12.3  ReVerse ZyMOZIAPNIC....uueereureurersessssssssssssssssssessesssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssassanes 54
2.13  IsoelektrisChe FORUSSIEIUNG ......cccvrireereereensinnesissisesesessessesssssssssssesessesssssesssssssssssssssesseanes 54
2.14 Proteinidentifikation mittels MassensSpektrometrie ... ...nenenesssensesseesseenns 54
2.15 Protein- InteraktionSanalySemn.......cnneneneneeessessessssssessssesesessessessssssssssssssssseanes 54
2.15.1  Far-Western-BlOt ... sessessesssessesssesssessessssssessssssssssssssessesssesass 55

L ) 11 L O 56
3.1 Erzeugung rekombinanter Aap (rAap) ADSCHNILLE .....ccoereeermeereesreesseerseersersessseesseeenees 56
3,101 KIONICTUNZSSITALEZIC .c.uueereureessesseesrerseessesseessesssessesssesssessesssessesssessssssesssessssssessssssesssesssssssssssseens 56
3.2 Expression und Aufreinigung der rekombinanten Proteine.........coooeenneeneeeneeennees 57

3.3 Beeinflussung der Biofilmbildung bei S. epidermidis durch rAappoma und

T A @D DOMB- +esresersessesseseesessesssssssessessssessessessssessessesessessesssssssesssssssessesssssssessessssessessessssessessssssasssessssnssesssssssnssessssssaes 60
3.4 Gelfiltration der TAADPDOmB- cerrerreessresesssessesssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssnsns 61
3.5 LigandenbindungSassay ... menssninsssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssaseans 62
3.5.1 Identifizierung potentieller rAappomp—Liganden mittels
AfINitatSChrOMAtOZIAPNIC ..cvucececeeereerereeser et neaes 63
3.6 CharaKkteriSierung VON AQSITA ... isiseesesssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssseans 67
3.6.1 Rekombinante Expression von AaStrA (TAQStIA) .enenenenenseseesesssssssssessesenns 67
3.6.2 Untersuchung des Einflusses von rAaStrA auf die
S. epidermidis BiOfIIMDIIAUNG ..ot essesesesssssessessesssssssssssssssessens 70
3.7 CharaKkteriSierung VON FAQDDOMA « e eeeresressesssssssssessessessessessssssssssssssssssessessesssssssssssssssssssaseans 74

3.8 Untersuchung der proteolytischen Aktivitit rekombinant exprimierter

Domaéne-A von Aap mittels Zymographie......nneenessssssssessesesessssssssssssssssssssseaes 75
3.9 Bioinformatische Analyse der AQPDomine A eeeesmmesrmssmesmmsnmesssessessssssssssssssssesssssssssssssens 77
3.10 Charakterisierung der proteolytischen Aktivitdt vOon Aappomine-A «eeeeseeseeseessessense 78



4 D IS KU S SION uuuuumerrrasssnnsrrrsssssnsssssssssnsssssssssnsssssssssssssssssssnsssssssssnsssssssssnsssssssssnnsssssssnnnnssssssnnnnsnssssnnnnns 80

4.1 Funktion definierter Aap-Subdomanen bei der Biofilmbildung von S.

EPIAETINIAIS 5179-R 1.ttt 82
4.2 AQD-BiNAUNZSPATTINET ..coverririrerereresresressessessssssssssssssessesssssessesssssssssssssssssssssessessesssssssssssssssssesens 83
4.3 Eigenschaften, Funktion und Bedeutung von AaStrA ... 87
4.4 Bedeutung der autoproteolytischen Aktivitat bei der Aktivierung von Aap......... 90
5 ZuSammeNnfaSSUNE ....cccoursmsmssssmssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssassssasans 93
6  ADKUrzungsverzeiChmis ... ssssssssssssssssssssssssssssssssssasas 95
6.1  Pra- UNA SUFEIXE oot sesssessess s ssss s s sss s s s ss s sssessssssns 96
7 AbbildungsverzeiChnis......ss————————————————— 97
8 LiteraturverzeiChmis ... 98
O DaANKSAGUIIG....cousussmsmsussmsmssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssnsssssssssssssssssss 113
10  LebenSlauf... i 114
11 Eidesstattliche ErKIArung .......mmsmsssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 117



1 Einleitung

1.1 Implantierbare Fremdmaterialien in der modernen Medizin
Der Einsatz von implantierbaren Fremdmaterialien ist heute ein integraler Bestandteil

der modernen Medizin. Hierbei werden Fremdmaterialien fiir den tempordren oder
permanenten Ersatz von Organfunktionen eingesetzt. Typische Beispiele héaufig
verwendeter Materialien sind Venenverweilkaniilen, zentrale Venenkatheter,
Liquorableitungen, kiinstliche Herzklappen, Linsen und Gelenkendoprothesen. Ein
wesentliches Problem der Implantation eines Fremdkdrpers ist das Auftreten von
Infektionen (Darouiche, 2004). Die Zahl fremdmaterialassoziierter Infektionen betragt,
bei einer implantatabhidngigen Infektionsrate von 4 — 6 %, allein in den USA etwa
240.000 / Jahr (Darouiche, 2004). In Deutschland wird mit etwa 100.000
implantatassoziierten Infektionen pro Jahr gerechnet (Mack et al., 2004) (siche Tabelle
1-1).

Tabelle 1-1 Ubersicht iiber implantierte Fremdmaterialien und die Zahl der
assoziierten Infektionen in Deutschland

Art des Fremdmaterials Anwendungshaufigkeit Geschétzte Zahl der
(n/Jahr) Infektionen (n/Jahr)
Zentrale Venenkatheter 1.750.000 17.500 — 87.000
Prothetische Herzklappen ~ 18.000 150 - 1.000
Hiiftendoprothesen 222.000 ~ 4000
Knieendoprothesen 60.000 <600 —3.600
Liquorableitungen 10.000 200 —2.000
Kiinstliche Linsen ~300.000 <300-900
Herzschrittmacher 70.000 700 —2.100

Grundsitzlich konnen sowohl grampositive als auch gramnegative Bakterien im
Kontext fremdkdrperassoziierter Infektionen isoliert werden. Charakteristisch ist, dass
es sich bei den nachgewiesenen Erregern meist um Bakterien der patienteneigenen Flora
handelt, so dass diese Infektionen demnach endogenen Ursprungs sind (Geipel and

Herrmann, 2005, Mack et al., 2006) (Tabelle 1-2).




Tabelle 1-2: Epidemiologie implantatassoziierter Infektionen: typische Erreger
und deren natiirlicher Standort

Spezies Endogenes Reservoir

Grampositive Kokken
S. aureus Nasopharynx

S. epidermidis Haut, Nasopharynx

Gramnegative Stibchen
Enterobacteriaceae (E. coli, Klebsiella sp.,

Enterobacter sp., Morganella sp.,

Serratia sp.), Gastrointestinaltrakt

Pseudomonas aeroginosa Nosokomial, Gastrointestinaltrakt
Pilze

Candida-sp. Respirations-, Gastrointestinal- und

weiblicher Genitaltrakt

Wichtigste im Kontext fremdmaterialassoziierter Infektionen nachgewiesene
Erregergruppe sind Koagulase-negative Staphylokokken (KNS). Haufigster Erreger ist
S. epidermidis.(Rupp and Archer, 1994, Wisplinghoff et al., 2003a)

1.2 Taxonomie der Staphylokokken
Staphylokokken sind grampositive Haufenkokken. Sie haben einen Durchmesser von

0,5-1,5um, bilden keine Sporen und sind Cytochrom-Oxidase negativ. Aufgrund ihrer
biochemischen Eigenschaften konnen 39 verschiedene Gattungen unterschieden
werden. Anhand der Fihigkeit, das Enzym Koagulase zu bilden, werden sie in die
Gruppen der koagulasepositiven und koagulasenegativen Staphylokokken (KNS)
eingeteilt. Die einzige humanpathogene, koagulasepositive Staphylokokkenspezies ist S.
aureus, der haufigste Vertreter der koagulasenegativen Staphylokokken ist S.
epidermidis. Wahrend S. aureus als humanpathogener Erreger schon lange bekannt ist,

wurde zunéchst einzig S. saprophyticus als typischer Erreger von Harnwegsinfektionen



bei jungen Frauen als humanpathogener Keim angesehen. S. epidermidis hingegen galt
lange Zeit als harmloser Kommensale auf Haut und Schleimhéuten (Rohde et al., 2010).
Im Verlauf der letzten 30 Jahre musste diese Sichtweise jedoch grundlegend revidiert
werden. Heute zdhlen auch andere KNS, und hier insbesondere S. epidermidis, zu den
wichtigsten Erregern von nosokomialen Infektionen (Goldmann and Pier, 1993, Rupp
and Archer, 1994, Vincent et al., 1995). Daten des Centers for Disease Control (CDC)
und des National Nosocomial Infections Surveillance System (NNIS) zeigen, dass KNS
zu den 5 héaufigsten Erregern nosokomialer Infektionen gehoren (Karlowsky et al.,
2004). Es werden heute circa 40 % aller nosokomialen Bakteridmien (Karlowsky et al.,
2004, Wisplinghoff et al., 2003b, Vincent et al., 1995, Wisplinghoff et al., 2003a, de
Silva et al., 2002, Steinbrink and Frommelt, 1995) durch KNS verursacht. Zudem sind
KNS bedeutende Erreger postoperativer Wundinfektionen auf Intensivstationen (Rupp
and Archer, 1994, Mack et al., 2001). Als typische Risikofaktoren fiir die Entwicklung
einer Infektion durch KNS konnten unter anderem maligne Grunderkrankungen,
Chemotherapie, Leukopenie, Friihgeburtlichkeit, Knochenmarkstransplantation und
eine HIV-Infektion erkannt werden (Goldmann and Pier, 1993). Fiinfundsiebzig Prozent
der Infektionen durch KNS entstehen jedoch in direktem Zusammenhang mit der
Implantation von Fremdmaterialien (Fidalgo et al., 1990). Die tempordre oder
permanente Implantation von Fremdmaterialien wie zentralen Venenkathetern,
kiinstlichen Herzklappen, Liquorableitungen oder Gelenkprothesen kann daher als der
iiberragende Risikofaktor fiir die Entstehung einer KNS-Infektion betrachtet werden
(Darouiche, 2004).

Eine Therapie der fremdkorperassoziierten S. epidermidis—Infektionen gestaltet sich
schwierig. Es handelt sich in der Regel um persistierende, chronisch verlaufende
Infektionen. Eine antibiotische Therapie weist nur sehr schlechte Ansprechraten auf, da
es sich bei den S. epidermidis Isolaten in 90 % der Félle um methicillinresistente
Stamme handelt (Hanberger et al., 2001), was die primére antibiotische Therapie stark
einschrankt. Auch zunichst als sensibel getestete Antiobiotika zeigen im klinischen
Alltag nur geringe Ansprechraten (Darouiche, 2004, Geipel and Herrmann, 2005,
Davenport et al., 1986, Diaz-Mitoma et al., 1987). Als einzige wirklich wirksame
Therapie bleibt daher haufig nur die Entfernung und Ersatz des implantierten
Fremdkorpers (Geipel and Herrmann, 2005, Darouiche, 2004, Lentino, 2003).

Das erhebliche klinische Problem fremdkorperassoziierter S. epidermidis Infektionen ist

ein  entscheidender = Beweggrund, die = molekularen = Mechanismen  der



Fremdkorperbesiedlung zu untersuchen. Letztendlich ist das Ziel dieser Bemiihungen,
neue Wege in der Diagnostik, Prophylaxe und Therapie der fremdkorperassoziierten
Infektionen zu finden (Rohde et al., 2007, Gotz, 2002, O'Gara, 2007, Fitzpatrick et al.,
2005b).

1.3 Pathogenese fremdmaterialassoziierter S. epidermidis Infektionen
Friihe elektronenmikroskopische Aufnahmen von ex vivo gewonnen Kathetern zeigten,

dass S. epidermidis Fremdkorperoberflichen in Form von fest haftenden, mehrlagigen
Bakterienkonsortien, so genannten Biofilmen, besiedelt wird (Peters et al., 1982).
Herausragendes Charakteristikum ist hier, dass die Bakterien in einer selbst
synthetisierten Matrix eingebettet sind (Hall-Stoodley et al., 2004) (Abbildung 1).

Die Fihigkeit zur Biofilmbildung ist in der Natur weit verbreitet und findet sich nicht
nur bei grampositiven Bakterien, sondern auch bei gramnegativen Erregern, zum
Beispiel Pseudomonas species (Drenkard and Ausubel, 2002) und Pilzen wie Candida

albicans (Douglas, 2003).

Abbildung 1-1 REM Aufnahme eines Biofilms

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines mit dem prototypischen S. epidermidis Isolat 1457
infizierten Fremdkorpers nach 18 h Inkubation (Harris and Martin, 1987). Zu erkennen sind
mehrschichtige Zellhaufen, die in einer extrazelluldren Matrix eingebettet sind.

Die Entstehung eines Biofilmes liisst sich in zwei Phasen untergliedern. Zunéchst
adhiirieren freie Bakterienzellen an die zu besiedelnde Oberfléiche iiber
Adhisionsmolekiile der sogenannten primiren Adhésion. Nachfolgend kommt es
zur Akkumulation und Reifung der Bakterienarchitektur (siehe



Abbildung 1-2), wobei die meisten Bakterien den direkten Kontakt zur Oberfldche
verloren haben und nur liber interzellulire Adhidsion in diesem Zellverband gehalten

werden.
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Abbildung 1-2 Biofilmbildung

Schematische Darstellung der Biofilmbildung von Staphylokokken, mit Darstellung der typischen Phasen
der Biofilmbildung (nach (Rohde et al., 2010)

Nach der primidren Adhidsion (Attachment) bilden die Bakterien eine mehrschichtige
Biofilmarchitektur. Durch bislang nicht bekannte Prozesse kann es zur Losung einzelner
Zellen aus dem Biofilm kommen (Detachment). Man nimmt an das es S. epidermidis

dadurch gelingt neue Absiedlungen zu realisieren.

1.3.1 Primire Adhision

Die Primdre Adhédsion der Staphylokokken an Polymeroberflichen ist ein komplexer
Vorgang, welcher durch unspezifische und spezifische Faktoren vermittelt wird.
Unspezifische Faktoren mit FEinfluss auf die primidre Adhédsion sind die
Oberflachenbeschaffenheit des Fremdkdrpers, Hydrophobizitit und die Ladung des
Materials (Ludwicka et al., 1984, Hogt et al., 1985, Mack et al., 2001).

Als spezifische Faktoren werden vor allem bakterieneigene Strukturen bezeichnet, die
mit extrazelluliren Matrixproteinen des Wirts interagieren kdnnen. Proteine wie zum
Beispiel Fibronectin, Fibrinogen, Vitronectin und Kollagen werden im so genannten
Prozess der Konditionierung schon kurz nach Implantation auf die
Fremdkorperoberfliche aufgelagert. Diese stehen nach der Anlagerung an die
Fremdkorperoberfliche den bakteriellen Adhésionsfaktoren als Interaktionspartner zur
Verfiigung (Gristina et al., 1987). Es konnten bereits verschiedene S. epidermidis
Oberflachenproteine, die mit diesen extrazelluliren Matrixproteinen interagieren,
beschrieben werden. So konnte gezeigt werden, dass die Autolysine AtIE und Aae
sowie mehrere weitere, bislang nicht ndher charakterisierte S. epidermidis-
Oberflachenproteine, vitronectinbindende Aktivitdt besitzen (Heilmann et al., 2003,

Heilmann et al.,, 1997, Li et al.,, 2001). Die Bindung von S§. epidermidis an
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fibrinogenbeschichtete Oberflaichen wird durch das 119 kDa Fibrinogen binding protein
Fbe (SdrG) vermittelt (Nilsson et al., 1998, Pei et al., 1999). Das 1 MDa Extracellular
matrix binding protein Embp bindet an Fibronektin und scheint die Bindung von S.
epidermidis-Zellen an entsprechend konditionierte Oberflichen beteiligt zu sein
(Williams et al., 2002, Christner et al., 2010). An der Interaktion mit Fibronektin sind
auch Teichonsduren, direkt oder indirekt, beteiligt (Hussain et al., 2001). SchlieBlich
gibt es Hinweise, dass die S. epidermidis-Lipase GehD die Bindung an Kollagen
vermittelt (Bowden et al., 2002).

Nachdem durch den Prozess der primédren Adhésionen erste Bakterien an die
Fremdkorperoberfliche adhidriert haben, beginnt die akkumulative Phase der
Biofilmbildung, in welcher sich die komplexe, dreidimensionale Architektur des

Biofilms entwickelt.

1.3.2 Die akkumulative Phase der S. epidermidis Biofilmbildung
Die akkumulative Phase ist hauptsdchlich durch die Synthese einer polymeren,

extrazelluldiren Matrix gekennzeichnet. Sie trdgt durch die Vermittlung interzellulérer
Adhésion entscheidend zur Stabilitit des bakteriellen Biofilms bei. Wie auch bei der
primdren Adhésion sind an der Biofilmakkumulation unabhéngige Molekiile funktionell

beteiligt.

1.3.2.1 Polysaccharid-abhingige Biofilmbildung
Als Hauptbestandteil der extrazelluldren Biofilmmatrix wurden lange Zeit vor allem

Polysaccharide beschrieben. Als deren zentrale Komponente konnte das polysaccharide
intercellular adhesin (PIA) identifiziert werden (Mack et al., 1992, Mack et al., 1996a).
PIA ist ein lineares Homoglykan, welches aus durchschnittlich 130 -(1,6)-glykosidisch
verkniipften N-Acetylglucosaminyleinheiten besteht (Mack et al., 1996b, Sadovskaya et
al., 2005). Die PIA-Synthese wird durch die Translationsprodukte des icaADBC
(intercellular adhesion ADBC) Lokus vermittelt (Heilmann et al., 1996b, Gerke et al.,
1998, Vuong et al., 2004b). Dem ica-Operon ist das Gen icaR vorgeschaltet, welches
fiir einen Repressor der icaADBC-Transkription kodiert (Conlon et al., 2002, Knobloch
et al., 2004). Mittels icaR kann die Expression von icaADBC in iibergeordnete,
regulatorische Systeme integriert werden (Knobloch et al., 2004). Hier scheint der
alternative Sigmafaktor SigmaB eine zentrale Komponente darzustellen (Knobloch et
al., 2004, Knobloch et al., 2001). Daneben sind weitere Regulationssysteme wie Agr,
SarA, LuxS und Quorum-sensing-Systeme entdeckt worden, (Tormo et al., 2005,
Handke et al., 2007, Kong et al., 2006, Xu et al., 2006), die durch Beeinflussung der
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PIA-Synthese die S. epidermidis Biofilmbildung steuern kénnen. Die Transkription von
icaADBC kann zusitzlich durch strukturelle genomische Plastizitit gesteuert werden.
Hierbei kommt es zu einer reversiblen Insertion des beweglich genutzten Elements in
icaC (Ziebuhr et al., 1999).

Desweiteren besteht die Mdoglichkeit der metabolischen Regulation der
Transkriptionsaktivitit (Vuong et al., 2005).

Die funktionelle Bedeutung von PIA bei der Entwicklung von fremdkorperassoziierten
Infektionen konnte im Tiermodell unter Verwendung definierter Mutanten belegt
werden (Rupp et al., 1999, Rupp et al., 2001). Vor kurzer Zeit gelang es zuséitzlich
durch die Etablierung eines Caenorhabditis elegans-Modells die Bedeutung von PIA als
Virulenzfaktor von S. epidermidis zu bestdtigen (Begun et al., 2007). Dabei zeigte sich,
dass sich S. epidermidis durch die Synthese von PIA vor den Effektormechanismen der
humoralen und angeborenen Immunitét schiitzen kann und damit die Moglichkeit zur
Persistenz von S. epidermidis wéhrend einer Besiedlung moglich ist (Foster, 2005,
Vuong et al., 2004b, Vuong et al., 2004a, Kristian et al., 2008).

Die iibergeordnete Bedeutung von icaADBC wird dadurch unterstrichen, dass dieser
Genlokus nicht nur bei S. epidermidis, sondern auch bei vielen anderen KNS und auch
bei S. aureus nachgewiesen werden kann (Cramton et al., 1999, Rohde et al., 2001a,
Rohde et al., 2001b, Kropec et al., 2005, Nilsdotter-Augustinsson et al., 2007, Moretro
et al., 2003). Dariiber hinaus gelang es, bei gramnegativen Bakterien wie E. coli,
Yersinia pestis und A. actinomycetem-comitans icaADBC-homologe Genorte
nachzuweisen. Im Falle von E. coli konnte direkt belegt werden, dass der hier kodierte
Enzymapparat die Synthese eines strukturell mit PIA praktisch identischen
Polysaccharids ermoglicht (Wang et al., 2004, Kaplan et al., 2004). Aus der
Gesamtkonstellation mit der weiten Verbreitung in den verschiedensten
mikrobiologischen Familien wurde geschlossen, dass es sich bei der PIA-vermittelten
interzelluldren Adhdsion um ein generelles Prinzip interzellulirer Adhésion und der
Biofilmbildung bei Bakterien handelt. Tatsdchlich konnte durch epidemiologische
Studien bei S. epidermidis—assoziierten Fremdkorperinfektionen gezeigt werden, dass
icaADBC bei 50-80 % der klinisch-relevanten Isolate nachgewiesen werden kann
(Rohde et al., 2001b, Gelosia et al., 2001, Arciola et al., 2002, Arciola et al., 2001, de
Silva et al., 2002, Vandecasteele et al., 2003b, Chaieb et al., 2005, Kozitskaya et al.,
2005, Ninin et al., 2006, Ziebuhr et al., 1997). Dariiber hinaus waren bei klinisch nicht-

signifikanten, kommensalen S. epidermidis—Isolaten von gesunden Probanden ohne
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Krankenhauskontakt nur in 13-52 % der icaADBC-Genort nachweisbar (Rohde et al.,
2004, Ziebuhr et al., 1997). Vor dem Hintergrund dieser Erkenntnisse wurde postuliert,
dass icaADBC-negative S. epidermidis Isolate im Allgemeinen als apathogen gelten
konnen (Zhang et al., 2003, Yao et al., 2005, Li et al., 2005). Somit schien der
Nachweis von icaADBC ein geeigneter Parameter zur Unterscheidung zwischen
invasiven klinisch-relevanten S. epidermidis—Isolaten von harmlosen Kommensalen
darzustellen (Mack et al., 2006, Yao et al., 2005, Ziebuhr et al., 1997). Zudem wurde
unter der Annahme, dass es sich bei PIA somit um den zentralen Virulenzfaktor von S.
epidermidis handelt, versucht, PIA als Basis eines Impfstoffes nicht nur zur Pravention
von S. epidermidis-, sondern auch von S. aureus-Infektionen zu verwenden (McKenney
et al., 2000, Maira-Litran et al., 2005, Maira-Litran et al., 2004).

Allerdings haben sich in den letzten Jahren die Hinweise darauf verdichtet, dass es sich
bei der Staphylokokken-Biofilmakkumulation nicht um einen monokausalen Prozess,
sondern um ein multimodales Geschehen handelt.

Es konnten bei S. aureus Hinweise fiir die Existenz PIA-unabhédngiger Mechanismen
der Biofilmakkumulation gefunden (Toledo-Arana et al., 2005, Fitzpatrick et al., 2005a,
O'Neill et al., 2007, O'Gara, 2007) und die spezifische Beteiligung des S. aureus Biofilm
associated protein BAP an der PIA-unabhédngigen Biofilmbildung dargestellt werden
(Latasa et al., 2005). In Analogie finden sich auch bei S. epidermidis Hinweise fiir die
Existenz PIA-unabhingiger Mechanismen der Biofilmbildung (Hennig et al., 2007,
Petrelli et al., 2006). Somit ist offensichtlich, dass nicht nur die primdre Adhirenz,
sondern auch die S. epidermidis-Biofilmakkumulation ein multifaktorielles Geschehen
ist.

Im Kontext groBerer epidemiologischer Studien, bei welchen gut definierte invasive S.
epidermidis Stamme untersucht wurden, konnten klinische S. epidermidis Isolate
gefunden werden, welche zwar biofilmpositiv, aber PIA-negativ waren (Ziebuhr et al.,
1997, Frebourg et al., 2000, Vandecasteele et al., 2003a, Klug et al., 2003, Rohde et al.,
2007). In vielen Féllen konnte hier gezeigt werden, dass der Biofilm dieser Stimme auf

der Aktivitidt von Proteinfaktoren beruht.

1.3.3 PIA-unabhingige Mechanismen der S. epidermidis Biofilmakkumulation
Es kann als sicher gelten, dass S. epidermidis PIA-unabhingige Mechanismen fiir die

Ausbildung eines Biofilms nutzen kann. Erst kiirzlich fanden sich Hinweise, dass zum

Beispiel extrazellulire DNA (eDNA) (Steinberger and Holden, 2005, Rice et al., 2007,
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Qin et al., 2007) funktionell an der Biofilmbildung beteiligt ist. Daneben zeigten schon
friihe Untersuchungen, dass auch Proteine in der extrazelluliren Biofilmmatrix
vorhanden sind (Hussain et al., 1993). Diese wurden, wie oben beschrieben, jedoch
insbesondere mit der primdren Adhdsion in Verbindung gebracht (Rohde, 2006).
Eindeutige Hinweise fiir eine zusitzliche Funktion definierter Oberflichenproteine bei
der Biofilmakkumulation wurden durch Untersuchung des S. epidermidis Stamms 5179-
R1 erbracht. Der biofilm-positive Stamm S. epidermidis 5179-R1 wurde durch Passage
und Selektion adhdrenter Bakterien aus dem klinisch-relevanten, in vitro Biofilm- und
PIA-negativen S. epidermidis-Isolat 5179 (Rohde et al., 2001a) erzeugt. Zwischen
beiden Stammen fand sich kein substanzieller Unterschied in der primédren Adhésion,
jedoch bildete S. epidermidis 5179-R1 makroskopisch sichtbare Zellhaufen. Durch
einen Agglutinationsassay mit PIA-Antiserum konnte eine PIA-Bildung ausgeschlossen
werden (Rohde et al., 2005a), so dass hier offenbar PIA-unabhingige Mechanismen der
interzelluldren Adhédsion wirksam sein miissen. Der Biofilm des Stammes 5179-R1
konnte durch Proteinase K-Behandlung, nicht aber durch Natrium-meta-Periodat
zerstort werden. Dies lies auf eine rein proteinabhingige Form der Biofilmbildung
schlieBen. Durch SDS-PAGE-Analyse der Oberflachenproteine von S. epidermidis 5179
und 5179-R1 konnten 3 unterschiedliche Banden identifiziert werden (siche Abbildung
1-3). S. epidermidis 5179 hatte eine 220 und eine 180 kDa Bande, welche bei S.
epidermidis 5179-R1 sehr viel schwiécher sichtbar waren. Dafiir erschien hier eine neue
140 kDa Bande. Durch Massenspektrometrie konnten alle drei Banden dem
Accumulation associated protein (Aap) zugewiesen werden (Hussain et al., 1997, Rohde
et al., 2005b). Die Massenspektrometrie-Daten wurden durch Western-Blot-Analysen
bestétigt.
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Abbildung 1-3 Aap Isoformen

(A) Analyse von Zellwand-assoziierten Proteinen der Stimme S. epidermidis 5179 und 5179-R1 (Rohde
et al., 2005b) .Wihrend der biofilm-positive Stamm 5179-R1 zwei 220 und 180 kDa grof3e Proteine
schwicher bildet (kleine Pfeile), fallt eine zusidtzlich, beim biofilm-negativen Stamm 5179 nicht
nachweisbare, 140 kDa Bande auf (groBer Pfeil). Durch Massenspektrometrie konnten diese Proteine als
Aap identifiziert werden. (B) Schematische Darstellung von Aap und den beiden Hauptdominen A und B
(=G5 repeat domain). Durch N-terminale Sequenzierung konnte der Beginn des 140 kDa Aap-Isoform an
Position 596 des nativen Aap festgelegt werden. Die Zahl der G5 Domaénen ist variabel und kann zur
Typisierung von S. epidermidis genutzt werden (Monk and Archer, 2007). E, Exportsignal; L, LPXTG
Motiv; Bp, partieller repeat.

1.3.4 Das Accumulation associated protein (Aap)

Durch Sequenzierung von aap bei S. epidermidis 5179 konnte ein offener Leserahmen
von 4521 Nukleotiden gefunden werden. Auf Aminosduren-Ebene zeigt es einen
charakteristischen Aufbau: N-terminal beginnt Aap mit einem Exportsignal, gefolgt von
einer aus 564 Aminosduren bestehenden Domiédne A, welche eine strukturelle
Homologie zu dem S. aureus Protein SasG aufweist. Darauf folgt eine Doméne B
bestehend aus 5,5 identischen Repeat-Doménen, bestehend aus 128 Aminoséduren. Der
C-Terminus wird aus zwei hypothetischen Kollagen-Triple-Helix-Motiven gebildet,
denen sich ein LPXTG-Motiv anschlie3t, welches als Zellwandanker bei grampositiven
Bakterien fungiert (Navarre and Schneewind, 1999).

Besonders interessant erscheinen hier die in die repetitive Domédne B eingebetteten G5-
Domiénen, welchen zum einen eine theoretische N-Acetyl-Glucosamin-Bindung
zugeschrieben wird und zum anderen zur allosterischen Regulation von Enzymaktivitdt
und Co-Faktor-Bindung dienen kénnen (Bateman et al., 2005). Die bei S. epidermidis
5179-R1 gefundene trunkierte 140 kDa Isoform (Aapr) bestand im wesentlichen aus der

Domaéne B.
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1.3.5 Limitierte Proteolyse von Aap
Als Ursache der Entstehung der verkiirzten Aap-Isoform Aapr bei S. epidermidis 5179-

R1 konnte eine spezifische proteolytische Prozessierung des vollstindigen Aap
dargestellt werden. Wiahrend durch den breiten Proteaseinhibitor a—2Makroglobulin
eine Inhibition der Prozessierung beobachtet wurde, konnte durch Zugabe des
Cysteinproteaseinhibitor E64 keine Inhibition nachgewiesen werden. Hieraus wurde die
Vermutung abgeleitet, dass die Prozessierung durch eine Serin- oder Metalloprotease
erfolgen muss. Hierbei ist die Aap-Prozesserung offensichtlich von ausschlaggebender
Bedeutung fiir die interzelludr adhdsive Funktion des Molekiils, da durch eine Inhibition
der Prozessierung auch die Biofilmbildung des Stamms S. epidermidis 5179-R1
gehemmt werden konnte. Interessanter Weise kann die Prozessierung und hieraus
resultierende Induktion der S. epidermidis Biofilmbildung nicht nur durch
staphylokokkeneigene, sondern auch Wirtsproteasen wie Trypsin und Elastase erfolgen

(Rohde et al., 2005b).

1.3.6 Bedeutung der Aapr Isoform fiir die S. epidermidis Biofilmbildung
Ein erster Anhalt fiir die funktionelle Bedeutung von Aap war durch

Biofilminhibitionsexperimente generiert worden. Hier hatte sich gezeigt, dass die
Biofilmbildung des Stamm S. epidermidis 5179-R1 durch Zugabe eines anti-Aap
Antiserums spezifisch gechemmt werden konnte. Evidenz fiir die funktionelle Bedeutung
der Aap-Doménen wurde durch genetische Ansdtze gewonnen. Nach in trans
Uberexpression von Aapr in im biofilmnegativen S. epidermidis-Isolat 1585 konnte ein
biofilmpostiver Phianotyp nachgewiesen werden (Rohde et al., 2005b) (sieche Abbildung
1-4).
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Abbildung 1-4 Einfluss der Aap-Isoformen auf die Biofilmbildung

Biofilm-Assay fiir das S. epidermidis Isolat 1585, 1585 mit Aapyompier Und 1585 mit dem trunkierten Aap
hier Aappomp. Deutlich zu erkennen ist das nur das trunkierte Aap in Form der Domine B einen Biofilm
bei dem S. epidermidis Isolat 1585 induziert.
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Zielsetzung

Vorarbeiten in unserer Arbeitsgruppe konnten unter Riickgriff auf genetische Methoden
und in trans Expression definierter Aap-Subdomidnen in einem aap-negativen
genetischen Hintergrund die Beteiligung von Aap an der S. epidermidis 5179-R1
Biofilmbildung darstellen. Diese Untersuchungen haben gezeigt, dass die Aap Doméne-
B als Triager der interzelluldr adhdsiven Funktion von Aap zu betrachten ist. Um die
Funktion von Aap bei der S. epidermidis Biofilmbildung weiter zu charakterisieren,
sollten in dieser Arbeit zunichst definierte Aap-Subdominen rekombinant exprimiert
werden. Mit Hilfe dieser rekombinanten Proteine sollten folgende Fragen der Aap-
vermittelten Biofilmbildung bei S. epidermidis untersucht werden:

1. Welchen Einfluss haben rekombinante Aap-Subdoménen auf die Biofilmbildung des
Stamms S. epidermidis 5179-R1?

2. Gibt es spezifische Aap Domine-B Interaktionspartner auf der bakteriellen
Oberflache?

3. Wenn es definierte Aap-Interaktionspartner gibt: Welche Funktion und relative
Bedeutung haben diese fiir die Ausbildung eines biofilmpositiven Phanotyps?

4. Welche Funktion hat die Aap Doméne-A bei der S. epidermidis-Biofilmbildung?
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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-Qualitit

bezogen.

Tabelle 2-1 Materialien

Bezeichnung Verwendung Hersteller
Amicon Ultra-15 Aufkonzentrierung Millipore (Billerica, USA)
Biotinylation Module Biotinylierung GE HealthCare

Bradford-Reagenz

Bovines y—Globulin

Bovines Serum Albumin

Casein, 12 %
Complete, mini
Complete, mini EDTA
free

Cryobank

Genomic DNA
Purification Kit
His-Trap HP 5ml, 1 ml
HiTrap Desalting 5 ml
HiTrap Desalting 5 ml

Proteinquantifizierung
Protein-Konzentrations-
Standard
Protein-Konzentrations-
Standard, Zymographie-
Substrat, Western-Blot-
Block Adjuvanz
Zymographie
Proteaseinhibition

Proteaseinhibition

Stammbhaltung

DNA-Extraktion

Bio-Rad (Hercules, USA)
Bio-Rad (Hercules, USA)

Sigma (St. Louis, USA)

Sigma (St. Louis, USA)
Roche (Basel, Schweiz)
Roche (Basel, Schweiz9

Mast Diagnostica (Reinfeld,
Deutschland)
Quiagen (Hilden, Deutschland)

Affinitdtschromatographie GE Healthcare (Fairfield, USA)
Affinitdtschromatographie GE Healthcare (Fairfield, USA)
Affinitdtschromatographie GE Healthcare (Fairfield, USA)
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HiTrap NHS-
Affinititschromato-
graphie 1 ml

IEF Anode Buffer

IEF Kathode Buffer

MES-SDS Running
Buffer (25 X)
Novex [EF-Gel

Novex Zymogram Gel
10 % Gelatine
NuPAge Midi Bis-Tris
10 %, 20 Taschen, 26

Taschen

NuPage Mini Bis-Tris 4

-12 % Gradienten Gel,
12 Taschen
Peroxidase-

Markierungs-Kit

Precision Plus dual color

Protein Standard

Profound™ Far-Western

Biotinylated
Protein:Protein
Interaction Kit

Protein Desalting Spin
Columns

Protein Desalting Spin
Columns

Sephadex S200
SilverSnap® Stain for
Mass Spectrometry

Affinitatschromatographie GE Healthcare (Fairfield, USA)

Isoelektrische
Fokussierung
isoelektrische
Fokussierung

SDS-Laufpuffer

isoelektrische
Fokussierung

Zymographie

SDS-Gelelektrophorese

SDS-Gelelektrophorese

Proteinmarkierung

Protein-GroBenstandard

fiir SDS-PAGE
Far-Western-Blot

Entsalzung /
Umpufferung
Entsalzung /
Umpufferung
Gelfiltration

Silberfarbung

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Roche (Basel, Schweiz)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Pierce (Rockford, USA)

GE Healthcare (Fairfield, USA)

GE Healthcare (Fairfield, USA)

GE Healthcare (Fairfield, USA)
Pierce (Rockford, USA)
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SimplyBlue™ SafeStain
Spritzenvorsatzfilter
0,22 um, 0,45 pum
Superdex 10/300 GL
Transfer-Buffer (20 X)

Zellkulturschale 96-
Loch, 5 cm, 10 cm

Durchmesser

Coomassie-Farbung

Sterilfiltrierung

Gelfiltration
Western-Blot
Transferpuffer
Zellkulturschale

Invitrogen (Carlsbad, USA)
Merck (Darmstadt,
Deutschland)

GE Healthcare (Fairfield, USA)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Nunc (Roskilde, DK)
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2.1.2 Laborgerite

Tabelle 2-2 Laborgeriite

Geritebezeichnung Verwendung Hersteller

Akta Prime Chromatographie GE Healthcare (Fairfield,
USA)

Biofuge 28 RS Zentrifuge Heraeus (Osterode,
Deutschland)

Biofuge pico Zentrifuge Heraeus (Osterode,
Deutschland)

Blockthermostat BT 100 Inkubator Kleinfeld

Chemidoc XRS Geldokumentations-  Bio-Rad (Hercules, USA)

system

Digital Sonifier
Digital-pH-Meter 646
DU® 530

ELISA Processor 11

Geldryer

Mastercycler gradient

Megafuge 1.0 R

Midi-GelSystem

PC 4400
PowerEase 500

Ultraschallzerkleinerer
pH-Meter
Photometer

Photometer

Geltrockner

Thermocycler

Zentrifuge

Gelelektrophorese-
System
Waage

Spannungsquelle

Branson (Danbury, USA)
Knick (Berlin, Deutschland)
Beckmann (Fullerton, USA)
Behring (Marburg,
Deutschland)

Bio-Rad (Hercules, USA)
Eppendorf (Hamburg,
Deutschland)

Heraeus (Osterode,
Deutschland)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Mettler (Giessen, Schweiz)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
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PowerPac 1000
Primus 96 plus

Protean® II Xi Cell

Sartorius 2432

Smart Spec "™ 3000

UV-Transilluminator

X Cell 1I Blot Module

X Cell Sure Lock ™

Spannungsquelle

Thermocycler

Gelelektrophorese-
System
Waage

Photometer
Gel-Dokumentations-
System
Western-Blot-
Kammer
Gel-Elektrophorese-
System

Bio-Rad (Hercules, USA)
MWG (Eberswalde,
Deutschland)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Sartorius (Gottingen,
Deutschland)

Bio-Rad (Hercules, USA)
Phase (Liibeck, Deutschland)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

2.1.3 Nahrmedien

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

und durch 15 miniitiges Erhitzen bei 121 °C autoklaviert.

Hirn-Herz-Medium (Brain Heart Infusion, BHI-Briihe); pH 7,4
BHI-Briihe pH 7,4 +- 0,2 (Difco) 37 g/l
Fiir Agarplatten wurde dem Medium 15 g Bacto-Agar ® (Difco) zugesetzt.

Luria Bertani-Medium (LB-Medium); pH 7,0
Trypton (Oxoid) 10 g/l [wt/vol]
Hefeextrakt (Difco) 5 g/l [wt/vol]

NaCl 10 g/l [wt/vol]

Fiir Agarplatten wurde dem Medium 15 g/ 1 [wt/vol] Bacto-Agar ® (Difco) zugesetzt.

SOC-Medium (Invitrogen)

2 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
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10 mM MgCl,
20 mM Glucose

Trypticase Soja Briihe (TSB-BBL) ; pH 7,3
TSB-BBL pH 7,3 +- 0,5 (Beckton Dickinson, Cockseyville, MD, USA) 30 g/l

2.1.4 Losungen
Alle verwendeten Losungen wurden, soweit nicht anders erwdhnt, mit entionisiertem

Wasser angesetzt und durch 15 miniitiges Erhitzen bei 121 °C autoklaviert.

Lyse-Puffer (Invitrogen)

50 mM Kaliumphosphat Puffer, pH 7,8
400 mM NaCl

100 mM KCl

10 % Glycerol [v/v]

0,5 % Triton X-100 [v/v]

10 mM Imidazol

Amido-Black-Firbelosung (100 ml)
1 g Amidoblack (BioRad, Hercules), gelost in 25 % Methanol, 10 % Essigsdure und 65
% ddH,O

Diese Losung wurde ohne Autoklavierung verwendet.

His-Tag Bindungspuffer 50 mM Imidazol
0,5 M NaCl

200 ml 0,1M NaPOy; pH 7,4

25 ml 2 M Imidazol; pH 7,4

ad 1000 ml ddH,O

Diese Losung wurde ohne Autoklavierung verwendet.

His-Tag Elutionspuffer 100mM Imidazol 1 % Tween
0,5 M NaCl

200 ml 0,1M NaPO4

50 ml 2 M Imidazol; pH 7,4

10 ml Tween20 [v/v]
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ad 1000 ml

Diese Losung wurde ohne Autoklavierung verwendet.

NHS-Kopplungs Puffer

0,2 M NaHCO;

0,5 M NaCl

pH 8,3 (pH Einstellung mit NaOH)

Diese Losung wurde ohne Autoklavierung verwendet.

NHS-Deaktivierungs Puffer

0,5 M Ethanolamin

0,5 M NaCl

pH 8,3 (pH-Einstellung mit NaOH)

NHS-Spiil-Puffer

0,1 M Natriumacetat

0,5 M NaCl

pH 4,0 mit Acetat eingestellt

NHS-Elutionspuffer pH-Gradient
2 M Glycin-HCL pH 2,0

Phosphat gepufferteNatrium-Chlorid-Losung (PBS)
0,02 M NaPOg; pH 7,4
0,15 M Na(Cl

Chaotroper Gelfiltrations-Puffer
6 M Guanidinhydrochlorid, pH 8,6 (pH-Einstellung mit NaOH) in ddH,O

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



5x TBE

Tris (Invitrogen) 54 g/l
Borsédure 27,5 g/l
EDTA 0,5 M (pH 8)

TBE wurde ohne Autoklavieren verwendet.

Agarosegel-Laufpuffer —Stammlosung (5x TBE)
Tris (Invitrogen) 54 g/l

Borsédure 27,5 g/l

EDTA 0,5 M (pH 8)

Diese Losung wurde ohne Autoklavierung verwendet.

Ethidiumbromid-Stammlosung
Es wurde eine Ethidiumbromid-Stammlésung mit 10 mg/ml in ddH,O angesetzt und

ohne Autoklavieren verwendet.

Entfarbelosung fiir SDS-PAGE
40 % ddH;0 [vol/vol]

50 % Methanol [vol/vol]

10 % Essigséure [vol/vol]

Diese Losung wurde ohne Autoklavierung verwendet.

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

Gelatin-Stammlosung
10 mg/ml; gelost in ddH,0 vorsichtig erwdrmt im Wasserbad. Diese Stammldsung

wurde ohne Autoklavieren verwendet.
2 M Imidazol-Stammlosung; pH 7.4

27,22 g Imidazol (Fluka-Chemie) auf 200 ml ddH,O, pH-Wert mit 25 %iger HCI

eingestellt. Die Stammldsung wurde ohne Autoklavieren verwendet.
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0,1 M NaPOy; pH 7,4 (1000 ml)
77,4 ml Na,HPO,. s

22,6 ml NaH,PO4

ad 1000 ml ddH,O

SDS-Stammlosung
Es wurde eine 10 %ige [wt/v] Stammlosung Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS) in ddH»0

angesetzt. SDS wurde ohne Autoklavieren verwendet.

Sucrose-Losung
50 g Sucrose
ad 100 ml ddH,0

Diese Losung wurde ohne Autoklavieren verwendet.

TE; pH 7,4
10 mM Tris-HCI, pH 8.0;
I mM EDTA

Tris-HCI fiir SDS-PAGE
1,5 M Tris (Invitrogen) wurde mit 1 M HCI auf pH 8,8 eingestellt
1 M Tris (Invitrogen) wurde mit 1 M HCI auf pH 6,8 eingestellt

Die Losungen wurden ohne Autoklavieren verwendet.

Proteinpraparationspuffer fiir zellwandgebundene Proteine
6 ml PBS

30 % Raffinose [wt/vol]

96 ul Lysostaphin

1 ul DNase

6 ul Lysozym (100 mg/ml)

Diese Losung wurde ohne Autoklavierung verwendet.
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2.1.5 Bakterienstimme

Tabelle 2-3 §. epidermidis Isolate

Stammname

Charakterisierung Verwendung

S. epidermidis 5179 (Rohde et al.,
2005b)

S. epidermidis 5179-R1 (Rohde et al.,

2005b)

S. epidermidis 1585

S. epidermidis 1457

S. epidermidis RP62A

biofilmnegativ
ica-negativ
aap-positiv
biofilmpositiv
PIA negativ
aap-positiv
biofilmnegativ
ica-negativ
aap-negativ
biofilmpositiv
ica-positiv
aap-negativ
biofilmpositiv
ica-positiv

aap-positiv

DNA-Extraktion
Proteinexpression
Phanotypuntersuchungen
DNA-Extraktion
Proteinexpression
Phanotypuntersuchungen
DNA-Extraktion
Proteinexpression
Phanotypuntersuchungen
DNA-Extraktion
Proteinexpression
Phanotypuntersuchungen
DNA-Extraktion
Proteinexpression

Phanotypuntersuchungen

2.1.6 Stammsammlung

Zur epidemiologischen Untersuchung mittels PCR, SDS-PAGE und Westernblot wurde

eine Stammsammlung aus klinisch nachgewiesenen Hiift- und Knieendoprothesen-

Infektionen verwendet (Rohde et al., 2007).

28



2.1.7 E. coli-Stamme

Tabelle 2-4 Verwendete E. coli Bakterienstimme fiir molekularbiologische

Arbeiten
Name Verwendung Spezifikationen Hersteller
E. coli Top 10  Generierung der Klonwirt: Genotyp F mcrA D Invitrogen
Chemisch- Entry-Klone (mrr-hsdRMS-mcrBC) (Carlsbad,
kompetente F80lacZDM15 DlacX74recA1l  USA)
Zellen deoR araD139 D (ara-leu)7697
galU galK rpsL (StrR) endA1
nupG
E. coliDH5a  Plasmidaufbewahrung Genotyp F- ¢80/acZAM15 Invitrogen
Library A((lacZY A-argF)U169 recAl  (Carlsbad,
sthictancy endAl hsdR17(r,, m ) phoA  USA)
supE44 thi-1 gyrA96 relAl &
E. coli BL21AI Proteinexpression Expressionswirt F- ompT hsdSB Invitrogen
Chemisch- (rB-mB-) gal dcm (Carlsbad,
kompetente

Zellen araB::T7RNAPtetA USA)

2.1.8 Vektoren
Alle Vektoren wurden von Invitrogen kommerziell erworben. Es handelte sich dabei um

den pENTR™/D-Topo (2580 bp) als ENTR-Vektor, sowie dem pDest'"17-Vektor
(6354 bp) als Destinationsvektor.

2.1.9 Oligonucleotide
Soweit nicht anders angeben, wurden die in Tabelle 2-5 aufgelisteten Oligonucleotide

mit Vektor NTI entwickelt und anschlieBend durch die Firma MWG (Martinsried,
Deutschland) synthetisiert.
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Tabelle 2-5 Verwendete Oligonukleotide

Name Verwendung Sequenz

M13 forward ~ Sequenzierung 5"-CTGGCCGTCGTTTTAC-3’
(Invitrogen, Entry-Klone

Carlsbad, USA)

M13 reverse Sequenzierung 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3’
(Invitrogen, Entry-Klone

Carlsbad, USA)

T7-Terminator Sequenzierung 5"-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’

(Invitrogen,
Carlsbad, USA)
T7-Promotor

(Invitrogen,
Carlsbad, USA)
FOR 212AS R

E2

Forward distal

AXA-Motiv

Reverse
3'212AS
conserved
Region
Aap revl

5’-AapRT

forward

Rev 3" Aap

Rev 37212 AS

Destinations Klone

Sequenzierung

Destinations Klone

Erzeugung
rekombinanter
Proteine
Erzeugung
rekombinanter
Proteine
Erzeugung
rekombinanter

Proteine

Erzeugung
rekombinanter
Proteine
Erzeugung
rekombinanter
Proteine
Erzeugung
rekombinanter
Proteine
Erzeugung

rekombinanter

5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3,

5'CACCGGTACAAACAGCTGGTG'3

5'-CACCGAAGAAAAACAAGTTGATC-3’

5"-TTATGCTTTAGGAGTGTATGTCAATG-3’

5’-CCGAAAGGTAGTCAAACAACGC-3’

5’-CACCGATTTAGATGGTGCAACATTGACAT-3’

5"-AGTTTTTATATGAAATTATTTTTCATTACCT-3’

5"-TTATGCTTTAGGAGTGTATGTCAATG-3’
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Rev3212AS  Erzeugung 5-TTATGCTTTAGGAGTGTATGTCAATG-3’

rekombinanter

Proteine

5'212AS Erzeugung 5'-CACCACAGCTGGTGCAGTTCAAT-3’

rekombinanter

Proteine

AaStrA 64 for  Erzeugung 5"CACCAACAACGTTGAAGCGGCAACT3’

rekombinanter

Proteine

AaStrA 510 rev Erzeugung S TTATTTATTTAAGTCTATACGATATAACTTCAC

rekombinanter AT’3

Proteine

2.1.10 pENTR ™ /D-Topo-Vektoren
Destinationsvektoren

und resultierende

Alle Vektoren wurden kommerziell erworben, im Nachfolgenden werden die

konstruierten Plasmide beschrieben. Zur Generierung der blunt-end PCR Produkte

wurden die in Tabelle 2-5 beschriebenen Oligunukleotid-Kombinationen verwendet und

wie in Kapitel 2.3.8 vorgegangen.

Tabelle 2-6 Ubersicht der konstruierten Plasmide

Verwendete Oligonukleotide ENTR-Plasmid

Destinationsvektor

Forward AXA pENTR "™ Aap AapDomA ppest 17
Reverse3'-212AMS Doméne-A

Forward 5"AapRT pENTR ™ Aap Domine- AapDomBpest 17
Reverse 3¢ B

Forward AXA pENTR ™ Aap komplett  Aapkomplett,pe 17
Reverse3 Aap

AaStrA 64 Forward pENTR ™ AaStr4 AaStrApest 17
AaStrA 510 Reverse
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2.1.11 Enzyme

Tabelle 2-7 Enzyme

Name Verwendung Hersteller

DNase DNA-Hydrolyse Sigma (St. Louis, USA)
Lysostaphin Zellwandlyse von Staphylokokken  Sigma (St. Louis, USA)
Lysozym Bakterienlyse Sigma (St. Louis, USA)

Clonase Il Enzyme
Mix

Trypsin
Pfx-Polymerase
F-550LTaqg-
Polymerase
Phusion
Triplemaster
EcoR1

Aval

HindIll

Ncol

Insert Transfer in den
Destinationsvektor
Fraktionierter Verdau,

Standardenzym

Erzeugung blunt-End PCR-Produkte

Standard-Polymerase

Erzeugung von blunt-End PCR-

Produkten
Langstrecken-PCR

Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Pierce (Rockford, USA)

Invitrogen (Carlsbad, USA)
Finnzyme (Espoo,
Finnland)

Finnzyme (Espoo,
Finnland)

Eppendorf (Hamburg,
Deutschland)

GE Helathcare (Faierfield,
USA)

GE Helathcare (Faierfield,
USA)

GE Helathcare (Faierfield,
USA)

GE Helathcare (Faierfield,
USA)

Zur Verwendung der Enzyme wurde nach Herstellervorgaben vorgegangen und die

mitgelieferten Puffer verwendet.
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2.2 Allgemeine mikrobiologische Arbeiten

2.2.1 Bakterienkultivierung
Die Bakterien wurden zur Stammhaltung auf Agar-Platten im 3-Osen-Verfahren

ausgestrichen, bei 37 °C im Brutschrank bebriitet und anschlieBend bei 4 °C im
Kiihlschrank bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Fliissigkulturen wurden durch
Inokulation von Bakterien in das entsprechende Fliissigmedium erstellt und bei 37 °C
und 200 rpm bebriitet. Den Medien wurden gegebenenfalls Antibiotika zur Selektion

zugesetzt.

2.2.2 Biofilmtest
Die Fahigkeit zur Biofilmbildung wurde mittels eines semiquantitativen Biofilmtestes

(Mack et al., 2001) in Mikrotiterplatten evaluiert. Eine Einzelkolonie wurde dazu in 2
ml TSB-BBL suspendiert und fiir 6 h bei 37 °C und 200 rpm bebriitet. Aus dieser
Vorkultur wurde eine 1:100 Verdiinnung im gleichen Medium hergestellt und hiervon je
200 pl in vier Nidpfe einer Mikrotiterplatte (Nunclon, Nunc) gegeben. Nach 20 h
Wachstum bei 37 °C im Brutschrank wurde das Medium ausgeschlagen und die Platte
dreimal mit 200 pl PBS pro Napf gewaschen. Die Mikrotiterplatte wurde anschlieBend
bei 37 °C fiir 2 h getrocknet und die anheftenden Bakterien mit 50 pl Kristallviolett pro
Napf fiir 5 min gefarbt. Die Féarbelosung wurde unter flieBendem Wasser vorsichtig
ausgespiilt und nach erneutem Trocknen die Absorption im ELISA Processor II
(Behring) bei 570 nm und einer Referenzwellenlinge von 405 nm bestimmt. Der
Biofilmphénotyp wurde durch Bildung des Mittelwertes aus 2 mal 4 Einzelwerten
beurteilt. Hierbei galt der Grenzwert von As;g = 0,1 als Trennwert zwischen

biofilmpositivem und biofilmnegativem Phanotyp.

2.2.3 Bestimmung der Bakteriendichte in Fliissigmedien
Fliissigkulturen wurden 1:10 verdiinnt und die Absorption bei 600 nm gemessen. Der

gemessene Wert ist der sogenannte Optical Densitiy Wert (OD 600). Hierbei lag der
lineare Messbereich zwischen 0,1-1, wo eine Beziehung zwischen Bakterienzahl und

optischer Dichte vorliegt.

2.2.4 Grampriparate
Zur Herstellung eines nach Gram geféarbten Priparats wurden zunichst die verdiinnten

Bakterien auf einem Objektrager aufgebracht und an der Luft getrocknet. Danach
erfolgte eine Hitzefixierung iiber einer offenen Flamme. Zur Farbung wurde der
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Objekttrager fiir 1-2 min. mit Gentianaviolett bedeckt. AnschlieBend erfolgte eine
Spiilung mit Lugol 'scher Losung und eine Inkubation von 1-2 min in dieser Losung.
Eine Entfirbung erfolgte mit 95 % Alkohol. Durch eine kurze Spiilung mit
Leitungswasser wurde die Entfirbung beendet. Die Gegenfarbung erfolgt mit einer

Safraninlosung fiir 1-2 min.

2.2.5 Immunfluoreszenz-Test
Diese dienen dem mikroskopischen Nachweis von antigenen Strukturen mit Hilfe

spezifischer Erst-Antikorper und markierter Zweit-Antikorper. Dafiir wurden zunédchst
Bakterienkulturen auf eine optimale ODgoo von 0,3 in PBS verdiinnt und davon 20 pl
auf ein IFT-Objektriger gegeben. Die Losung wurde anschlieBend im Brutschrank
eingetrocknet und der IFT-Objektriager anschlieBend fiir 2 min in —20 °C kaltes Aceton
zur Fixierung der Bakterien getaucht. Das Aceton wurde bei Raumtemperatur
aufgetrocknet, die Objektrdager konnten dann bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C
gelagert werden. Der Erst-Antikorper wurde 1:50 in PBS + 0,1 % BSA verdiinnt und
von dieser Losung 15 pl pro Spot aufgetragen. Der Erst-Antikdrper wurde fiir 30 min
bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Der Objekttriger wurde dreimal fiir 2
min in PBS gewaschen und anschlieBend bei 37 °C getrocknet.

Nach vollstindiger Trocknung des Objektragers wurde der Fluoreszenz markierte
Zweit-Antikorper (anti-rabbit-IgG) 1:80 in PBS + 0,1 % BSA verdiinnt und 15 pl davon
pro Spot auf den Objekttrager aufgetragen und fiir 30 min bei 37 °C in einer feuchten
Kammer  inkubiert. Zur  Auswertung  erfolgte die  Betrachtung am

Fluoreszensmikroskop.
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2.3 Molekularbiologische Arbeiten mit DNA

2.3.1 Priparation chromosomaler DNA
Chromosomale DNA aus grampositiven Bakterien wurde, nach Anzucht der Bakterien

in 2 ml BHI-Briithe, mit Hilfe des Genomic DNA Purification Kit der Firma Qiagen
prapariert. Es wurde nach Protokoll vorgegangen. Allerdings wurde zusétzlich ein
Lysostaphinverdau vorweg durchgefiihrt, um die dicke Peptidoglykanschicht der

grampositiven Bakterien zu zerstoren.

2.3.2 Plasmidpriparation
Plasmidpraparation aus E. coli wurde mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,

Hilden) durchgefiihrt. Das System beruht auf alkalischer Lyse der Bakterienzellen
gefolgt von einer Denaturierung und Prizipitation der chromosomalen DNA sowie der
Proteine, wobei die Plasmid-DNA in Losung verbleibt (Birnboim and Doly, 1979). Zur
Aufreinigung erfolgt eine Adsorption der Plasmid-DNA an eine Silicatmatrix in
Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen. Die anschlieBende Elution der DNA erfolgte
in salzarmem Puffer. Das Vorgehen erfolgte nach Angaben des Herstellers. In der Regel
wurden 1,5 ml einer LB-Schiittelkultur zur Plasmidpridparation eingesetzt. Das Eluat

wurde direkt fiir Sequenzierung oder zu Restriktionsanalysen eingesetzt.

2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese
Die horizontale Gelelektrophorese wurde zur groBenabhédngigen Auftrennung von

Plasmiden, von Fragmenten gespaltener Plasmide oder dem Nachweis von
Amplifikaten aus der PCR eingesetzt (Sambrook et al., 1989). Je nach Grofe der zu
analysierenden DNA-Fragmente wurden 0,8 - 1,5 %ige [w/v] Agarosegele verwendet.
Hochreine Agarose (SeaKem ME Agarose, Cambrex Bioscience Rockland Inc.,
Rockland, ME USA) wurde in 100 ml 0,5-fach TBE-Puffer aufgekocht, mit 3,3 pl
Ethidiumbromidkonzentrat versetzt und in einen Geltrdger mit Kamm gegossen. Die
Proben wurden mit 2 ul DNA-Ladepuffer versetzt und in die Taschen des Gels
eingefiillt. Eine Auftrennung erfolget bei konstanter Spannung von 3-6 V/cm in 0,5-fach
TBE als Laufpuffer. Als GroBenstandard wurde ein Mix aus HindlIl gespaltener A-DNA
und Haelll gespaltener ¢X174-DNA (Finnzyme, Espoo, Finnland) aufgetragen. Er
enthélt 19 Fragmente der folgenden Grofen: 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.
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2.3.4 DNA-Spaltung mittels Restriktionsendonukleasen (REN)
Um die préparierten Plasmide zu analysieren wurden diese mit den geeigneten

Restriktionsenzymen in den korrespondierenden, optimierten Puffern nach
Herstellerangaben fiir 2-24 h bei 37 °C inkubiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt.
Die resultierenden Fragmente wurden nach Farbung mit Ethidiumbromid auf einem

Transilluminator dargestellt.

2.3.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
Die PCR dient der Amplifikation spezifischer DNA-Fragemente. Dazu wurden, je nach

DNA und gewiinschtem PCR-Produkt, verschiedene Polymerasen benutzt. Die
Oligonucleotide um den Start beziechungsweise das Ende definieren wurden mit dem
Computerprogramm Vector NTI entwickelt. Durch den Einsatz verschiedener Puffer
und Verdnderung an Annealing-Temperatur und Elongationszeit konnten die PCR-
Bedingungen optimiert und den Bediirfnissen angepasst werden. Die optimalen
Annealing-Temperaturen wurden mittels Temperatur-Gradienten-PCR ermittelt. Die
PCR-Produkte wurden mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Zu den
Einzelheiten der PCR-Bedingungen siehe auch Tabelle 2-8 PCR-Bedingungen), sowie
Tabelle 2-9 Primer-Kombinationen). Es wurden die polymerasespezifischen Puffer

verwendet.
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Tabelle 2-8 PCR-Bedingungen

Schritt Temp Zeit Wdh.

1.Initiale 94 °C 2’ 1X

Denaturierung :

2.Denaturierungs- |94 °C 307 35X

Temperatur

3.Annealing 307 35X

Temperatur siche Tabelle 2-9

4.Elongationszeit 3077/ 500 bp 35X
72 °C

5.Finale

Elongationszeit 5 1X
72 °C
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Tabelle 2-9 Primer-Kombinationen

Fragment Polymerase  Oligonukleotide Annealing- Elongationszeit

Temperatur (sek)

rAappoma Platinum-Pfx Forward AXA 49 °C 120
Reverse3’-212AMS
rAappoms Platinum-Pfx Forward 5" AapRT 62 °C 120
Reverse 3°
rAapiomplett Platinum-Pfx Forward AXA 59 °C 180
Reverse3 " Aap
rAaStrA Phusion AaSTrA 64 Forward 55 °C 30
AaSTrA 510 Reverse
MI13-Insert  F 550L-Taq/ M 13 forward 55°C Je nach Insert

Triplemaster M]13 reverse

T7-Insert F550L-Taq/ T 7 Terminator 55°C Je nach Insert

Tripelmaster T 7 Promotor

2.3.6 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen
DNA-Fragmente wurden aus Agarosegelen mit Hife des QIAquick Gel Extraction Kit

(Qiagen) nach dem Protokoll des Herstellers aufgereinigt. Das System beruht auf Lyse
des Agarosegels, gefolgt von einer Adsorption der DNA an eine Silicatmatrix. Das
Bindungsverhalten ist dabei abhéngig vom pH-Wert und dem Salzgehalt der Losung.
Die anschlieBende Elution erfolgte in einem EDTA-freien Puffer. Zundchst wurden die
gewlinschten Banden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und anschlieend mit dem Kit
aufgereinigt. Die DNA-Konzentration des Eluates wurde durch

Agarosegelelektrophorese iiberpriift.

2.3.7 Sequenzanalyse
Zur Sequenzanalyse wurde der Sequenzierservice der Firma MWG (Martinsried,

Deutschland) in Anspruch genommen.
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2.3.8 Klonierung mit Gateway-Technologie ™ (Invitrogen)
Die Gateway-Technologie ist eine direktionale Klonierungsstrategie, die auf der

seitenspezifischen Rekombinationsfahigkeit des Bakteriophagen Lambda beruht. Nach
Klonierung in den sogenannten ENTR-Vektor konnte der gewlinschte Genabschnitt in
einen Destinations-Vektor nach Wahl subkloniert werden. Dadurch kann ein bestimmter
Genabschnitt in den gewiinschten Vektor kloniert und immer wieder in andere Vektoren

umkloniert werden.

2.3.9 Direktionale Klonierung von PCR-Produkten
Um Amplifikate aus PCR-Reaktionen in ein Plasmid einzufiigen wurden zunéchst die

PCR-Produkte entweder via Gel-Extraktion oder PCR-Aufreinigung, wie in Kapitel
2.3.6 beschrieben, von Polymerase, dNTPs oder Salzen befreit und in TE-Puffer
iiberfithrt. Als Plasmid wurde der pENTR/D-Topo'™ Vektor der Firma Invitrogen
verwendet. Dieser Vektor besitzt eine Topoisomerase, welche die Orientierung der
PCR-Produkte iiber sogenannte Uberhiinge erkennt und damit in iiber 90 % der Fille fiir
eine korrekte Orientierung des zu inserierenden PCR-Produktes sorgt. Nach erfolgter
Inserierungsreaktion wurde ein Teil der Klonierungsreaktion in E. coli Top 10 Zellen
transformiert. Uber eine Kanamycin-Resistenz, konnten Klone selektiert werden. Aus
den positiv selektierten Klonen wurden, wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben, Plasmide
prapariert und mittels M13-Primer PCR und ggf. mit anschlieBender Sequenzierung
oder mittels REN-Spaltung auf Korrektheit tiberpriift. Klone mit korrektem PCR-Insert

wurden in die Clonase-Raktion tiberfihrt.

2.3.10 Clonase-Reaktion
Die Clonase-Reaktion wurde durchgefiihrt, um das PCR-Produkt aus dem ENTR-

Vektor in den Destinationsvektor zu iiberfiihren. Als Destinationsvektor wurde der
pDest™17-Vektor der Firma Invitrogen verwendet. Fiir diese Reaktion wurde der
Clonase-Enzyme-Mix II ™ der Firma Invitrogen verwendet und nach Herstellerangaben
vorgegangen. Dabei war besonders auf die DNA-Konzentrationen von
Destinationsvektor und  Enter-Vektor zu achten, da, bei zu starker
Konzentrationsverschiebung in eine Richtung, unspezifische Reaktionen ablaufen
konnten.

Nach abgelaufener Clonase-Reaktion wurde das Produkt in E. coli Library-Efficiency

DHS5a Zellen transformiert. Durch die Insertion des gewiinschten DNA-Fragments in
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den pDest™ 17 Vektor wurde eine Chloramphenicol-Resistenz zerstort und eine
Ampicillin-Resistenz aktiviert. Dadurch konnten die Klone erfolgreich selektioniert
werden. Zusitzlich dazu wurden die Klone mittels T7-Primer PCR {iberpriift und

zusdtzlich sequenziert.

2.3.11 Transformation von Plasmiden in E. coli
Es wurden chemisch-kompetente E. coli Bakterien der Firma Invitrogen verwendet. Es

wurde nach Herstellerangaben vorgegangen. Von dem zu transformierenden Plasmid
wurden 50-150 ng eingesetzt. Dazu wurde es mit einem ul Salzlosung vermengt und zu
den chemisch-kompetenten E. coli Zellen gegeben. Dieser Reaktionsansatz wurde auf
Eis fiir 30 min inkubiert. Anschlieend erfolgte ein 30 sek. Hitzeschock bei 42 °C um
die bakteriellen Exonukleasen zu zerstoren. Nun wurde zu dem Ansatz 250-500 pl
SOC-Medium, je nach verwendeter Zellreihe, hinzugegeben und die Bakterien fiir 30
min bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Nach Ablauf der dreissig miniitigen
Inkubationszeit, wurden die Bakterien auf Luria-Bertani-Agarplatten mit
Antiobiotikazusatz nach Bedarf ausplattiert. Nach 18 h Wachstum wurden die

gewachsenen Klone analysiert.

2.3.12 Transformation in einen optimierten Protein-Expressionsstamm
Als Protein-Expressionsstamm wurde der E. coli BL21AI-Stamm der Firma Invitrogen

verwendet. Es wurde 1 pl aufgereinigtes Plasmid aus DHS5a Zellen in die BL21AI
chemisch kompetenten E. coli Zellen transformiert, hierfiir wurde wie in Kapitel 2.3.11

beschrieben vorgegangen.

2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1 Pilotexpression
Die Pilotexpression dient Funktionspriifung der Klone und der Evaluierung der

optimalen Expressionsbedingungen fiir die Proteine. Dafiir wurden mehrere Klone in
Luria-Bertani-Brithe mit 50 pg/ml Carbenicillin bei 220 rpm und 37 °C angeziichtet.
Nach 16 h wurde eine Hauptkultur mit einer ODgp von ca. 0,05 angesetzt und diese bis
zum erreichen der log-Phase bei einer ODgyo von ca. 0,5 bebriitet. Nun wurden von den
Fliissigkulturen jeweils 2 ml in ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefa3 {iberfiihrt und bei

— 20 °C gelagert. Die Hauptkulturen wurden geteilt und jeweils eine fiir jeden Klon mit
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0,5 % Arabinose versehen um die Expression zu initiieren. Nach jeweils einer Stunde
wurde von den Kulturen 2 ml abpipettiert und bei — 20 °C gelagert. Nach 6 h wurde die
Pilotexpression beendet. Die gewonnenen Proben aufgetaut und fiir 30 min bei 13.000
rpm pelletiert. Zur AufschlieBung der Zellen wurden diese wiederholten
Temperaturschocks ausgesetzt. Dafiir wurde das Pellet in 100 upl Lyse-Puffer
resuspendiert und dreimal abwechselnd bei 42 °C und — 80 °C fiir 5 min inkubiert.
Durch die Temperaturschocks wurde die Bakterienwand perforiert und die im Cytosol
befindlichen  Proteine in den Puffer geschwemmt. Durch eine abschlieende
Zentrifugation wurden die Bakterienreste pelletiert und der Uberstand mit den

rekombinanten Proteinen in ein steriles Reaktionsgefal} tiberfiihrt.

2.4.2 Expression rekombinanter Proteine
Zur Expression der rekombinanten Proteine wurden Vorkulturen der entsprechenden

Klone in 10 ml LB-Brithe mit 50 pg/ml Carbenicillin iiber Nacht kultiviert. Die
Vorkultur wurde auf eine ODgoy von 0,05 verdiinnt und bis zum erreichen der log Phase,
bei einer ODgpo von 0,4 kultiviert. Dann erfolgte die Induktion durch Arabinose mit
einer Endkonzentration von 0,5 %. Nach weiteren 4 h erfolgte die Ernte der Zellen.

Dazu wurde die Bakterienkultur fiir 20 min bei 6000 rpm und 4 °C zentrifugiert.

2.4.3 Quantitative Proteinmengenbestimmung nach Bradford
Dieses Verfahren basiert auf dem Farbstoff Brilliant Blau G250, welcher bei Bindung

an basische oder aromatische Aminosdurereste sein Absorbtionsmaximum von 465 zu
595 nm verschiebt.

Zunichst wurde das konzentrierte Bradford-Reagenz der Firma Bio-Rad 1 zu 5 mit
ddH,0 verdiinnt und anschlieBend mittels eines Papierfilters von Schwebstoffen befreit.
50 pul Probe wurde in eine 2,5 ml Kiivette vorgelegt und mit dem Bradford-Reagenz
gemischt. Nach fiinfminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde als zunéchst eine
Standardverdiinnungsreihe mit bovinem Gamma-Globulin gemessen und anschlieBend

die Proteinkonzentration der Proben im Photometer bestimmt.

2.4.4 SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat) —PAGE(Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese)

Zur Proteinauftrennung nach Ladung und Gréfe wurde eine SDS-PAGE durchgefiihrt.
Die Proben wurden in den entsprechenden Probenpuffern aufgenommen und abhingig

vom Protokoll weiterverarbeitet. Je nach Gelart wurden verschiedene Laufpuffer
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benutzt (siche Tabelle 2-1). Die Probentaschen wurden mit Puffer gespiilt, die Proben
mit einer Pipette direkt in die Taschen gegeben. Die Spannung betrug 100-200 V; die
Laufzeit richtete sich nach der Grofe der aufzutrennenden Proteine und gewiinschter
Fragestellung. Gefarbt wurden die Gele, soweit nicht anders erwihnt, mit SimplyBlue

SafeStain (Invitrogen).

2.4.5 Herstellung von 8 % SDS-Gelen
Um SDS-Gele herzustellen wurde nach Angaben der Firma Invitrogen vorgegangen.

Zunichst wurde das Trenngel gegossen. Die unten genannten Losungen wurden durch
Vortexen gemischt und sofort in die Kassetten gegeben. AnschlieBend wurde das noch
fliissige Trenngel mit Wasser iiberschichtet um ein austrocknen der Gelmatrix zu
vermeiden. Nach erfolgter Polymerisation des Trenngeles nach ca. 1h, wurde das
Sammelgel zusammengemischt und auf das Trenngel gegeben. Um die Probentaschen
zu formen wurde in das noch fliissige Sammelgel ein Taschenkamm gesteckt, der die
gewlinschten Taschen formte. Die Gele wurden in Plastik eingeschweilit und bei 4 °C

gelagert.

Tabelle 2-10 SDS-Gel-Komposition

Losung Menge
Trenngel

Acrylamid 30 % 9,96 ml
Tris-HCI pH 8,8 14,1 ml
10% SDS-Stammldsung 375 ul
ddH»0 6,2 ml
50 %-Sucrose-Stammlosung 6,0 ml
Temed 9,375 ul
APS (50 mg/ml) 937,5 pul
Sammelgel

Acrylamid 30 % 2,4 ml
Tris-HCI pH 6,8 6,3 ml
10 % SDS-Stammldsung 187,5 ul
H,O 8,55 ml
Temed 5,0 ul
APS (50 mg/ml) 937,5 pul
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2.4.6 SDS-Polyacrylamid-Gelekrophorese
Zur Durchfiihrung der eigentlichen Elektrophorese wurde je nach Gel-Art

unterschiedlich vorgegangen.

Minigel: 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 GréB3e erfolgte in einer X Cell
Sure Lock™ Elektrophoresekammer bei 200 V fiir 1 h. Als Laufpuffer diente der
NuPage® MES SDS Running Buffer (Invitrogen).

Maxigel Ein SDS-Polyacrylamidgel bestehend aus Sammelgel und Trenngel wurde in
einer Protean” II Xi Cell (BioRad) Kammer hergestellt. Zuerst wurde das 11%ige
Trenngel (11 % Acrylamid, 33,5 ml dH,O, 375 mM Tris-HCI ph 8,8, 0,2 %
Ammoniumpersulfat (APS) und 0,2 % TEMED) gegossen, wobei APS und TEMED die
Polymerisation auslésen. APS wurde vor Gebrauch als 10 % [w/v] Stammlosung frisch
angesetzt. Zur Entfernung von Luftblasen wurde das frische Gel mit 500 ul Butanol
iiberschichtet und hértete 1 h aus. Nach Abgieen des Butanols wurde das 4 %ige
Sammelgel (4% Acrylamid, 6,1 ml dH,0, 125 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,2 % SDS, 0,2 %
APS und 0,2 % TEMED) gegossen und Probentaschen durch das Einstecken eines
Kamms erzeugt. Das Gel wurde mit Aliquots einer Gesamtproteinkonzentration von
0,01-10 pg beladen, die mit 10 pl 1x Probenpuffer versetzt waren und vor Beladen des
Gels 10 min bei 70 °C aufgekocht wurden. Als GrdéBenstandard wurden 10 pl des
Precision Plus Prestained Protein Standard ohne Probenpuffer und Aufkochen
appliziert. Die Proben wurden bei 25 mA in das Sammelgel einlaufen gelassen und bei
35mA fiir ca. 3h nach ihrer Grofe aufgetrennt. Als Laufpuffer diente 1x
Elektrophoresepufter.

2.5 Nachweis von Proteinen in SDS-PAGE

2.5.1 Coomassie-Farbung
Es wurde der Simply-Blue Safestain der Firma Invitrogen verwendet und nach

Herstellerangaben vorgegangen. Das SDS-Gel wurde fiir I min in 100 ml ddH,O in der
Mikrowelle erhitzt und fiir 1 min bei RT auf einem Schiittelinkubator gespiilt und
danach das ddH,O durch frisches ersetzt. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt.
AnschlieBend wurden 30 ml SimplyBlue ™ hinzugefiigt und das Gel fiir 45 sek in der

Mikrowelle erhitzt. Das Gel wurde fiir 15 min bei RT in der Fiarbelosung belassen. Zum
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Entfarben wurde das Farbemittel abgegossen und durch ddH,O ersetzt. Nach 10 min
wurde fiir eine hohere Sensitivitit dieser Farbemethode eine 20 %ige NaCl Losung

dazugegeben.

2.5.2 Silber-Firbung
Die Silberfarbung ist eine duBlerst sensitive Methode um Proteine in der SDS-PAGE

anzufdrben. Hierfiir wurde das SilverSnap ™ der Firma Pierce verwendet. Hierbei
wurden nur ultrareine Chemikalien verwendet. Hier beschrieben ist die Farbung eines
Mini-Geles, bei Midi-Gelen wurde entsprechend das doppelte Volumen der Lésungen
verwendet.

Zunichst wurde das Gel zweimal 15 min in ddH,O gespiilt, um das SDS aus dem Gel
zu entfernen. Anschliefend wurde das Gel in einer Fixierlosung, bestehend aus 60 %
ddH,0, 30 % Ethanol und 10 % Essigsdure, fiir zweimal 15 min fixiert. Im Anschluss
an die Fixierung wurde das Gel zweimal in 50 ml 10 %igem Ethanol fiir 5 min
gewaschen. Vor dem weiteren Procedere wurde das Gel zweimal fiir 5 min in ddH,O
gewaschen. Das so priparierte Gel konnte nun der eigentlichen Férbeprozedur
unterzogen werden. Alle nun benutzten Losungen wurden direkt vor Gebrauch
angesetzt. Zundchst wurde das Gel mit der Sensitizer-Losung, 50 pl Stocklésung auf 25
ml ddH;O0, fiir exakt eine Minute inkubiert und anschliefend das Gel 2 mal fiir jeweils
eine Minute gewaschen. 25 ml der Fiarbelosung wurden mit 250 ml Verstiarkerlosung
versetzt und flir 5 min auf das Gel gegeben. Nach dem AbgieBen der Farbelosung wurde
das Gel zweimal fiir 20 sek in ddH,O gespiilt und anschlieBend mit dem Entwickler fiir
2-3 min, bis zum gewlinschten Farbegrad entwickelt, die Farbereaktion wurde durch

Abgieen des Entwicklers und Zugabe von 5 % Essigsdure gestoppt.

2.5.3 Western-Blot
Um weiterfilhrende Versuche mit gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteinen

durchzufiihren wurden diese per Elektrotransfer auf eine PVDF- Membran {ibertragen.
Dafiir wurde das X Cell II ™ Blot Module (Invitrogen) benutzt. Es wurde nach
Herstellerangaben vorgegangen. Die Laufzeit betrug 1 h bei 30V; als Laufpuffer diente
der NuPage Transferpuffer 1x mit 10 % Methanol. Der Blot diente als
Ausgangsmaterial fiir verschiedene weiterfithrende Versuche. Wurde der Blot nicht
sofort verarbeitet, musste er bei — 20 °C gelagert werden. Dafiir wurde er zunichst
zwischen Filterpapier getrocknet und anschlieBend eingeschweisst. Vor weiterer

Verarbeitung musste er zunédchst aufgetaut und mit Methanol angefeuchtet werden. Vor
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Inkubation mit Antikérpern mussten die unspezifischen Bindungsstellen auf der
Membran abgesittigt werden. Dafiir wurde der Blot iiber Nacht und bei 4 °C mit PBS +
0,05 % Tween20™ (PBS-T) und 1 % fettfreiem Milchpulver oder BSA inkubiert.
Danach wurde der Blot dreimal mit PBS-T gespiilt. Nun folgte die Inkubation mit dem
Erst-Antikorper, der zwischen 1:5000 und 1:20000 in PBS-T verdiinnt wurde. Die
Inkubation erfolgte fiir eine Stunde bei RT und 150 rpm auf einem Horizontal-Schiittler.
AnschlieBend wurde der Blot gewaschen um die freien, nicht gebundenen Antikorper,
von dem Blot zu entfernen. Dafiir wurde der Blot ein mal 15 min und 2 mal 5 min mit
PBS-T gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Membran mit dem
entsprechenden Zweitantikorper, also einem Antikorper, der gegen den Erstantikorper
gerichtet ist, inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurde die
Zweitantikorperlosung abgegossen und der Blot einmal 15 min und zweimal 5 min mit
PBS-T gewaschen. Abschlieend erfolgte ein Spilschritt mit ddH,0. Je nach
verwendetem Zweit-Antikorper wurde der Blot entweder mit Alkalischer Phosphatase
Substrat oder Peroxidase Substrat inkubiert. Bei Alkalischer Phsophatase konjugierten
Antikorpern ist direkt ein lila Farbumschlag auf der Blotmembran zu erkennen, bei der
Peroxidase muss das Signal auf der Blotmembran mittels Rontgenfilm nachgewiesen
werden. Durch Inkubation der Peroxidase mit dem Substrat wird in einer chemischen
Reaktion Licht freigesetzt, welches den Rontgenfilm schwirzt. Gebundene Antikorper
bilden dann ein Bandenmuster, welches den jeweiligen Proteinen zugeordnet werden

kann.

2.6 Affinitatschromatographie

2.6.1 Aufreinigung rekombinanter Proteine mittels His-Tag
Ziel der Aufreinigung war es, die rekombinaten Proteine in mdglichst reiner Form zu

erhalten. Dafiir wurde wie folgt vorgegangen. Die Fliissigkulturen wurden fiir 30 min
bei 4 °C und 6000 rpm pelletiert, es wurden Kulturvolumina zwischen 100 und 2000 ml
gewihlt. AnschlieBend wurde das Pellet in HisTrap Binding-Buffer (50 pl Puffer / ml
Kulturvolumen) resuspendiert. Um die intrazelluldren Proteine freizusetzen wurden die
Bakterien mit Ultraschall aufgeschlossen. Danach wurde die Probe erneut bei 6000 rpm
und 4 °C fiir 30 min zentrifugiert und der Uberstand mit dem rekombinanten Protein

sterilfiltriert in ein frisches Gefal3 iberfihrt.
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2.6.2 Aufreinigung mit His-Trap-Séiulen
Die Vorbereitung der HisTrap-Sédule geschah wie folgt: Pro ml Sdulenvolumen wurde

diese initial mit 5 ml ddH,O gespiilt und anschliefend mit 0,5 ml 0,1M Nickel-Salz-
Losung beladen. Darauf folgte eine erneute Spiillung mit 5 ml pro ml Sdulenvolumen
ddH,O. Die Proteinaufreinigung im His-Trap Verfahren beruht auf immobilisierten
Nickelionen welche mittels eines Spacerarms an hoch verdichtete Agarose gekoppelt
sind. Uber die Nickel-ITonen werden die C- oder N-terminal an dem gewiinschten
Protein fusionierten poly-Histidin-Reste gebunden, die eine intrinsische Affinitit zu
zweiwertigen Metallionen haben.

Dabei wird zur Kopplung der sechsfach Histidinmarkierung an die Nickel-ionen eine
Imidazolkonzentration von 50 mM (HisTrap Binding Puffer, Puffer A) eingehalten um
unspezifische Bindungen von Protein endogenen poly-Histidin-Resten an die Nickel-
Ionen zu verhindern. Um die His- Proteine wieder zu mobilisieren werden sie mit einem
kombinierten Imidazol-Tween 20 Gradienten von den Nickel-lonen abgespiilt und
fraktioniert aufgefangen.

Zur Evaluation der Elutionsbedingungen wurde eine Imidazol/Tween20
Gradientenelution (HisTrap Elutionspuffer, Puffer B) durchgefiihrt. Die ermittelten
optimalen Konzentrationen wurden dann fiir weitere Aufreinigungen als Standard

verwendet.

Tabelle 2-11 Flussprogram der 1 ml His-Trap-Siule (Akta-Prime-System)

Breakpoint Fluss Weichenstellung % Puffer B FraktionsgroBBe Verwendung

(ml) (ml/min)

0 1 Load 0 0

20 1 Inject 0 3 Proben-
injektion

40 1 Load 0 1

60 1 Load 100 1 Elutions-
beginn

70 1 Load 100 1

80 1 Load 0 3 Spiilen

Breakpoint: Durchflussvolumen; Fluss: Flussgeschwindigkeit; % B: Anteil Elutionspuffer
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Tabelle 2-12 Flussprogram der 5 ml His-Trap-Siule (Akta-Prime-System)

Breakpoint Fluss Weichenstellung % Puffer B FraktionsgroBe Verwendu

(ml) (ml/min) ng

0 1 Load 0 0

100 1 Inject 0 7 Proben-
injektion

200 1 Load 0 5

300 1 Load 100 5 Elutions-
beginn

350 1 Load 100 5

400 1 Load 0 7 Spiilen

Breakpoint: Durchflussvolumen; Fluss: Flussgeschwindigkeit; % B: Anteil Elutionspuffer

Als Pumpe wurde die Akta-Prime der Firma GE Healthcare benutzt. Die gewonnenen
Proben wurden in Reagenzgldsern aufgefangen, mit Parafilm verschlossen und bei 4 °C

bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

2.6.3 Probenanalyse
Die Proben wurden mittels SDS-PAGE auf Reinheit iiberpriift, die Proteinkonzentration

mittels Bradford-Methode nach Umpufferung in PBS mit Amicon-Ultra Filtereinheiten

bestimmt.

2.6.4 Liganden-Identifikation mittels HiTrap NHS-activated HP Siulen
Um Liganden eines definierten Proteins zu identifizieren wurden die HiTrap NHS-

activated HP Séulen der Firma GE Healthcare verwendet. Grundlage dieser Technik ist
die Immobilisation eines Proteins durch kovalente Bindung an eine Sdulenmatrix, hier
N-Hydroxysuccinimid. Die so immobilisierte Substanz dient nun als potentieller
Bindungspartner fiir potentielle Liganden. Es  wurde nach Herstellerprotokoll

vorgegangen und eine Flussrate von 1 ml/min angewendet.

Kopplungsreaktion:
Es wurden in 1,5 ml Kopplungspuffer 10 mg/ml Protein geldst. Die NHS-Sdule wurde

mit 2 ml 1 mM HCI zur Auswaschung des Isopropanols und zur Aktivierung der
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Sdulenmatrix. AnschlieBend wurde das Protein im Kopplungspuffer auf die Saule
gegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Hierbei wurde eine
peristaltische Pumpe verwendet, um die Kopplungsldsung in der Séule zirkulieren zu

lassen und damit die Kopplungsreaktionsetfizienz zu steigern.

Deaktivierung und Waschung:

Nach der Inkubation wurde die Sdule nach folgendem Schema deaktiviert und
gewaschen. Es wurden abwechselnd jeweils dreimal mit 2 ml Puffer A (0,5 M
Ethanolamin, 0,5 M NaCl, pH 8,3) und B (0,1 M Acetat, 0,5 M NaCl, pH 4) zur
Spiilung der Sédule verwendet. Zur Neutralisierung des pH Wertes wurde die Sdule mit

0,05 M NaPOy, pH 7,4, gespiilt.

Ligandenidentifizierung:

Zur Vorbereitung der NHS-Affinitdtschromatographie wurde die HiTrap NHS-HP
Sdule zunidchst mit Wasch- und Elutionspuffer equilibriert (siche Tabelle 2-13).

Uber diese Siule wird nun ein Proteingemisch gegeben und fiir 45 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgt die Spiilung der Sdule mit NHS-
Bindungspuffer (Puffer A). Dabei werden alle unspezifischen Gemischbestandteile
entfernt und nur Liganden zuriickgehalten, die mit hoher Affinitdt gebunden haben. Die
Elution erfolgt mit dem oben beschriebenen pH-Gradienten-Puffer (Puffer B), welcher
in der Lage ist die zu erwartende Bindung zu Idsen, es wurden verschiedene
Elutionspuffer nach festem Schema evaluiert (siche Tabelle 2-13). Die Eluate wurden
fraktioniert aufgefangen und mittels SDS-PAGE und anschlieBender Silberfarbung

analysiert.
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Tabelle 2-13 NHS-Affinititschromatographie Protokoll 1 ml Siule

Breakpoint  Fluss Weichenstellung % B Fraktionsgrofie Verwendung

(ml) (ml/min)

0 1 Load 0 0 Equilibrierung
5 1 Load 100 2 Equilibrierung
10 1 Load 0 2 Equilibrierung
20 1 Load 100 2 Equilibrierung

Injektion der Proteinlosung, Inkubation 45 min bei RT

Breakpoint  Fluss Weichenstellung % B  Fraktionsgrofie Verwendung

(ml) (ml/min)

0 0,5 Load 0 1 Probeninjektio
n

5 0,5 Load 0 0,5 Spiilung

10 0,5 Load 100 0,5 Ligandeneluti
on

Breakpoint: Durchflussvolumen; Fluss: Flussgeschwindigkeit; % B: Anteil Elutionspuffer

Banden im Elutionsbereich wurden ausgeschnitten und durch Massenspektrometrie

identifiziert.

2.7 Gelfiltration

Die Gelfiltration ist eine Technik um Stoffgemische nach der GroBe ihrer
Einzelkomponenten aufzutrennen. Das Prinzip ist dabei, dass gro3e Molekiile nicht in
die Poren der Matrix eindringen konnen und deshalb an der Matrix vorbei gespiilt
werden. Die kleineren Molekiile miissen die Poren der Matrix durchdringen und
wandern deshalb langsamer durch die Gelmatrix als die grolen Molekiile. Durch ein
langes Sdulenbett kann so ein Stoffgemisch nach Grdéfe seiner Komponenten

aufgetrennt werden.

2.8 Produktion spezifischen Kaninchen-Antikorpern
Um spezifische Kaninchen-Antikdrper zu generieren wurden rekombinant exprimierte

und  affinitdtschromatographisch ~ aufgereinigte = Proteine = verwendet.  Als
Immunisierungsreagenz diente dass Freund’sches Adjuvanz komplett und inkomplett.

Die Proteinmenge betrug pro Immunisierung und Tier 100 pg in 500 ul PBS. Dieses
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wurde mit 500 ul komplettem Freund’'schen Adjuvanz homogenisiert. Es wurde direkt
vor der Immunisierung ein Praimmunserum gewonnen. Nach 4 Wochen wurde eine
Boost-Immunisierung mit gleicher Proteinkonzentration in inkomplettem Freund’schen
Adjuvanz durchgefiihrt. Nach weiteren 4 Wochen wurde Serum gewonnen um den
Immunisierungserfolg nachzuweisen, bzw. um eine weitere Immunisierung bei Bedarf
durchzufiihren. Nach Ablauf der Immunisierung wurde das Serum aliquotiert und bei —
20 °C eingefroren. Eine Anzeige an den Tierschutzbeauftragten des Universitits-
Klinikums Hamburg-Eppendorf wurde rechtzeitig eingereicht (Aktenzeichen

A10a/444 Immunisierung).
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2.9 Priparation von S. epidermidis Oberflichenproteinen

2.9.1 Priparation zellwandgebundener Staphylokokken-Proteine
Oberflachenproteine wurden fiir Interaktions-Tests mit rekombinaten Proteinen oder

zum Nachweis von bestimmten Proteinen benotigt. Handelte es sich dabei um Proteine
mit einem als Zellanker fungierenden LPXTG-Motiv (Navarre and Schneewind, 1994)
musste die gesamte Zellwand abgelost werden ohne dabei intrazelluldre Proteine
freizusetzen. Dafiir wurde zunichst eine Uber-Nacht-Vorkultur des entsprechenden
Stammes in TSB-BBL bei 37 °C und 220 rpm angeziichtet. Am ndchsten Morgen wurde
die Vorkultur mit 1:100 verdiinnter Vorkultur im gleichen Medium angesetzt. Nach 18
h wurde die Kultur in ein frisches Gefal3 iiberfiihrt und fiir 30 min bei 6000 rpm und bei
4 °C pelletiert. Das Pellet wurde einmal mit PBS gewaschen und erneut fiir 30 min bei 4
°C und 6000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet im Verhéltnis 1:10 mit
Protein-Praparations-Puffer resuspendiert und fiir 2 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.
AbschlieBend wurde die Bakterien-Suspension erneut pelletiert und der Uberstand, mit
den praparierten Proteinen in ein frisches Gefal} iiberfiihrt. Die Oberflichenproteine
wurden entweder direkt oder nach Umpufferung verwendet, bzw. bei —20 °C in

Aliquots eingefroren.

2.9.2 Priparation zellwandassoziierter Staphylokokken-Proteine
Bei den lediglich zellwandassoziierten Oberfldchenproteinen konnte sehr viel einfacher

vorgegangen werden. Auch hier wurde eine Vorkultur 1:100 in frisches TSB-BBL
verdiinnt und fiir 20 h bei 220 rpm und 37 °C bebriitet. Anschlieend wurden die
Bakterien durch Zentrifugation bei 6000 rpm und 4 °C fiir 30 min pelletiert. Um
Néahrmediumreste zu entfernen wurde einmal mit PBS gespiilt und erneut wie im
vorherigen  Schritt  zentrifugiert. Das Pellet wurde in zweifach LDS-
Probenauftragspuffer resuspendiert und 10 min bei 70 °C aufgekocht um die Proteine
von der Zellwandoberfliche abzulosen. Die abgetrennten Proteine wurden durch
Zentrifugation von den Bakterien getrennt. Die Proteine wurden bis zur weiteren

Verwendung bei — 20 °C gelagert.

2.9.3 Priparation zellwandassoziierter Staphylokokken-Proteine mittels
Ultraschall

Zunidchst wurden Vorkulturen in BHI-Brithe bei 37 °C und 200 rpm {iber Nacht
angeimpft. Anschliefend wurden pro Isolat zweimal 1 1 BHI-Brithe mit 10 ml Vorkultur
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beimpft und anschlieBend fiir 24 h bei 80 rpm und 37 °C inkubiert. Die Kulturen
wurden nur bei 80 rpm inkubiert, damit ein mikroaerophiles Milieu in den Kulturen
herrscht, welches die Biofilmbildung begiinstigt. Nach Ablauf der 24 h wurden die
Kulturen bei 4 °C und 6000 rpm fiir 20 min pelletiert, der Uberstand abgegossen. Die
Pellets wurden in 20 ml 0,9 % NaCl, pH 6 resuspendiert und zusammengefiihrt. Die
Trennung der Zellwand-assoziierten Proteine von den Protoplasten erfolgte per
Ultraschall auf Eis mit vier 30 sekiindigen Schallstossen mit 50 % Leistung {iber den
Microtip. Zwischen den Schallstossen wurde eine dreissigsekiindige Pause eingelegt,
um die Probe auf Eis abkiihlen zu lassen. Nach abgeschlossener Ultraschallbehandlung
wurden die Suspensionen fiir 15 min bei 5000 rpm bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand
wurde in ein frisches Gefal iiberfiihrt. Es folgte eine erneute Zentrifugation bei 10.000
rpm fiir 15 min und 4 °C. Der Uberstand wurde dann durch einen 0,22 um Filter steril
filtriert. AbschlieBend erfolgte eine Aufkonzentrierung mit 5 ml Amicon-Ultra

Einheiten.

2.10 Markierung von Proteinen
Die Markierung der rekombinaten Proteine mit verschiedenen Techniken sollte die

Bindungsfihigkeiten zwischen verschiedenen Proteinen visualisieren. Es wurden
unterschiedliche Techniken angewandt. Die unmarkierten Proteine wurden via Dot-Blot
oder SDS-PAGE und anschlieBendem Western-Transfer auf PVDF-Membranen
immobilisiert. Die Membranen wurden mit PBS-T gewaschen und anschlieend mit
dem markierten Protein bei Raumtemperatur auf einem Schiittler bei 120 rpm inkubiert.
Die Bindung der markierten Proteine an die immobilisierten Proteine wurde durch
Zugabe des geeigneten Substrates und mit Hilfe des geeigneten Detektionsverfahren

nachgewiesen

2.10.1 Biotin-Markierung
Zur Markierung von primédren Amingruppen mit Biotin wurde das ECL Biotinylation

Modul der Firma Amersham-Biosciences verwendet. Es wurde nach Protokoll
vorgegangen. Das Protein wurde auf eine Konzentration von 1 mg/ml in PBS verdiinnt,
das Gesamtvolumen betrug 2,5 ml. 40 ul der Biotinylierungslésung wurden zu diesem
Ansatz gegeben und 1h bei RT vorsichtig geschwenkt. AnschlieBend wurde dieser
Ansatz iiber eine Sephadex G-25 Sdule gegeben. Dieser Schritt diente der Trennung von
iiberschiissigem Biotin und den markierten Proteine. Das Eluat wurde fraktioniert
aufgefangen und anschlieBend mittels SDS-PAGE analysiert. Die biotinylierten

Proteine wurden bei 2-8 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.
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2.10.2 Peroxidase-Markierung
Zur Markierung von primidren Amingruppen mit aktivierter Peroxidase aus Meerrettich

wurde das Peroxidase-Markierungs-Kit der Firma Roche Applied Science (Penzberg,
Deutschland) verwendet. Es wurde nach Protokoll vorgegangen. Die Losungen wurden
wie im Hersteller-Protokoll angegeben angesetzt. Das Protein wurde 1:6 mit PBS auf
4,0mg/ml verdiinnt. Davon wurden 50 pl mit 250 ul Natriumcarbonat pH 9,8 vermischt.
Zu dieser Losung wurden 100 pl Peroxidase-Losung gegeben und vermischt. Dieses
Gemisch wurde 2 h bei RT inkubiert.

Um die Kopplungsreaktion zu stoppen wurden 40 ul Triethanolamin dazugegeben und
gemischt. Darauf wurden 50 pl Natriumborhydrid hinzugefiigt und fiir 30 min bei 2-8
°C inkubiert. AnschlieBend wurden erneut 25 pl der Triethanolamin-Losung
hinzugefiigt und fiir 2 h bei 2-8 °C inkubiert. Zur Stabilisierung des Konjugates wurden
10 pl der Glycinldsung-Lésung hinzugegeben und vermischt. Zur Uberfithrung in den
Lagerungspuffer wurde eine Zentrifugation in Amicon-Ultra- Einheiten durchgefiihrt.

Die markierten Proteine wurden bei 4 °C gelagert und schnellstmoglich verwendet.

2.11 Proteasen-Charakterisierung

2.11.1 Zymographie
Die Zymographie ist eine Technik zur Visualisierung von proteolytischer Aktivitit in

einer Probe. Es wurden verschiedene Techniken angewandt um, entsprechend den
Bediirfnissen und dem Naturell der zu untersuchenden Fragestellungen gerecht zu

werden.

2.11.2 SDS-Zymographie
Die Zymographie vereint die Auftrennungsmoglichkeiten einer SDS-PAGE mit einem

relativ sensitiven Verfahren der proteolytischen Aktivitdt, welche dann einem
bestimmten Fragment zugewiesen werden kann. Dafiir wurde ein SDS-Gel hergestellt,
welches im Endvolumen 1mg/ml Gelatine enthielt. Als Laufpuffer wurde ein Tris-
Glycin Puffer verwendet, ebenso basiert der Ladepuffer auf Tris-Glycin. Die Proben
wurden zundchst nach GroBle aufgetrennt. Um vorzeitige Aktivierung moglicher
Proteasen zu vermeiden wurden die Zymogram-Gele wihrend des Laufes auf 4 °C
gekiihlt. Damit die Proben ihre proteolytische Aktivitdt entwickeln konnten musste das
Zymogram-Gel nach Beendigung der Auftrennung renaturiert werden, das heisst von
SDS befreit werden. Daflir wurde ein Puffer mit 2,5 % Triton X-100 verwendet und

zweimal flir 30 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach erfolgter Renaturierung
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wurde das Zymogram-Gel im Entwicklungspuffer fiir 30 min bei Raumtemperatur
equilibriert. AnschlieBend wurde der Puffer gewechselt und das Gel fiir 5 min bei
Raumtemperatur geschiittelt. Nach dieser Equilibrierung erfolgte die Inkubation bei 37
°C im Brutschrank fiir 72 h. AnschlieBend wurde das Gel mit Amido-Black geférbt.
Proteolytische Aktivitit wird durch bandenspezifische Authellungen im Gel angezeigt.

2.11.3 Reverse Zymographie
Die Reverse Zymographie (Oliver et al., 1997) wurde dafiir benutzt, spezielle Substrate

bzw. Protease-Inhibitoren,bei vielen verschiedenen Bedingungen zu evaluieren. Dafiir
wurden die Proben mit Substrat bzw. Protease-Inhibitor bei geeigneter Temperatur in
einem Reaktionsgefdll inkubiert. Erst nach Inkubation erfolgte die Auftrennung per
SDS-PAGE. Durch Vergleich mit der urspriinglichen Probe konnten Aussagen iiber das

Proteolyseverhalten getroffen werden.

2.12 Isoelektrische Fokussierung
Die Isoelektrische Fokussierung trennt Proteine durch ihre unterschiedlichen

isoelektrischen Punkte in einem pH-Gradienten-Gel auf. In diesem Gel wandern die
Proteine im elektrischen Feld bis sie ihren Neutralpunkt erreicht haben und sowohl die
negativen als auch die positiven Ionen im Gleichgewicht stehen. Dadurch kénnen
Proteine unterschiedlicher Art mit gleicher Grofle voneinander getrennt werden. Es
wurden pH-Gradienten Gele der Firma Invitrogen benutzt und nach Protokoll

vorgegangen.

2.13 Proteinidentifikation mittels Massenspektrometrie
Um Proteinbanden in SDS-PAG-Elektrophoresen zu identifizieren wurde mit Dr. Buck

aus der Abteilung fiir klinische Chemie des Universitits-Klinikums-Hamburg
Eppendorf zusammengearbeitet. Es wurden die Techniken Massenspektrometrie und
Edmann-Sequenzierung angewandt. Fiir die Massenspektrometrie wurden Banden aus
gefarbten SDS-PAGE ausgeschnitten, fiir die Edmannsequenzierung wurden die Proben
zundchst via Western-Blot auf PVDF-Membranen immobilisiert und anschlieBend der
Blot mit 0,25 % Coomassie in 50 % ddH,O, 40 % Methanol und 10 % Essigsdure
gefarbt.

2.14 Protein- Interaktionsanalysen
Zur Protein-Interaktionsanalyse wurde 1im Wesentlichen eine NHS-basierte

Affinitdtschromatographie (siche Kapitel 2.6.4), Gelchromatographie (siche Kapitel 2.7)
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oder die Far-Western-Blot Methode verwendet (siehe 2.14.1). Durch die Analyse mit

unterschiedlichen Verfahren sollte ein systematischer Fehler ausgeschlossen werden.

2.14.1 Far-Western-Blot
Die Far-Western Methode ist eng verwandt mit der Western-Blot Technik. Auch hier

werden 1 bis 10 ng eines Proteins zunédchst mittels SDS-Gelelektrophorese nach Grofie
aufgetrennt und anschlieBend per Blot-Verfahren auf einer PVDF-Membran
immobilisiert. Darauf folgt ein Blockierschritt der Membran mit 3 % BSA oder
Milchpulver, der unspezifische Bindungsstellen abséttigen soll. Bei einem Far-Western-
Blot werden allerdings statt Erst-Antikorper gegen ein bestimmtes Protein, ein
potentieller Bindungspartner in einer geeigneten Konzentration, von zum Beispiel 10
ng/ml, dazugegeben und genauso auf der Membran inkubiert. AnschlieBend wurde die
Membran dreimal Mit PBS-T gewaschen. Dieser Bindungspartner kann entweder vor
der Verwendung mit Biotin oder Meerrettich Peroxidase markiert sein oder es wird ein
spezifischer Peroxidase markierter Antikorper gegen das eingesetzte Protein verwendet,
um seine Bindung an die immobilisierten Proteine nachzuweisen. Der
Bindungsnachweis erfolgte durch die Exposition eines Rontgenfilms auf der Blot-

Membran.
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3 Ergebnisse

3.1 Erzeugung rekombinanter Aap (rAap) Abschnitte

Um die Funktion der Aap Subdomédnen bei der Staphylococcus epidermidis
Biofilmbildung detaillierter untersuchen zu konnen sollten zunéchst das Vollldngen-
Aap sowie die Aap-Subdominen A und B (Abbildung 3-1) in E. coli rekombinant

iiberexprimiert und affinititschromatographisch aufgereinigt werden

NH, N |RIR[RIR|RIRILIC} COOH
Aap Dom A > Aap Dom B

: Aap komplett >

Abbildung 3-1 Ubersicht Aap

Schematische Darstellung von Aap und seinen Subdoménen. Die Doméne-A, hier grau unterlegt
dargestellt, beinhaltet am Ubergang zur Doméne-B, hier weiBl dargestellt, eine 212 Aminoséure groBe
Domaéne (N), welche im Vergleich mit Aap-Homologen (zum Beispiel SasG) hochgradig konserviert ist.
Die Aappomane B besteht aus 5,5 repeats (R). C-terminal befindet sich ein Kollagen-Helix-Motiv (C) und
ein LPXTG-Motiv (L). Sowohl der Zellanker als auch das Kollagen-Helix-Motiv wurden im Rahmen der
Konstruktion der Expressionsklone nicht amplifiziert und sind dementsprechend in den resultierenden
rekombinanten Proteinen nicht vorhanden.

Um dieses Ziel zu erreichen wurden unter Verwendung spezifischer Primer die
korrespondierenden kodierenden Abschnitte amplifiziert und mittels der Gateway-
Technologie zundchst in den Vektor pENTR/D-Topo und anschlieBend in den

Destinationsvektor pDestl7™

-Vektor eingebracht. In diesem wurde das jeweilige
Fragment an seinem 5°-Ende mit einem fiir ein Hiss-Tag kodierenden Abschnitt
fusioniert. Diese Markierung ist fiir die anschlieBende Immobilisierte-Metallionen-

Affinitats-Chromatographie (IMAC) von essentieller Bedeutung.

3.1.1 Klonierungsstrategie
Zunichst wurde der gewiinschte Aap-Abschnitt unter Verwendung der Primer Forward

AXA und Revers 3 (Aapkomplerr), Forward AXA und Revers 3°212-AMS (Aappomine A);
Forward 5’ AapRT und Revers 3’ (Aappomine 8) Mittels Platinum-Pfx Polymerase aus der
chromosomalen DNA von dem S. epidermidis Isolat 5179 amplifiziert (siche auch
Tabelle 2-9). Hierdurch konnten blunt-end Amplifikate erzeugt werden. Diese wurden

direktional in den pENTR/D-Topo Vektor (siche Kapitel 2.3.8) kloniert, woraus die
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Konstrukte pENTR/D-Topo Aapioemplet, PENTR/D-Topo Aappema und pENTR/D-Topo
Aappomp entstanden. Die Kontrolle der Klone erfolgte mittels
Restriktionsendonukleasen-Verdau, PCR und Sequenzierung. Durch die Clonase-
Reaktion wurde der entsprechende Genabschnitt aus dem pENTR/D-Topo Vektor in
den Destinationsvektor pDestl7™ subkloniert. In den resultierenden Konstrukten
pDest17-Aapiomplett, pDestl7-Aappoma und pDestl7-Aappomp- wird die jeweils klonierte
Sequenz 5° im Leseraster mit dem genetischen Code fiir eine Hisg-Markierung
fusioniert. Die entsprechenden Konstrukte wurden in den Expressionstamm E. coli

BL21AI eingebracht.

3.2 Expression und Aufreinigung der rekombinanten Proteine
Eine Pilot-Expression wurde zur Evaluierung der Expressionsfihigkeit der einzelnen

Klone durchgefiihrt. Die Klone, welche eine quantitativ optimale Expression
ermoglichten, wurden fiir die weiteren Expressionsexperimente gewdhlt. Als
Auswabhlkriterien galten hier schnelle Expression nach Induktion mit Arabinose und
hoher Proteinertrag. Dafiir wurde, wie im Material und Methodenteil Kapitel 2.4.1
beschrieben, vorgegangen

Die wihrend der Pilotexpression ermittelten Kulturbedingungen wurden verwendet, um
groflere Mengen rekombinanten Proteins prédparieren zu konnen. Dafiir wurde das
Protokoll wie im Kapitel 2.4.2 beschrieben angewendet. Durch Variation der
Elutionsbedingungen konnten schlielich Bedingungen gefunden werden, welche die
Aufreinigung groBBer Mengen der verschiedenen rekombinanten Aap-Domédnen in
ausreichender Reinheit erlaubte. Durch die Gradientenelution evaluiert, konnte fiir alle
rekombinanten Aap-Fragmente folgender Elutionspuffer festgelegt werden: 0,05 M
NaPOy, 0,5 M NaCl, 100 mM Imidazol, 0,1% Tween20 [v/v], pH 7,4. Beispielhaft sei
hier ein Affinitdtschromatogramm einer rAapiomplert gezeigt (siche Abbildung 3-2)
Damit konnte ein schonendes und gleichzeitig Reinheit versprechendes
Aufreinigungsverfahren etabliert werden. AnschlieBend an die IMAC-Aufreinigung der
rekombinanten Proteine wurde eine Aufkonzentrierung mit Amicon-Ultra 5 ml Sdulen
durchgefiihrt und die Proteinkonzentrationen zwischen 2-10 mg/ml eingestellt. Dabei
wurden die Proteine gleichzeitig in PBS umgepuffert, um die eventuell
bindungsinterferierenden  Substanzen Imidazol und Tween 20 aus der
Proteinaufreinigung Zu entfernen. Abschlieend wurde eine

Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford durchgefiihrt.
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Abbildung 3-2 Affinititschromatographie von rAapgompiett

Aufreinigung von rAapyempler mittels IMAC. Gezeigt wird das Elutionsprofil der His-Trap Sdule nach
Beladung mit E. coli Zellextrakten die Probeninjektion in das S&ulensystem ist mit einem Pfeil markiert.
Die Absorption bei 280 nm, als schwarze Kurve gezeigt, markiert den Proteinabfluss aus der
Saulenmatrix. Die Konzentration des Elutionspuffers (in % des Puffer B) ist als grau-gestrichelte Linie
dargestellt. Kurvengipfel 1 bezeichnet das unaufgereinigte Proteingemisch mit dem rekombinanten
Protein. Kurvengipfel 2 zeigt die Elution des nun aufgereinigte Proteins.

Im Anschluss folgte die gelelektrophoretische Aufreinigung mittels SDS-PAGE und
anschlieBender Coomassie-Farbung (siehe Abbildung 3-3 A und B).

A B

koa M 1 kDa M2* kDaM 12 kpaM 3 oa M 4
250 W Ble 25
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Abbildung 3-3 Analyse der rekombinanten Expression und
affinitatschromatographischen Aufreinigung von Aap und seinen Subdomiinen
mittels SDS-PAGE.

(A) Aufreinigung von rekombinantem Volllingen Aap (rAap). In Spur 1 wurden ein E. coli BL21AI
Rohextrakt 4 Stunden nach Induktion der Aap Expression aufgetragen. In Spur 2 wurde korrespondierend
eine reprisentative Aap-haltige Fraktion nach Aufreinigung des rekombinanten Proteins mittels Nickel
Affinitdtschromatographie. Pfeile kennzeichnen rAap (erwartetes Molekulargewicht 160 kDa). M,
Marker

58



(B) Aufreinigung von Aap Domine A und B. In Spur 1 und 2 wurden E. coli BL21AI Rohextrakte 4
Stunden nach Induktion der Aap Domine A und B Expression aufgetragen. Spuren 3 und 4 zeigen
korrespondierend reprisentative rAappominea Und rAappomine-haltige Fraktion nach Aufreinigung der
rekombinanten Proteine mittels Nickel-Affinitdtschromatographie. Pfeile kennzeichnen jeweils die
rekombinanten Proteine (erwartete Molekulargewichte: rAapDomineA, 64 kDa; rAapDomineB, 94
kDa). M, Marker

Wie in Abbildung 3-3 ersichtlich scheint das Molekulargewicht der rAappomane o bei
circa 100 kDa zu liegen, das errechnete Molekulargewicht ist aber 63,11 kDa.
Ahnliches gilt fiir die rAappomane B Welche auf einer Hohe von circa 150 kDa im SDS-
PAGE aufgetrennt wurde. Das tatsdchliche Molekulargewicht der rAappomane B liegt bei
94,77 kDa. Die Differenz zwischen diesen Molekulargewichten kann durch besondere
Ladungseigenschaften dieser speziellen Proteine erklidrt werden. Auch unabhingige

Gruppen haben dhnliches beobachtet (T. Foster, personliche Korrespondenz).
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3.3 Beeinflussung der Biofilmbildung bei S. epidermidis durch
rAappoma Und rAappoms-
Nachdem die rekombinanten Proteine erfolgreich exprimiert und aufgereinigt werden

konnten, sollten diese zunichst in Biofilminhibitionsstudien eingesetzt werden, um so
thren Einfluss auf die Biofilmbildung bei S. epidermidis 5179-R1 zu untersuchen. Dafiir
wurden verschiedene Mengen der rAappoms- oder rAappema zu Kulturen von S.
epidermidis 5179-R1 gegeben und deren Einfluss auf den Biofilmphénotyp untersucht
(Abbildung 3-4).
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Abbildung 3-4 Biofilminhibiotions-Assay

Darstellung des Einflusses von rAap-Doméne-A und —Domine-B auf die Biofilmbildung von von S.
epidermidis 5179-R1. Als Negativkontrolle wurde bovines Serumalbumin verwendet. Es ist ein
konzentrationsabhingiger, signifikanter inhibitorischer Effekt der Doméine B auf die Biofilmbildung von
5179-R1 zu erkennen.

Durch die Zugabe von rAappems- konnte die Biofilmbildung von S. epidermidis 5179-
R1 konzentrationsabhidngig inhibiert werden. Im Gegensatz dazu hatte die Zugabe von
rAappoma und von BSA keinen Einfluss auf die Biofilmbildung dieses Stammes. Diese
Ergebnisse zeigen, dass offensichtlich die rAappoms- flir die interzelluldre Aggregation
notwendigen Oberflachenstrukturen absittigt und dadurch eine Biofilmbildung
verhindert. Dies weist auf die direkte Beteiligung der Aappomine-s an der Biofilmbildung

hin.
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3.4 Gelfiltration der rAappoms-

Grundsétzlich muss Aappomane-, Um als interzelluldres Adhdsin aktiv zu werden, mit
Oberflachenstrukturen auf Nachbarzellen interagieren. Hierbei kann es sich
grundsitzlich um homotype oder heterotype Interaktionen handeln. Homotype
Interaktionen konnen zur Auto-Aggregatbildung mit der Ausbildung hochmolekularer
Komplexe fithren. Um solche als Hinweis fiir homotype Interaktionen nachzuweisen,
wurde rAappomp- (errechnetes Molekulargewicht 94,71 kDa) mittels analytischer
Gelfiltration auf einer Tricorn S-200 10/300 GL Séule filtriert und das
Molekulargewicht bestimmt (siche Abbildung 3-5). Im Falle der Bildung von rAappems-
Aggregaten konnte erwartet werden, dall das Protein mit einem scheinbar hoheren

Molekulargewicht eluiert.
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Abbildung 3-5 Analyse von rAappomp- mittels Gelchromatographie.

Rekombinante rAappoms (1 ml, Konzentration 500 pg/ml) wurde auf das Gelbett einer Tricorn S-200
10/300 GL Siule aufgetragen (roter Pfeil). Die Elution erfolgte mit PBS bei einer Flussrate von 0,5
ml/min. Das aufgezeichnete Elutionsprofil bei 280 nm zeigt zwei korrespondierend zu einem geschitzten
Molekulargewicht von 144 kDa (2) und 77 kDa (3).

In PBS gelost eluierte rAappoms im Bereich von 144 kDa als dimerisiertes Protein und
im Bereich von 77 kDa als monomeres Protein. Eine prinzipielle Adhdsivfunktion von
rAappomp auf molekularer Ebene wurde damit erstmals nachgewiesen. Im Kontext
dieses Ergebnisses und der Ergebnisse von Conrady et al., 2008, welche eine Zink-

abhingige Adhédsion der G5-Doménen der Aappomp nahelegten, flihrten wir
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weitergehende Untersuchungen zur Aap pomine B Adhdsivfunktion durch. Dabei sollten
nicht nur homotype sondern auch heterotype Interaktionen molekularbiologisch
nachgewiesen werden. Die Divergenz von errechnetem und hier gezeigtem
Molekulargewicht ldsst sich auf spezifische Proteineigenschaften zuriickfithren und
wurde ebenfalls von wunabhédngigen Forschungsgruppen (T. Foster personliche

Korrespondenz) beobachtet.

3.5 Ligandenbindungsassay

Als orientierende Untersuchung diente zundchst ein Ligandenbindungsassay in Form
eines Far-Western-Blots. Hierzu wurde aufgereinigte rAappomp biotinyliert. (siche
Kapitel 2.10.1) Das so markierte Molekiil wurde hinsichtlich seiner Fahigkeit getestet,
als Ligand an im SDS-PAGE aufgetrennte und auf einer PVDF-Membran

immobilisierte rAappoms, rAappoma oder Oberflichenproteinpriparationen von S.

epidermidis 5179 und 5179-R1 zu binden.
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Abbildung 3-6: Far-Western-Blot mit biotinylierter rAap-DomB

Untersuchung der Bindung von biotinylierter rAap-DomB an geblottete S. epidermidis
Oberflichenproteine im Far-Western-Blot. Rekombinante Aap-Doméne-A (Spur 1), -Doméne-B (Spur 2)
sowie Oberflachenproteinpréparationen der S. epidermidis Staimme 5179 (Spur 3) und 5179-R1 (Spur 4)
wurden im SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und die Membran nach
Blockierung mit biotinylierter Aap Doméne-B (5 pg/ml) inkubiert. Nach Spiilen wurde gebundene
rAappomp mittels peroxidasemarkiertem Streptavidin und Chemilumineszenz-Reagenz nachgewiesen. In
den Oberflachenproteinpréiparationen konnte eine Bindung an zwei, etwa 140 beziehungsweise 20 kDa
grof3e Proteine nachgewiesen werden.
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Nach Inkubation iiber Nacht der geblotteten Proteine mit biotinylierter rAappoms- (5
png/ml) wurde die Membran gespiilt und das gebundene rAappomp- mittels Peroxidase-
markiertem Streptavidin detektiert (siche Abbildung 3-6). In diesem Versuch konnte
keine Bindung der markierten rAappoms- an rAappoma oder rAappoms- detektiert werden.
Stattdessen ist eine Bindung an Proteine aus den Oberflichenproteinpriaparationen mit
einem ungefidhren Molekulargewicht von etwa 140 kDa und 20 kDa nachweisbar.
Damit konnte Evidenz dafiir gefunden werden, dass offensichtlich eine Interaktion von
rAappomp- mit S. epidermidis-Oberflichenproteinen stattfindet. Mit dem Ziel, diese
Interaktion unter Verwendung eines unabhidngigen Verfahrens zu bestdtigen, sowie die
potentiellen Aap Doméne-B Interaktionspartner zu isolieren und zu identifizieren,

wurde eine Affinitdtschromatographie durchgefiihrt.

3.5.1 Identifizierung potentieller rAappomp—Liganden mittels
Affinitatschromatographie

Um die im Far-Western-Liganden Assay detektierten, potentiellen Aap Doméne-B
bindenden Proteine, anzureichern und zu identifizieren, wurde rAappoms. an NHS-
aktivierter Sepharose gekoppelt. Hierfiir wurde, wie oben beschrieben (siche 2.6.4),
vorgegangen. Uber diese Matrix wurden Oberflichenproteinpriparationen der S.
epidermidis Isolate 5179 und 5179-R1 Oberflichenproteine geleiten. Nach
Probenauftrag und Spiilen mit PBS (pH 7,4) zur Entfernung unspezifisch gebundener
Proteine wurden verschiedene Puffer (0,9% NaCl, chaotrope Salze wie 6 M Guanidin-
HCI pH 8,6 und 8 M Harnstoff, oder saure Tris-Puffer wie 50 mM Tris-Hcl (pH 3) und
2 M Tris-HCL (pH 2)) zur Elution von affin gebundenen Proteinen evaluiert. Fraktionen
der resultierenden FEluate wurden aufgefangen und mittels SDS-PAGE und
Silberfarbung auf das Vorhandensein von Proteinen hin analysiert. Als Kontrolle wurde
zum Vergleich eine NHS-Séule mit rAappoma beladen. (Abbildung 3-7)

Zu erkennen ist in den Abbildung 3-7 A und B, dass sowohl nach Beladung der mit
rAappomp-beladenen Sdule mit Zelloberflichen-Ultraschallextrakten nach Spiilen der
Sdule mit 15 ml PBS, pH 7,4, durch Anlage eines 2M Tris-HCI-Gradienten bei
Erreichen von pH 2 Proteine mit unterschiedlichen Molekulargewichten (140 kDa, 45
kDa, 25 kDa und 20 kDa) von der Sdulenmatrix eluiert wurden. Proteine dieser Groflen
konnten unabhingig davon gefunden werden ob Oberflichenproteinpriparationen des
Stamms S. epidermidis 5179 oder —R1 auf die Sédule aufgetragen wurden. Um diese
Proteine zu identifizieren wurden die entsprechenden Fraktionen mittels SDS-PAGE

aufgetrennt, und die so darstellbaren Banden nach Farbung mit Coomassie aus dem Gel
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ausgeschnitten. Im Anschluss wurden diese Proben mittels MALDI-TOF weiter
analysiert. Hierbei zeigte sich, dass die in der Abbildung 3-7 markierten Proteine mit
den Molekulargewichten von 140, 45, 25 kDa zweifelsfrei dem S. epidermidis
Autolysin AtlE zugeordnet werden konnen. Das Auftreten multipler Banden ist am
ehesten als Resultat der diesem Protein inhédrenten autoproteolytischen Funktion zu
betrachten (Heilmann et al., 1997).

Die Peptidmassenanalyse des 20 kDa Proteins erbrachte die Aminosduresequenz
KYFHPIYSYNPNSNEKY, welche dem hypothetischen S. epidermidis Protein
YP 187866 zugeordnet werden konnte. Die Massenspektrometrie wurde mit dem Q-
TOF- und der Tandemmassenspektrometrie-Verfahren durchgefiihrt und hierbei

bestétigt.
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Abbildung 3-7 NHS-basierte Affinititschromatographie zur
Ligandenidentifikation

Isolierung von S. epidermidis Oberflichenproteinen mit Aap-bindenden FEigenschaften mittels
Affinitdtschromatographie. Oberflichenproteine von S. epidermidis 5179 und 5179-R1 wurden iiber eine
mit rAappems- (A, B) beziehungsweise rAappoma (C) beladene NHS-Sdule geleitet. Nach Spiilen der
Saulen mit PBS (pH 7,4; Fraktionen 1-8) ) wurde ein pH Gradient angelegt (Fraktionen 9-11). Die
entsprechenden Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit SilverSnap™ geférbt. Die in
A und B mit * markierten Banden wurden mittels Massenspektrometrie AtlE zugeordnet. Die mit <
markierten Banden wurden als ein hypothetisches Staphylokkokenprotein NP_7639421 identifiziert.

Um mit dieser Methodik die adhésive Funktion der Aappema zu analysieren, wurde
ebenfalls rAappoma an die Sdulenmatrix gekoppelt und anschlieBend mit den
praparierten Oberflichenproteinen von S. epidermidis 5179-R1 inkubiert. Nach
durchgefiihrter Spililung und anschlieBender Gradientenelution mit Tris-HCl pH 2

konnten keine gebundenen Proteine eluiert werden. Wie in Abbildung 3-7 C zu
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erkennen, ist in diesem Versuchsaufbau keine Interaktion von S. epidermidis 5179-R1
Oberflachenproteinen mit der immobilisierten rAappoma nachweisbar.

Zur Bestitigung der Bindung von Aappomane-s an die durch Affinitdtschromatographie
nachgewiesenen Proteine, und um auszuschliessen, dass das 20 kDa Protein und AtIE
aufgrund von unspezifischen Wechselwirkungen mit der NHS-Sadulen-Matrix eluierten,
wurden die entsprechenden, in der Affinititschromatographie gewonnenen Fraktionen 9
- 11 in einem Far-Western-Blot (siche Kapitel 2.14.1) auf ihre Bindungsfahigkeit an
biotinylierte rAappoms- getestet. Zum Vergleich wurden verdiinnte
oberflachenassoziierte Proteine von S. epidermidis 5179 und 5179-R1 zusitzlich

eingesetzt.
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Abbildung 3-8 Far-Western-Blot rAappom B

Analyse der in der Affinitdtschromatographie gewonnenen Fraktionen mit potentiell Aap Doméne-B-
bindenden Proteinen mittels Far-Western Blot. Die in Abbildung Abbildung 3-8 gezeigten Fraktionen 1
und 2 (Spur 1 und 2) sowie 9, 10 und 11 (Spuren 3, 4 und 5) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf
eine PVDF-Membran mittels Western-Blot transferiert und mit biotinmarkierter rAappomp. (5 pg/ml; A)
und Peroxidase-markiertem Streptavidin (10 pg/ml; B) bei Raumtemperatur inkubiert. Gebundene
rAappomp. Wurde dann mittels Peroxidase-markiertem Streptavidin und Chemilumineszenz-Reagenz

nachgewiesen.

In diesem Experiment konnte eine Bindung der rAappoms- an die als 140, 45, 25 kDa
AtlE-Fragmente sowie an das unbekannte 20 kDa Protein dargestellt werden
(Abbildung 3-8 A). Somit erscheint es wahrscheinlich, dass es sich bei den
nachgewiesenen Proteinen tatsdchlich um Interaktionspartner der Aap Doméne-B

handelt und ihr Nachweis nicht auf eine unspezifische Wechselwirkung mit der
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Sdulenmatrix zurlickzufiihren ist. Einschrankend muss jedoch erwéhnt werden, dass im
Kontrollexperiment, in welchem nur Peroxidase-markiertes Streptavidin eingesetzt
wurde, ein schwaches Signal auf Hohe von AtIE nachgewiesen werden konnte
(Abbildung 3-8 B). Dieses war zwar im Vergleich zum Experiment mit Biotin-
markiertem rAappomp- Sschwicher, dennoch kann nicht mit letzter Sicherheit
ausgeschlossen werden, dass hier eine unspezifische Interaktion von AtIE mit

Streptavidin vorliegt.

3.6 Charakterisierung von AaStrA
Aufgrund der hier dargestellten Interaktion mit der Aappomine B Wurde das neu

identifizierte S. epidermidis Protein YP 187866 als Aap associated Staphylococcus
epidermidis extracellular Adhesin (AaStrA) benannt. AaStrA wird durch einen 510 bp
groflen offenen Leserahmen kodiert (SERP0270) und besteht aus 169 Aminosdureresten
mit einem abgeleiteten Molekulargewicht von 18 kDa und einem theoretischen P; von
pH 9,91 (http://expasy.org/tools/protparam.html). Mittels bioinformatischer Analyse
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) der abgeleiteten Aminosduresequenz konnte
gezeigt werden, dass AaStrA ein typisches Exportmotiv aufweist (Aminosdure 1-21,
Abbildung 3-9). Somit liegt die strukturelle Voraussetzung fiir eine extrazelluldre
Lokalisation vor. Es konnten kein, fiir grampositive Erreger typisches, Zellwandanker-

Motiv nachgewiesen werden.

AS 60-76
s N/

NH,! I 'COOH

Abbildung 3-9 Schematische Darstellung von AaStrA

Schematische Darstellung der abgeleiteten Aminosduresequenz von AaStrA. N-terminal findet sich ein
Signalpeptid (S), welches fiir den Export des Molekiils in den extrazelluliren Raum verantwortlich sein
konnte. C-terminal dieses Peptids finden sich keine signifikanten Homologien mit anderen Proteinen
bekannter Funktion. Die Liange des rekombinant erzeugten rAaStrA ist durch eine graue Unterlegung
gekennzeichnet. An Aminosdureposition 60-76 des Voll-Langen-Proteins befindet sich das durch
Massenspektrometrie identifizierte Peptid mit der Aminosduresequenz KYFHPIYSYNPNSNEKY'..

3.6.1 Rekombinante Expression von AaStrA (rAaStrA)
Um die Funktion von AaStrA bei der S. epidermidis Biofilmbildung néher aufzukliren,

sollte das Protein rekombinant als His6-Fusionsprotein exprimiert werden. Um dieses

Ziel zu erreichen wurde die Gateway-Technologie (Invitrogen) verwendet. Zur

67



Erzeugung der ENTR-Klone wurde aastra (nt 64-510) unter Verwendung der Primer
AaStrA 64for ENTR und AaStrA 510 reverse amplifiziert (siche Tabelle 2-9 Primer-
Kombinationen), in den Vektor pENTR/D eingebracht und in den Expressionsvektor
pDEST17 subkloniert. Das resultierende Plasmid pDESTaastra wurde in den E. coli
Expressionsstamm BL21AI transformiert (siche Kapitel 2.3.8).

Zur Optimierung der Expressionsbedingungen erfolgte dann eine Pilotexpression
unabhingiger Klone (siche Kapitel 2.4.1). Es wurden die Zellextraktionen von
expressionsinduzierten und nicht induzierten BL21AI Kulturen einer SDS-PAGE
unterzogen und miteinander verglichen (siehe Abbildung 3-11 A). Ein geeigneter Klon
wurde dann zur Expresion von rAaStrA verwendet. Das rekombinante Protein wurde
mittels Nickel-basierter Affinitdtschroamtographie aufgereinigt. Abbildung 3-10 zeigt
ein reprdsentatives Elutionsprofil der Affinitdtschromatographie, Abbildung 3-11 B
zeigt den Aufreinigungserfolg in einer SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-

Féarbung.
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Abbildung 3-10 Affinititschromatographische Aufreinigung von rAaStrA

Aufreinigung von rAaStrA mittels IMAC. Gezeigt wird das Elutionsprofil der His-Trap Sdule nach
Beladung mit E. coli Zellextrakten die Probeninjektion in das S&ulensystem ist mit einem Pfeil markiert.
Die Absorption bei 280 nm, als schwarze Kurve gezeigt, markiert den Proteinabfluss aus der
Saulenmatrix. Die Konzentration des Elutionspuffers (in % des Pufferflusses) ist als grau-gestrichelte
Linie dargestellt. Kurvengipfel 1 bezeichnet das unaufgereinigte Proteingemisch mit dem rekombinanten
Protein. Kurvengipfel 2 zeigt die Elution des nun aufgereinigten Proteins.

Als Spiilpuffer wurde ein 0,05 M NaPOy-, pH 7,4, 0,5 M NaCl-, 50 mM Imidazol-, pH
7,4 Puffer verwendet. Als Elutionspuffer wurde ein 0,05 M NaPOg-, pH 7,4, 0,5 M
NaCl-, 200 mM Imidazol-, 0,1% Tween20, pH 7,4 Puffer verwendet. Unter diesen
Bedingungen rAaStrA in hoher Konzentration (bis 10 mg/ml) und Reinheit aufgereinigt
werden (Abbildung 3-11B).
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Abbildung 3-11 SDS-PAGE rAaStrA

A: Pilotexpression AaStrA; B: Affinitdtschromatographische Aufreinigung von AaStrA; M: Marker;

In Abbildung A gezeigt sind E. coli Zellextrakte, Spur 1 mit Induktion der Expression von rAaStrA durch
Zugabe von Arabinose, 2 zeigt eine uninduzierte Zellextraktprobe.

In Abbildung B: werden die affinitdtschromatographisch aufgereinigten Fraktionen von rAaStrA gezeigt.

3.6.2 Untersuchung des Einflusses von rAaStrA auf die S. epidermidis
Biofilmbildung

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Zugabe von rAappoms die Biofilmbildung
von S. epidermidis 5179-R1 hemmen kann. Aus diesem Grund stellte sich die Frage, ob
und in welcher Form rAaStrA die S. epidermidis Biofilmbildung beeinflussen kann.
Hierzu wurden Biofilm-Assays (Durchfiihrung siehe Kapitel 2.2.2) unter Zugabe
unterschiedlicher Mengen von rekombinant erzeugtem und aufgereinigtem AaStrA
durchgefiihrt. Hierbei wurden die S. epidermidis Staimme 5179 (biofilmnegativ), S.
epidermidis 5179-R1 (biofilmpositiv) und 1585 (aap-negativ, biofilmnegativ)
(sieheTabelle 2-3) in TSB iiber Nacht angeziichtet. Diese Vorkultur wurde 1:100 in
frischem TSB ohne (als Negativkontrolle) sowie mit unterschiedlichen Konzentrationen
rAaStrA verdiinnt. Unter Verwendung dieser Verdiinnungen wurden Nipfchen einer
96-Well Mikrotiterplatte (NunclonA) beschickt und bei 37 °C fiir 20 h inkubiert.
AnschlieBend wurden nicht adhédrente Zellen durch Waschen mit PBS entfernt.
Adhirente Zellen konnten durch Gentiana-Violettfarbung dargestellt werden. Es zeigte
sich hierbei, dass die Zugabe von rAaStrA selbst bei einer maximalen Konzentration
von 1000 nmol keine inhibitorische Wirkung auf den Biofilm des Stamms S.
epidermidis 5179-R1 hatte. Vielmehr konnte festgestellt werden, dass die Zugabe von
rAaStrA bei den biofilmnegativen S. epidermidis Stdmmen 5179 und 1585
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konzentrationsabhéngig zur Ausbildung eines Biofilms flihrte (Abbildung 3-12). Dieser
biofilminduzierende Effekt konnte bei S. epidermidis 5179 bis zu einer rAaStrA-
Konzentration von 8 nmol und bei S. epidermidis 1585 von 125 nmol beobachtet
werden. Somit weist AaStrA sowohl bei einem Aap-positiven (5179) wie auch einem

Aap-negativen (1585) S. epidermidis Stamm eine biofilminduzierende Wirkung auf.
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Abbildung 3-12 Biofilm-Assay zur Biofilminduktion durch rAaStrA

Untersuchung des Einflusses von rAaStrA auf die Biofilmbildung. Unterschiedliche Mengen von
rAaStrA wurden dem Wachstumsmedium TSB zugesetzt. Nach 20 Stunden Inkubation wurden nicht-
adhdrente Zellen abgespiilt und der zuriickbleibende Biofilm mit Gentiana gefarbt. (A) S. epidermidis
5179, (B) S. epidermidis 5179-R1, (C) S. epidermidis 1585. Das Balkendiagramm weist die ODsyq (+/-
Standardabweichung), basierend auf 3 unabhédngigen Experimenten und 3 Messwerten, aus. Unter den
Diagrammen sind die jeweils korrespondierenden Napfchen der Mikrotiterplatten dargestellt.

Der Nachweis einer biofilminduzierenden rAaStrA-Wirkung fiihrte zu der Hypothese,
dass AaStrA als interzellulires Adhésin sogar Aap-unabhingig Biofilmakkumulation

vermitteln kann. Um diese Hypothese zu tberpriifen, wurde rAaStrA mit einer
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Endkonzentration von 250 nmol zu einer Bakteriensuspensionen gegeben, die durch
1:100 Verdiinnung einer Ubernacht-Kultur von S. epidermidis 5179 und 5179-R1 in
PBS erzeugt worden war. Nach 8 h wurde diese Suspension 1:100 in PBS verdiinnt, ein
Aliquot auf einen Objekttrigern aufgebracht und nach Gram geférbt (siche Abbildung
3-13). Eine identisch behandelte Bakteriensuspension ohne rAaStrA wurde als

Negativkontrolle mitgefiihrt.

Hellfeld
' v

5179+PBS 5179+ 5179-R1+PBS
250 nmol rAaStrA

Abbildung 3-13. Grampriparat zur Visualisierung des Einflusses von rAaStrA auf
die Biofilmbildung

Darstellung der Induktion von Bakterienzellaggregaten durch rAaStrA im Grampriparat. Durch Zugabe
von 250 nmol rAaStrA zu 1:100 in PBS verdiinnten Ubernachtkulturen Die Zugabe von rAaStrA fiihrt bei
dem biofilmnegativen Stamm S. epidermidis 5179 zur Ausbildung von Zellaggregaten, die ohne rAaStrA
nicht beobachtet werden konnten. Als Referenz ist der Stamm S. epidermidis 5179-R1 gezeigt, welcher
auch ohne exogene rAaStrA-Zugabe groBle Zellaggregate ausbildet. Die Aufnahmen wurden bei einer
1000-fachen VergroBerungen gemacht.

Durch die mikroskopische Untersuchung zeigte sich, dass die Zugabe von rAaStrA zu
S. epidermidis 5179 zur Ausbildung von Bakterienaggregaten fiihrt. Dieses Phdnomen
weist direkt auf aggregative Eigenschaften von rAaStrA hin. Um als interzelluldres
Adhidsin wirksam zu werden, muss exogen zugefiihrtes rAaStrA an die bakterielle
Oberflache binden. Mit dem Ziel, exogen zugegebenes rAaStrA auf der Oberflache von
S. epidermidis 5179 direkt nachzuweisen, wurde ein Immunfluoreszenztest
durchgefiihrt. Hierbei wurden Zellen einer S. epidermidis 5179 Ubernachtkultur in TSB
1:100 in PBS mit rAaStrA (250 nmol) fiir 8 h bei Raumtemperatur inkubiert. Als
Negativkontrolle wurden S. epidermidis 5179 und 5179-R1 jeweils mit dem
Volumenéquivalenten PBS behandelt. Am Ende der Inkubationszeit wurden die
Bakterienzellen in PBS gewaschen, in einer geeigneten Verdiinnung auf einen IFT-

Objekttrager aufgebracht und mit dem polyklonalen Anti-AaStrA-Kaninchenantiserum
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(1:100 in PBS) inkubiert. Gebundene Antikdrper wurden dann mittels eines

Fluoreszein-gekoppelten Zweitantikorpers nachgewiesen (siche Abbildung 3-14).

A B C

!.
< -

5179+PBS 5179+ 5179-R1+PBS
250 nmol rAaStra

Abbildung 3-14 Immunfluoreszentest zum rAaStrA-Nachweis auf der
Bakterienoberfliche

Hellfeld

Fluoreszenz

Fluoreszenz- und Hellfeldmikroskopie zum direkten Nachweis von AaStrA-auf der Bakterienoberflache.
Bei S. epidermidis 5179 ist nach Zugabe von rAaStrA eine deutliche Bakterienaggregation in der
Hellfeldmikroskopie und ein  Bakterienoberflichen-assoziiertes  Anti-AaStrA-Signal in der
Fluoreszenzmikroskopie zu erkennen. Zum Vergleich liegen die Negativ-Kontrolle mit dem
volumenéquivalent an PBS und der Biofilmpositive Stamm S. epidermidis 5179-R1 vor. Die Aufnahmen
wurden bei 1000-facher VergroBlerung gemacht.

Bei den unbehandelten Zellen des Stamms 5179 konnte in diesem Test kein rAaStrA
auf der Zelloberfliche nachgewiesen werden. Konsistent zu den oben beschriebenen
Ergebnissen lieBen sich bei diesen Bakterien keine Zellaggregate nachweisen. Die
Zellen des Stamms S. epidermidis 5179-R1 bildeten groB3e Zellaggregate, zeigten jedoch
eine nur schwache Reaktivitit mit dem anti-rAaStrA-Antiserum. Im Vergleich zu den
Negativkontrollen konnte bei S. epidermidis 5179 nach Inkubation mit rAaStrA eine
starke Immunoreaktivitit dargestellt werden. Daneben fanden sich hier grofle
Bakterienzellaggregate. Offensichtlich bindet exogen zugegebenes rAaStrA an die
Bakterienoberflaiche und induziert so Bakterienzellaggregation. Damit weist AaStrA

typische Eigenschaften eines interzelluliren Adhésins auf.
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3.7 Charakterisierung von rAappoma
Im Rahmen der rekombinanten Expression der Doméne-A fiel auf, dass dieses Protein

eine deutliche Instabilitit aufwies. Grundsitzlich kann dieses Phinomen auf eine
Kontaminantion der Prdparation mit einer E. coli Protease, eine unspezifische
strukturelle Instabilitdt oder aber auf eine proteolytische Eigenaktivitdt von rAappoma
zuriickgefiihrt werden. Mit dem Ziel, die Ursache fiir den spontanen Zerfall von
rAappoma zu identifizieren, wurde zunéchst der Effekt des Protease-Inhibitors Complete
mini (Roche), welcher ein breites Spektrum an Proteasen inhibieren kann, auf den
Zerfall von rAappema untersucht (Abbildung 3-15). Es wurde eine Verlaufsbeurteilung
der Stabilitdt der rAappoma iiber die Zeit mittels SDS-PAGE durchgefiihrt. Durch den
Vergleich von Proben mit und ohne Proteaseinhibitoren kann ein proteolytischer Zerfall
visualisiert werden. Hierzu wurden zwei Aliquots mit identischer Konzentrationen
frisch gereinigter rAappoma bei 37 °C inkubiert. In ein Reaktionsgefdl wurde der
Proteaseinhibitor zugefiligt. Zu definierten Zeitpunkten wurden Aliquots der Probe
entnommen und bei - 20 °C gelagert. SchlieBlich wurden die Proben in einer SDS-

PAGE aufgetrennt und anschlieBend nach Coomassie gefarbt
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Abbildung 3-15 reverse Zymographie der rAappoma

Untersuchung der spontanen Degradation der rekombinanten Aap Doméne-A in An (+) - und
Abwesendheit (-) des Proteaseinhibitors Complete mini (Roche). rAappema Wurde bei 37 °C inkubiert.
Nach definierten Zeitpunkten wurden Aliquots entnommen und bei - 20 °C gelagert. Die Proben wurden
dann gemeinsam mittels SDS-PAGE analysiert. Pfeile verweisen auf Degradationsprodukte von
rAappoma, Welche nur bei Inkubation ohne Proteaseinhibitor entstehen.
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Die Probe ohne Proteaseinhibitor zerfiel, wie erwartet, zeitabhingig. Nach 48 Stunden
konnte keine vollstindig erhaltene rAappoma mehr nachgewiesen werden (Abbildung
3-15; 48 h). Vielmehr fanden sich drei distinkte Banden mit einem ungefdhren Gewicht
von 80, 60 und 40 kDa, die auch bei wiederholten Untersuchungen unabhéngiger
Proben reproduzierbar auftraten. Im Gegensatz zu den unbehandelten Proben konnte in
Anwesenheit des Proteaseinhibitors keine Degradation der rAappoma gefunden werden.
Hier war selbst nach 48 Stunden dass Protein im Wesentlichen intakt. Die Ergebnisse
aus Abbildung 3-15 zeigen, dass der Zerfall von rAappoma nicht auf einen spontanen
Zerfall zurlickgefiihrt werden kann, sondern vielmehr Resultat proteolytischer Aktivitdt
ist. Grundsitzlich konnte eine Kontamination der rekombinenten Proteine mit einer E.
coli Protease nicht ausgeschlossen werden. Daher wurde die rekombinant exprimierte
Doméne-A mittels nicht-denaturierender Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt
sowie eine isoelektrische Fokussierung durchgefiihrt. So getrennte Proteine wurden
durch Massenspektrometrie weiter untersucht. Es zeigte sich, dass alle Proteine
Aappoma zugeordnet werden konnten (Daten nicht gezeigt). Es fand sich kein Hinweis
fiir eine Kontamination der Prdparation mit einer E. coli Protease oder anderen
Proteinen. Diese Beobachtung motivierte die Vermutung, dass rAappoma endogene

proteolytische Aktivitéit aufweist.

3.8 Untersuchung der proteolytischen Aktivitit rekombinant
exprimierter Doméne-A von Aap mittels Zymographie

Um die Frage zu kldren, ob die proteolytische Aktivitit von Aap selbst oder von
exogenen Proteasen hervorgerufen wird, wurde eine Zymographie der Aap-Fragmente
durchgefiihrt (Abbildung 3-16 A). Damit sollten zwei Fragen beantwortet werden. Zum
einen ob es sich bei der Proteolyse wirklich um einen Aap-endogenen Effekt handelt
und, wenn ja, in welchem Bereich von Aap die proteolytische Aktivitédt lokalisiert ist.
Da das rAappomp- Konstrukt keine AS-Sequenz der Domine-A beinhaltet sollte hier
auch keine proteolytische Aktivitit nachweisbar sein. Im Gegensatz dazu sollten sowohl
rAappoma als auch rAapiomplere €in€ proteolytische Aktivitit zeigen (Abbildung 3-16 B).

Hierzu wurde ein SDS-Polyacrylamid-Gel hergestellt, in welches Gelatine (10 mg/ml)
eingegossen wurde. Dieses Gel wurde genutzt, um rAapiomplett, TAappoma Und rAappems
aufzutrennen, ohne die Proben vorher zu erhitzen. Nach der gelelektrophoretischen
Auftrennung wurden SDS ausgewaschen und die aufgetrennten Proteine durch
Inkubation in Triton X-100 renaturiert. AnschlieBend wurde das Gel in einem

Substratpuffer bei 37 °C fiir 72 h inkubiert. Um nun mogliche proteolytische Bande
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sichtbar zu machen wurde das Zymogram-Gel mit Amido-Black geférbt. Bei rAappoma
und rAapiompler konnten jeweils proteolytische Banden auf auf Hoéhe der 75 kDa
Markerbande nachgewiesen werden. Bei rAappomp- konnte keine proteolytische
Aktivitdt nachgewiesen werden. Um nun die genaue Lokalisation der proteolytischen
Bande in der Polypeptidkette von Aap zu bestimmen sollte eine N-Terminale
Sequenzierung mittels Edman-Abbau durchgefiihrt werden.

Um dieses Ziel zu erreichen wurden die rekombinanten Proteine parallel mittels SDS-
PAGE aufgetrennt. Die mit der proteolytischen Bande korrespondierende Bande wurde
nach Blotting auf eine PVDF-Membran dem Edman-Abbau zugefiihrt. Der Edmann-
Abbau identifizierte als N-terminale Aminosduresequenz des proteolytischen
Fragmentes die Aminosduresequenz NYSSPFMSLLSMPAD. Diese ist zentral in der
Aap pomine A gelegen (sieche Abbildung 3-16 B).
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Abbildung 3-16: Analyse der proteolytischen Aktivitit von Aap

(A) Untersuchung von rAappomp- rAappoms- und rAapyempler Mittels Zymographie. Nach Auftrennung in
einem Gelatin-haltigen Gel, Entfernung des SDS, Renaturierung der Proteine sowie Inkubation bei 37 °C
wurde das Gel mit Amidoblack geférbt. Eine proteolytische Bande auf Hohe der 75 kDa Markerbande ist
mit einem Pfeil gekennzeichnet. Ein Sternchen kennzeichnet rekombinantes Protein ohne proteolytische
Aktivitdt. Interessanterweise findet sich bei rAapyompen keine Proteolysebande auf Hohe des
Vollangeproteins sondern nur auf Hohe des 75 kDa Degradationsprodukts. (B) Schematische Darstellung
von Aap mit Darstellung der Lokalisation und N-terminalen Sequenz der proteolytischen Bande.

3.9 Bioinformatische Analyse der Aappomine A
Um die experimentelle Evidenz fiir eine Aappomane-a inhérente proteolytische Aktivitit

weiter zu erhdrten, wurde die Aminosduresequenz der Aappomine-a Mittels Merops
BLAST (Rawlings et al., 2008) hinsichtlich moglicher Protease-typischer Motive
untersucht. Dabei ergab die AS-Sequenzanalyse signifikante Strukturhomologien zu der
Protease-Subfamilie M23 B (non-peptidase Proteasen), welche zwar einer Protease-
Familie zugeordnet werden, ihnen fehlt aber ein oder mehrere katalytische Reste.

Ebenso sind Strukturhomologien zu der Familie der Serinproteasen S12 und S13
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nachzuweisen. Aus Abbildung 3-17 geht hervor, dass die identifizierten Protease-
Motive innerhalb der Region von Doméne-A gefunden werden konnen, welche in der

Zymographie proteolytische Aktivitdt zugewiesen werden konnte.

NH = :::-1__ — COOH

Abbildung 3-17.Strukturdarstellung der Aappemine-a

Strukturdarstellung der Aap pomane.a Von S. epidermidis 5179 mit Markierung der relevanten Strukturen.
Es konnten verschiedene Homologien nachgewiesen werden, die sich im wesentlichen auf eine Region
innerhalb der Doméne A beschrinken, Y: Y-SIRK-Exportsignal; O: M23b Metallbindungsstelle; K:
Region von 212 konservierten Aminosduren; A: aktive Zentren von Serinproteasen von links nach rechts
S13, S12 S26b. 1: N-Terminus der Edman-Sequenz; 2: bekannte Deletion in S. epidermidis 5179-R1. 3:
Serinprotease S13 Strukturanalogie.

3.10 Charakterisierung der proteolytischen Aktivitit von Aappemine-a
Um die proteolytische Aktivitdt der rekombinant exprimierten Aappomine-a Ndher zu

charakterisieren sollte getestet werden, ob sich diese durch spezifische Cystein-, Serin-
oder Metalloprotease-Inhibitoren (Tabelle 3-1) hemmen ldsst (Abbildung 3-18). Hierfiir
wurde die rAappoma mit den Proteasein-Inhibitoren in der vom Hersteller empfohlenen
Konzentration gemischt und bei 37 °C fiir 48 h inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 12, 24
und 48 h wurden Proben entnommen und mit dem Proteaseinhibitorgemisch Complete
mini ™ inaktiviert. Nach Ablauf der 48 h wurden die Reaktionsgemische mittels SDS-
PAGE nach Grofe aufgetrennt und anschlieBend nach Coomassie geférbt.

Durch den Vergleich der einzelnen Proben zu der Probe ohne Proteaseinhibitor kann der

inhibitorische Effekt dieser Substanzen gezeigt werden.
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Abbildung 3-18: Spezifische Proteasen-Inhibitionsstudie

Untersuchung der Hemmbarkeit des proteolytischen Zerfalls von Aap Domine-A. Rekombinant
exprimierte Doméne-A wurde mit verschiedenen Proteaseinhibitoren gemischt (Spur 1: AEBSF, Spur 2:
6-Aminohexansdure, Spur 3: Antipain, Spur 4: Aprotinin, Spur 5: Benzamidin-HCI, Spur 6: & Protease-
Inhibitor). Proben wurden zum Beginn des Experiments und 24 und 48 h spiter mittels SDS-Page
analysiert. Zu erkennen ist eine Stabilisierung von rAappoma in den Spuren 1 (AEBSF),3 (Antipain) und 4
(Aprotinin).

Tabelle 3-1: Einfluss verschiedener Proteaseinhibitoren auf den spontanen Zerfall
rekombinanter Aap Doméne-A.

Nummer Protease-Inhibitor Spezifitit Inhibition der
Degradation

1 AEBSF Serin-Protease-Inhibitor Ja
2 6-Aminohexan- Chymotrypsin-dhnliche  Nein

Séure Proteasen
3 Antipain Serin/Cystein-Protease- Ja

Inhibitor

4 Aprotinin Kompetitiver Serin- Ja

Protease-Inhibitor
5 Benzamidin-HCl Reversibler Nein

Trypsin/Serin Inhibitor

Die Ergebnisse der reversen Zymographie mit den spezifischen Protease-Inhibitoren
lassen eine spezifische Hemmung der Degradation durch die Serin-Protease-Inhibitoren

AEBSF, Antipain und Aprotinin erkennen.
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4 Diskussion
Durch die zunehmende Verwendung von Fremdmaterialien in der modernen Medizin ist

auch die Haufigkeit von Fremdkorper-assoziierten Infektionen stark angestiegen. Als
haufigster Erreger kann hier S. epidermidis isoliert werden (Rupp and Archer, 1994). S.
epidermidis ist ein ubiquitdr auf der Haut des Menschen vorkommendes grampositives
Bakterium. Wesentliche Begriindung fiir das pathogene Potential dieses ansonsten
harmlosen kommensalen Erregers ist die Fahigkeit zur Biofilmbildung auf implantierten
Fremdmaterialien (Mack et al., 2006, Rohde et al., 2007, Go6tz, 2002),

Obschon seit drei Jahrzehnten intensiv an der Entstehung von S. epidermidis Biofilmen
geforscht wird, ist doch gleichwohl die Kenntnis um die molekularen Mechanismen und
speziell die an der interzelluliren Adhésion beteiligten Strukturen noch unvollstindig.
Es konnten verschieden Strukturen, die an der S. epidermidis Biofilmbildung beteiligt
sind, identifiziert werden (Go6tz, 2002, Mack et al., 2006). Hierbei wurde insbesondere
das interzelluldre Polysaccharidadhdsin PIA, welches durch im icaADBC-Operon
kodierte Enzymsysteme gebildet wird, detailliert untersucht (Mack, 1999, Heilmann et
al., 1996a, Gerke et al., 1998). icaADBC sind in klinischen S. epidermidis Populationen
weit verbreitet (Frebourg et al., 2000, Galdbart et al., 2000, Rohde et al., 2004)Hieraus
wurde abgeleitet, dass das icaADBC-Operon gleichsam als Virulenzmarker aufgefasst
werden kann, welcher, pathogene und apathogene, S. epidermidis Stimme
unterscheidet(Zhang and Fang, 2001, Gu et al., 2005, Yao et al., 2005, Ziebuhr et al.,
1997, Frebourg et al., 2000).

Es ist jedoch auch bekannt, dass neben Polysacchariden auch Proteine Bestandteil der
extrazelluldren Biofilmmatrix von S. epidermidis sind (Hussain et al., 1992). Hierbei
wurde ihre Rolle jedoch vor allem eine Rolle in der primdren Adhédsion an
Fremdkorperoberflachen zugesprochen. Seit kurzem ist jedoch klar, dass auch Proteine
als interzelluldre Adhésine unabhidngig von PIA an der Biofilmbildung beteiligt sein
konnen. Neben dem nur oberfldchlich charakterisierten Protein Ssp-1 (Veenstra et al.,
1996) wurde das Biofilm associated protein (Bap) bei S. epidermidis beschrieben. Bap
kann allerdings nur selten in klinisch-relevanten S. epidermidis Isolaten nachgewiesen
werden (Cucarella et al., 2004, Cucarella et al., 2002, Cucarella et al., 2001) so dass
derzeit die klinische Relevanz bei humanen S. epidermidis Infektionen unklar ist. Eine
definierte Rolle bei der S. epidermidis Biofilmbildung weist das Aap) (Hussain et al.,
1997, Sun et al., 2005) auf. Aap kann regelhaft bei klinisch signifikanten S. epidermidis
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Isolaten nachgewiesen werden (Vandecasteele et al., 2000, Rohde et al., 2004, Rohde et
al.,, 2007, Cotter et al., 2009), so dass vermutet werden kann, dass dieses Protein
tatsdchliche eine groBere Rolle bei der Entstehung von fremdkoérperassoziierten
Infektionen haben konnte.

Aap liegt in Form fibrilldrer Strukturen auf der S. epidermidis Zelloberfliche vor (Mack
et al.,, 2007, Banner et al., 2007, Rohde et al., 2007). Das Protein weist eine
charakteristische Doménenstruktur auf. C-terminal findet sich ein Exportsignal, welches
von der Domine-A gefolgt wird. Die Domine-A endet mit einer 212 Aminosdure
langen konservierten Region, welche auch in Aap-homologen Staphylokokkenproteinen
gefunden werden kann (Roche et al.,, 2003). Der Doméne-A folgt die Doméne-B,
welche aus einer unterschiedlichen Zahl von 128 Aminosdure gro3en repeats besteht
(Rohde et al., 2004, Rohde et al., 2005b, Rohde et al., 2007). Diese beinhalten
sogenannte G5-Dominen. Das Hauptcharakteristikum dieser Doménenklasse sind 5
hochkonserverierte Glycinreste. Diese finden sich ebenfalls in Oberflachenproteinen
anderer Organismen wieder (Bateman et al., 2005). Thre genaue Funktion schien bis vor
kurzem unklar, es wurde angenommen, dass sie Peptidoglykan binden oder als
allosterische Regulatoren von Enzymen dienen (Bateman et al., 2005). Neueren
Ergebnissen zur Folge scheint die G5-Doméne in dem Resuscitation-promoting factor
(DeltaDuf) RpfB aus Mycobacterium spec. eine zellwandadhdsive Funktion zu besitzen.
Diese erlaubt es der katalytischen Doméne des Proteins optimal fiir eine enzymatische
Reaktion orientiert zu sein (Ruggiero et al., 2009)

Aap wurde in dem Biofilm-negativen klinischen S. epidermidis Isolat 5179
nachgewiesen, welches eine 220 kDa Aap-Isoform bildet. Eine aus diesem Stamm
generierte, Biofilm-positive Revertante S. epidermidis 5179-R1 bildet neben der 220
kDa Isoform auch eine verkiirzte 140 kDa Isoform, welche im Wesentlichen aus der
repetitiven Doméne B besteht. Durch genetische und immnologische Untersuchungen
konnte nachgewiesen werden, dass die Domédne B Tréiger der interzelluldr adhésiven
Funktion von Aap ist (Mack et al., 2004).

Untersuchungen unter Verwendung des breiten Proteaseininhibitors o,-Makroglobulin
haben gezeigt, dass Aap durch eine proteolytische Prozessierung in seine aktive Form
iiberfiihrt wird. Dabei wird die Doméne-A abgespalten und somit die adhdsive Funktion
von Aap freigelegt. Der Cystein-Protease-Inhibitor E64 hatte keinen Effekt auf die
proteolytische Prozessierung, so dass angenommen wird, dass eine Metallo- oder

Serinprotease an der Aap-Prozessierung funktionell beteiligt ist (Rohde et al., 2005b).
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Interessanter Weise konnte kiirzlich gezeigt werden, dass das Aap-Homolog SasG bei S.
aureus nicht nur einen &hnlichen Aufbau wie Aap aufweist, sondern nach
proteolytischer Prozessierung auch bei dieser Spezies interzelluldre Adhédsion und
Biofilmbildung vermittelt (Corrigan et al., 2007). Fiir die Stdrke der Biofilmbildung ist
neben der proteolytischen Prozessierung auch die Anzahl der Wiederholungen in der
SasG Doméne B wichtig. Es wurde postuliert, das eine bestimmte Lange von Néten ist,
um die Distanz zu einer bakteriellen Nachbarzelle zu {iberbriicken (Corrigan et al.,
2007). Neben der Funktion als interzellulires Adhésin konnte fiir SasG auch eine
Beteiligung an der Interaktion von S. aureus mit humanen Nasenepithelzellen gezeigt
und damit die Bedeutung dieses Molekiils fiir die Besiedlung der menschlichen

(Schleim-) Haut hervorgehoben werden (Roche et al., 2003).

4.1 Funktion definierter Aap-Subdoménen bei der Biofilmbildung
von S. epidermidis 5179-R1

Durch in trans Expression des Aap-Wildtypallels, bestehend aus Domidne A und B,
sowie der 140 kDa Isoform bestehend aus der repetitiven Doméne B in einem Biofilm-,
aap- und icaADBC-negativen genetischen Hintergrund konnte genetische Evidenz fiir
die Rolle der Domédne B bei der interzelluliren Adhédsion und anschlieBenden
Biofilmbildung gefunden werden. Ein Ziel dieser Arbeit war es, diese Befunde unter
Verwendung rekombinant exprimierter Aap-Subdoménen zu bestétigen. Hierzu wurden
zum einen die Aappomane-a Wi€ auch Aappomane-s rekombinant in E. coli exprimiert und
aufgereinigt. Die aufgereinigten Proteine wurden anschliefend in
Biofilminhibitionsstudien eingesetzt. Hier zeigte sich, dass die Aap-abhingige
Biofilmbildung des Stammes S. epidermidis 5179-R1 durch Zugabe von rAappoms
konzentrationsabhéngig inhibiert werden konnte. Unter Verwendung der rAappoma
konnte keine signifikante Inhibition der Biofilmbildung beobachtet werden. Eine
mogliche Erklarung fiir diesen Befund ist, dass rAappomp als Ligand mit spezifischen S.
epidermidis Oberflaichenstrukturen bindet. Diese werden hierdurch abgesittigt und
stechen somit nicht mehr fiir eine Interaktion mit der von S. epidermidis 5179-R1
gebildeten 140 kDa Isoform zur Verfligung. Da keine Inhibition unter Verwendung
rAappoma gefunden werden kann, scheint es hier keine signifikante direkte Bindung an
die bakterielle Oberfliche mit konsekutiver Absittigung spezifischer Strukturen zu
geben. Vor dem Hintergrund der in dieser Arbeit beschriebenen Daten sowie den

Ergebnissen der in trans Expression kann die Aappomine oA SOMit am ehesten als ein
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negativer molekularer Regulator der S. epidermidis Biofilmbildung aufgefasst werden.
Nach neueren Forschungsergebnissen zur Folge besitzt die Aap Domédne A eine
Adhisivfunktion an Corneozyten (Macintosh et al., 2009). Zur Vermittlung der
Adhision scheint auch die Aap pomine B €ine Rolle zu spielen, je nach Anzahl der
repetiven Region kann die Aap pomine-a Optimal zur Bindung an die designierte
Oberfldche positioniert werden. Neben einer Inhibition der Biofilmbildung durch
Zugabe der rAappomp in das Wachstumsmedium wére auch ein biofilminduzierender
Effekt auf einen biofilmnegativen Stamm denkbar gewesen. In diesem Falle wére
Aappomine-s  gleichsam als eine Art interzelluldrer ,,Klebstoff aufzufassen. Ein
biofilminduzierender Effekt war jedoch erst bei Expression der gemeinsamen
Expression von Domidne B und dem C-terminalen LPXTG-Zellwandanker-Motiv
(Navarre and Schneewind, 1994, Mazmanian et al., 1999) moglich. Dies weist darauf
hin, dass die kovalente Verankerung in der Zellwand von funktioneller Bedeutung fiir

die interzellular adhdsiven Eigenschaften von Aap ist.

4.2 Aap-Bindungspartner

Um als interzelluldres Adhidsin fungieren zu koénnen, muss Aap mit Strukturen auf
benachbarten Zellen interagieren. Hierbei kann es sich einerseits um homotype
Interaktionen handeln, bei welchen Aap-Molekiile einer S. epidermidis Zelle mit denen
auf der Oberfliche einer Nachbarzelle lokalisierten Aap-Molekiilen wechselwirken.
Anderseits ist es jedoch auch denkbar, dass Aap an unabhidngige Oberflachenstrukturen

bindet, also heterotype Bindungseigenschaften aufweist (Abbildung 4-1).

freildsliches Protein

Lipoteichonsaure

Zelwand |
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remoen [T

XTG- Hydrophob. GW- Lipoprotein

Cytoplasma Protein Protein  Protein

Abbildung 4-1 Ubersicht Oberflichenproteine
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Schematische Darstellung der diversen bakteriellen Oberflaichenproteine von grampositiven Bakterien
nach Cabanes et. al 2002 (Cabanes et al., 2002). LPXTG bezeicnet eine spezifische konservierte AS-
Sequenz, wobei X fiir eine beliebige Aminosédure steht. Dieses Motiv fungiert als Exportsignal, welches
nach Durchschleusung von Cytoplasmamembran und Zellwand das Protein in der Zellwand halt.
Hydrophobe Proteine werden aufgrund ihrer Ladung in der Cytoplasma-Membran gehalten und ragen
durch die Zellwand hinweg in die bakterielle Umgebung. GW-Proteine beschreiben spezielle Glycin-
Tryptophan-Dipeptide, welche nicht-kovalent an Glycosaminoglycan binden und dadurch die Position der
Lipoteichonsduren in der Zellwand stabilisiert. Lipoproteine werden iiber einen Lipidanker in der
Zytoplasmamembran gehalten.

Grundsitzlich sind homotype Interaktion zwischen repetitiven Regionen von Proteinen
in der Natur weit verbreitet und stellen ein klassisches Interaktionsmuster von adhésiven
Strukturen dar (Cabanes et al., 2002, Frick et al., 2000). Tatséchlich konnte bei der
Untersuchung der rekombinant exprimierten Doméne-B mittels analytischer
Gelfiltration in PBS gezeigt werden, dass das 94,77 kDa Protein bei einem deutlich
hoheren scheinbaren Molekulargewicht von 144 kDa eluierte. Dieses Ergebnis weist auf
autoaggregative Eigenschaften der repetitiven Domédne B hin. Dieses Ergebnis passt zu
kiirzlich publizierten Befunden einer Studie, bei welcher der Einfluss divalenter
Kationen auf die Dimersierung von rekombinant exprimierten G5-Doménen untersucht
wurde (Conrady et al., 2008). Hier konnte gezeigt werden, dass es abhidngig von der
Zink-Konzentration zu einer Dimersierung von G5-Domidnen kommt. Des Weiteren
beschreiben die Autoren, dass durch Zugabe von spezifischen Zink-Chelatoren die
Biofilmbildung gehemmt werden kann. Aus diesen Beobachtungen wurde geschlossen,
dass Aappomine B €in Zink-bindendes Protein ist und es Zink-abhingig S. epidermidis
Zellen aggregieren und damit Biofilmbildung induzieren kann.

In den hier beschriebenen Untersuchungen konnten mittels Far-Western
Ligandenbindungsassays und Affinititschromatographie kein weiterer Anhalt fiir
relevante homotype Interaktionen der Domidne-B gefunden werden. Dies kann an der
Tatsache liegen, dass die hier beschriebenen Experimente in Zink-freiem Puffer
durchgefiihrt wurden. Die in der Gelfiltration nachgewiesenen autoaggregativen
Eigenschaften konnten so niedrig affin sein, dass sie unter den harschen Bedingungen
insbesondere wiahrend der Affinitdtschromatographie homotype Interaktionen nicht
ausreichend stark stabilisieren.

Durch die hier beschriebenen Ergebnisse des Far Western-Liganden Bindungsassays
und die Affinititschromatographie konnte in dieser Arbeit vielmehr erstmals
biochemische Evidenz fiir heterotype Aappomine B Interaktionspartner generiert werden.
Spezifisch konnte einerseits ein bisher noch nicht beschriebenes 18,79 kDa, hier als Aap
associated  Staphylococcus  epidermidis ~ adhesin  (AaStrA)  bezeichnetes

Oberflachenprotein von S. epidermidis, als Interaktionspartner identifiziert werden. Des
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Weiteren gelang es, Hinweise fiir eine Wechselwirkung zwischen Aap und dem
Autolysin AtlIE zu gewinnen.

AtIE ist ein 120 kDa Protein und zeigt eine spezifische Doménenstruktur, bestehend aus
zwei bakteriolytisch aktiven Doménen, im Einzelnen einer 60 kDa Amidase- und einer
52 kDa Glucosaminidase-Region (Heilmann et al., 1997, Biswas et al., 2006). AtIE ist
ein bereits lange bekanntes Oberflachenprotein, welches zum einen eine entscheidende
Rolle in der Zellteilung als Autolysin aufweist (Biswas et al., 2006). Es wird vermutet,
das AtIE durch seine Bindungspartner, wie zum Beispiel Fibrinogen, Fibronectin und
Vitronectin iiber eine Interaktion mit den repetitiven Regionen an der Aquatorialzone
immobilisiert wird (Baba and Schneewind, 1998). Dariiber hinaus konnte AtIE bereits
in der Vergangenheit eine Rolle bei der S. epidermidis Biofilmbildung zugeschrieben
werden. Allerdings bezieht sich diese Funktion allein auf die Vitronectin-bindenden
Eigenschaften von AtIE, welche in der ersten Phase der Biofilmbildung, also der primen
Adhision, funktionell von Bedeutung sein konnten (Heilmann et al., 1997). In der
Vergangenheit konnte zudem gezeigt werden, dass AtIE durch Steuerung der
Freisetzung von chromosomaler DNA indirekten Einfluss auf die S. epidermidis
Biofilmbildung aufweist (Qin et al., 2007). Durch AtlE-vermittelte Autolyse kann
chromosomale extrazellulire DNA (eDNA) parallel zu PIA die S. epidermidis
Biofilmbildung unterstiitzen. Durch den Nachweis einer Interaktion von Aap mit AtlE
ist zusitzlich eine Funktion von AtIE in der akkumulativen Phase der Biofilmbildung zu
diskutieren. Dabei ist eine Lokalisation der Interaktionsfahigkeit von Aap mit AtIE auf
eine der beiden Dominen von AtlE beschrinkt, so dass durch eine rekombinate
Expression der beiden Subdoménen zum einen eine genauere Diskriminierung dieser
erfolgen und zum anderen die adhésive Funktion auf molekularer Ebene gezeigt werden
kann. Eine Lokalisationsangabe der Interaktionsregion von AtlE mit Aap kann mit den
derzeitigen Ergebnissen nicht getroffen werden. Wahrscheinlich ist die
Interaktionsregion im Bereich der 3 Wiederholungen anzutreffen, welche hauptséchlich

in der Amidase, aber auch in der Glucosaminidase anzutreffen sind. (Abbildung 4-2)
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Abbildung 4-2 Schematische Darstellung AtIE

Schematische Darstellung von AtIE und den bekannten funktionellen Doménen. unter Einbeziehung der
bekannten funktionellen Einheiten. N-terminal liegt ein aus 30 AS (3 kDA) bestehendes Signalpeptid,
dem ein 273AS(18 kDa) Propetid folgt. Im Anschluss daran liegt die 561 AS (60 kDa) lange Amidase-
Region, welche im Wesentlichen aus zwei grolen repeats aufgebaut ist. Hinter der Amidase-Doméne
liegt die 472 AS (52 kDa) Glucosaminidase-Region. Das AtIE Protein ist relativ instabil und zerfllt
spontan. Die resultierenden Fragmente weisen maximal bakteriolytische Aktivitit auf (Heilmann et al.,
1997). S: Exportsignalpeptid Y-Sirk; P: Propeptid; A: Amidase-Region; Kat-A: katalytisches Zentrum
der Amidase; WI1-3: Aminosdure-Repeat 1-3; G: Glucosaminidase-Region; Kat-G: Katalytisches
Zentrum der Glucosaminidase-Region

Durch die bis jetzt erarbeiteten Ergebnisse sind mehrere Szenarien der Interaktion
zwischen Aap und den potentiellen Liganden AtIE und AaStrA mdglich. Unter der
Annahme der Immobilisation von Aap an der bakteriellen Oberfliche durch das
LPXTG-Motiv als Zellanker und dem Zellwand-ungebunden Vorkommen von AtIE und
AaStrA scheinen unten gezeigte Szenarien der Stabilisierung der interzelluldren
Adhidsion durch Aap und seine Protein-Liganden AtlIE und AaStrA am
wahrscheinlichsten. Nicht auszuschlieBen dabei sind allerdings Interaktionen der Aap-
AtIE und Aap-AaStrA-Komplexe mit bisher nicht nachgewiesenen Strukturen. wie zum

Beispiel PIA, Lipo-Teichonsduren oder dem Peptidoglycan.
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Abbildung 4-3 Zell-Zell-Adhasion

Schematische Modellvorstellung der Interaktion von Aap Domine-B mit AtIE und AaStrA. AtIE und
AaStrA sind als nicht kovalent an die Bakterienzellwand gebundene Proteine an das zellwandgebundene
Aap angelagert und hierduch an der Aap-vermitteln interzelluldren Adhésion beteiligt.
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Die theoretische Uberlegung, dass fiir Aap, eine gewisse Linge in Form von
Repetitionen in der Aap pomane-s NOtig ist, um die Distanz zwischen den Bakterienzellen
zu iiberbriicken, erscheint vor dem Hintergrund dieser Abbildung als einleuchtend.
Allerdings nicht, um eine homotype Interaktion, sondern um heterotype Interaktionen
einzugehen. Ob nun tatsdchlich nur ein Molekiil AaStrA oder AtIE nétig ist, um zwei
Aap-Molekiile zu verbinden, konnte noch nicht geklart werden. Denkbar wire ebenfalls
eine Interaktion von zwei oder mehr AaStrA Molekiilen mit zwei Aap-Molekiilen. Nur
die genaue Analyse der konnektiven Peptide wird uns in Zukunft dariiber Auskunft
geben konnen, in welchem stochiometrischen Verhéltnis diese Interaktion stattfindet.
Zudem wird es von grofler Bedeutung sein, die relative Bedeutung einzelner an der S.
epidermidis Biofilmbildung beteiligter Faktoren, namentlich PIA, zu beschreiben. In
diesem Zusammenhang wird auch zu kléren sein, ob einzelne funktionelle Faktoren
synergistisch oder kooperativ zusammen spielen. In fritheren Berichten wurde bereits
die Vermutung geduBlert, das Aap moglicherweise als PIA-bindendes Protein dient
(Bateman et al., 2005, Heilmann et al., 1997, Hussain et al., 1997) und hierdurchdas
Polysaccharid auf der Bakterienoberfliche rekrutiert. Strukturell konnten hierfiir die
bereits erwdhnten G5 Doménen verantwortlich sein. Unter Verwendung der rAappoms
konnte allerdings in préilimindren Experimenten keine Evidenz fiir eine solche
Interaktion gefunden werden (Burdelski, Rohde, nicht publizierte Daten). Zukiinftig
wird diese Frage jedoch in Interaktionsstudien unter Einsatz von sensitiveren Verfahren

(zum Beispiel Plasmonresonanz) untersucht werden miissen.

4.3 Eigenschaften, Funktion und Bedeutung von AaStrA

Mit AaStrA konnte ein komplett neuer, bisher unbekannter, an der S. epidermidis
Biofilmbildung beteiligter Proteinfaktor identifiziert werden. Im Gegensatz zu den
bisher beschriebenen Proteinfaktoren wie Aap und Bap ist AaStrA ein ausgesprochen
kleines Protein bestehend aus 170 Aminosduren und einem errechneten
Molekulargewicht von 18 kDa. Der theoretische p; liegt bei 9.98 und ist damit extrem
basisch. Die bioinformatische Analyse des Proteins ergab lediglich den Nachweis eines
N-terminalen Signalpeptids, bestehend aus 21 Aminosduren (Bendtsen et al., 2004),
welchem eine die Funktion eines Exportsignals zukommt und nach dem Proteinexport
abgespalten wird (Bendtsen et al., 2004). Somit besteht der vermutete funktionelle

Anteil dementsprechend aus 149 Aminosduren.
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Die Interaktion von AaStrA und Aappomine 8 konnte in unterschiedlichen Ansétzen
biochemisch nachgewiesen werden. Allerdings konnen derzeit noch keine Aussagen
iiber die exakten Modalititen dieser Interaktion gemacht werden. So bleibt zu kliren,
welche minimalen strukturellen Voraussetzungen, zum Beispiel die minimale Zahl der
G5 repeats, fur eine Interaktion von AaStrA und Aappomine-s Notwendig sind. In diesem
Zusammenhang muss die Stochiometrie der AaStra- Aappomine-s Interaktion, zum
Beispiel durch analytische Gelchromatographie, weiter untersucht werden. Im Hinblick
auf die bereits dokumentierte Eigenschaft der Aappomine B, Zink zu binden, sollte zudem
geklart werden, inwieweit die Interaktion zischen AaStrA und Aap abhingig von
divalenten Kationen ist.

Die hier geschilderten Untersuchungen haben den Nachweis erbracht, dass AaStrA ein
oberfldchen-assoziiertes Protein ist. Zudem haben Untersuchungen mittels Gelfiltration
gezeigt, dass rAaStrA offensichtlich groBe Aggregate bildet, die selbst durch
Hochsalzbedingungen und 4 M Harnstoff nicht aufzulosen waren. Sowohl die
Lokalisation auf der bakteriellen Oberfliche wie auch die autoaggregativen
Eigenschaften weisen darauf hin, dass AaStrA moglicherweise selbst als interzelluldres
Adhidsin fungieren konnte. Tatsdchlich konnte durch Zugabe von rAaStrA bei
verschiedenen, genetisch unabhingigen S. epidermidis Stimmen Zellaggregation und
ein Biofilm-positiver Phénotyp induziert werden (Abbildung 3-12). Dies gelang selbst
bei dem aap-negativen S. epidermidis 1585 und S. carnosus TM300 (Daten nicht
gezeigt). Somit scheint also die Bindung von AaStrA an die Staphylokokkenoberflidche
auch vollig unabhidngig von Aap stattzufinden. Folglich kann AaStrA vermutlich als
eigenstdndiges interzelluldres Adhdsin betrachtet werden.

AaStrA  konnte im Rahmen der Affinitdtschromatographie = sowohl in
Proteinpréparationen des biofilmnegativen S. epidermidis 5179 als auch des
biofilmpositiven S. epidermidis 5179-R1 nachgewiesen werden. Mittels Western-Blot
und quantitativer real-time PCR liel sich kein quantitativer Unterschied der AaStrA
Expression zwischen den beiden Stimmen darstellen (Franke, Rohde, nicht publizierte
Daten). Hieraus ldsst sich auch im Hinblick auf die Biofilminduktionsexperimente unter
Verwendung von rekombinantem AaStrA ableiten, dass offensichtlich eine quantitative
Beziehung zwischen rAaStra-Konzentration und Biofilmbildung besteht. Bei S.
epidermidis 5179 wird offensichtlich nicht ausreichend endogenes AaStrA gebildet, um
auch bei diesem Stamm einen biofilmpositiven Phénotyp zu erzeugen. Zudem wird

deutlich, dass tatséchlich die proteolytische Prozessierung von Aap notwendig ist, damit
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ausreichend stark interzelluldr adhdsive Oberflaicheneigenschaften resultieren, die bei
bei konstanter AaStrA-Expression ausreichend fiir eine biofilmpositiven Phénotyp sind.
Die gewonnenen Ergebnisse weisen AaStrA funktionelle Charakteristika zu, die
typischerweise bei Proteinen der SERAM (Secretable extended repertoire adhesive
molecules) Gruppe gefunden werden konnen (Chavakis et al., 2005). Hierzu gehort bei
Staphylococcus aureus neben den Proteinen Efb und Emp das extracellular adherence
protein (Eap) (Chavakis et al., 2005). Eap ist ein 72 kDa Protein, welches erstmalig
aufgrund seiner Fibrinogen-bindenden Aktivitdt identifiziert werden konnte (Palma et
al., 1999). Neben dieser Eigenschaft bindet Eap an die bakterielle Zelloberflache und
besitzt aggregative Eigenschaften. Diese konnten zum Beispiel durch eine Interaktion
mit Oberflichen-gebundenen neutralen Phosphatase vermittelt werden (Pei and Flock,
2001). Eine Rolle von Eap bei der S. aureus Biofilmbildung ist bislang noch nicht
beschrieben. Vielmehr beschiftigen sich die bislang publizierten Berichte vor allem mit
der Fahigkeit des Proteins, mit einer Vielzahl von extrazelluliren Matrixproteinen wie
Fibrinogen, Vitronectin, Fibronectin, Kollagen und Elastin zu interagieren (Hussain et
al., 2001). Daneben ist eine besondere Eigenschaft des Proteins, durch Bindung an
ICAM-1 die Interaktion von Leukozyten mit Endothelzellen und deren konsekutive
Diapedese zu inhibieren (Chavakis et al., 2002). Auch fiir AaStrA konnten erste
Hinweise gewonnen werden, dass dieses Protein, parallel zu Eap, Fibrinogen und
Fibronektin bindende Aktivitit aufweist. (Burdelski, Rohde, nicht publizierte Daten).
Ob diese Interaktion tatsdchlich auch fiir die primdre Adhdrenz von funktioneller
Bedeutung ist, AaStrA also in beiden Phase der Biofilmbildung eine Rolle spielt, muss
zukiinftig durch Generierung von knock-out Mutanten und deren Untersuchung in
Oberflachenbindungsassays geklart werden. Zudem ist es natiirlich von Interesse, ob
AaStrA wie auch Eap immunmodulatorischen und antiinflammatorische Eigenschaften
besitzt. Hier wiirden sich erste Ansdtze fiir die Bearbeitung der Frage, warum S.
epidermidis als kommensaler Erreger auf der menschlichen Haut persistieren kann,
ergeben. Die Tatsache, dass AaStrA in einer Sammlung von S. epidermidis Isolaten aus
Hiift- und Knie-endoprotheseninfektionen nachgewiesen werden konnte, weist auf eine
grofere biologische Relevanz dieses Proteins bei der Kolonisation der menschlichen

Haut beziechungweise bei Infektionen hin.
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4.4 Bedeutung der autoproteolytischen Aktivitiit bei der Aktivierung
von Aap

Aap ist nur nach proteolytischer Spaltung interzelluldr-adhdsiv. Zur Entfaltung der
interzelluldr-adhdsiven Funktion muss die Domédne A von der Doméne B abgespalten
werden. Als Proteasen kommen hierfiir sowohl Wirts- als auch Staphylokokken-eigene
Proteasen in Betracht (Rohde et al., 2005b). Erste Charakterisierungsexperimente der
verantwortlichen Proteasen machen eine Beteiligung von Cysteinproteasen
unwahrscheinlich.

Die hier erhobenen Daten weisen jedoch darauf hin, dass die Aappomine-a Selbst
proteolytisch aktiv ist. Ausgangspunkt fiir diese Vermutung war die Beobachtung, dass
rAappoma spontan in definierte Fragmente zerfillt. Es konnte dann mittels Zymographie
und Proteaseaktivititstesten eine proteolytische Aktivitit der Domidne-A bestdtigt
werden. Hierbei ist von Bedeutung, dass eine Kontamination der Priparation rAappoma
mit E. coli Proteasen ausgeschlossen werden konnte. Durch die Bestimmung des N-
Terminus eines 75 kDa Doméne-A-Fragmentes, welches in der Zymographie
proteolytische Aktivitdt aufwies, konnte die Lokalisation der proteolytischen Aktivitét
ndher bestimmt werden. In der Analyse der abgeleiteten Proteinprimarstruktur fand
sich, dass diese Homologie zu den aktiven Zentren von Serinproteasen besitzt. Die
gesamte Aappomane-a Z€1gt hohe Strukturhomologien zu der M23b Nonpeptidase Familie

(www.merops.com) (Rawlings et al., 2008) zu der die auch die Staphylokokken-

Protease Lysostaphin gehort.

Lysostaphin ist ein seit langem bekanntes 27 kDa Protein (Schindler, 1966). Es stellt
eine Glycyl-Glycin-Endopeptidase dar, welche die Pentaglycin Kreuzbriicken im
Peptidoglycan der Staphylokokken spaltet und damit die Bakterien lysiert. Dieser Effekt
konnte in starker Ausprigung fiir S. aureus und etwas schwicher ausgeprigt fiir S.
epidermidis nachgewiesen werden. Dariiber hinaus wird zusétzlich die
Extrazellularmatrix durch Lysostaphin aufgelost. So konnte auch in einem Maus-
Katheter-Infektionsmodell gezeigt werden, dass durch Inkubation mit Lysostaphin eine
staphylokokkogene Biofilminfektion eradiziert werden kann (Kokai-Kun et al., 2009,
Wu et al., 2003).

Weitere Homololgie-Suchen ergaben Ahnlichkeiten zu aktiven Zentren von
Serinproteasen der Familien S12 und S13. Charakterisierende Proteaseinhibitorstudien
zeigten in vitro einen stabilisierender Effekt von spezifischen Serin-Protease-Inhibitoren
auf rAappoma. Daraus ergibt sich der Verdacht, dass Aappomane-a tatsdchlich eine

Serinproteaseaktivitit besitzt. Dies erscheint besonders interessant vor dem
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Hintergrund, dass durch eine spezifische Hemmung von Serinproteasen die
Uberfiihrung von Aap in seine adhisive Isoform inhibiert werden kann.

Die weitergehende Strukturanalyse der Aappomane-a €rbrachte zusitzliche Hinweise fiir
das Vorliegen einer inhdrenten Proteasefunktion. Im Aminosduren-Sequenzvergleich
der Aap-Isoformen von S. epidermidis 5179 und 5179-R1 fillt eine 30 AS-Deletion bei
S. epidermidis 5179-R1 auf, welche vor dem Hintergrund einer mdglichen Protease-
Domaine, den biofilmnegativen Phidnotyp von S. epidermidis 5179 erkldren konnte.
Erste bioinformatische Analysen haben Hinweise darauf ergeben, dass auch bei SasG
homologe Proteasestrukturen, wie bei Aap, identifiziert werden konnen. (Daten nicht
gezeigt).

Durch eine solche Adhésionsmolekiil-endogene Protease wiirde dem bakteriellen
Biofilm eine noch grofere Komplexitit vermittelt werden. Falls sich die
Strukturhomologien zu Proteasen auch in der Funktion ausdriicken sollten, wére die
Kombination aus Protease in der Aappomane-a Und Adhésin in der Aappomane-s €in€ neue
Kombination aus Fihigkeiten in einem Molekiil, welche tatsdchlich eine erhebliche
Plastizitétssteigerung des proteinabhéngigen Biofilms bedeutet wiirde.

Zusitzliche Bedeutung erhdlt der Nachweis einer Aap-endogenen Protease durch
Biofilmplastizitdtsuntersuchungen bei S. aureus. Untersucht wurde dabei das agr
(accessory gene regulator gene) quorum sensing System. Dabei handelt es sich um
einen Expressionsregulator von verschiedenen Virulenzfaktoren wie Hamolysinen,
Toxinen und Proteasen. Getriggert wird dieses System durch Autoinducing Peptides
(AIP). Dabei handelt es sich um ein Octapeptid, dessen letzten fiinf Aminosédurereste zu
einem Thiolacton-Ring angeordnet sind. AIPs werden wihrend des bakteriellen
Wachstums synthetisiert und iiber einen bisher nur oberflichlich verstanden
Exportmechanismus sekretiert. Sobald die AIPs eine kritische Konzentration erreicht
haben, binden diese an einen Histidin-Kinase-Rezeptor welcher dann die Expression der
0.g. Virulenzfaktoren hoch reguliert.

Die Inhibition des quorum-sensing-Systems ist bei S.aureus Bedingung zur
Entwicklung eines Biofilms. Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass zum Detachment
der Bakterien, also der Auslosung einzelner Bakterien aus dem Biofilm, die verstérkte
Expression von unspezifischen Proteasen notwendig ist. Dabei handelt es sich vermehrt
um  Serinproteasen. Diese Proteasen I6sen dann die proteinabhingigen
Adhaésionsstrukturen auf und entlassen die Bakterien aus diesem stabilen Zellverband.

Hierdurch wird deutlich das ein Biofilm einem stindigen Auf- und Abbauprozess

91



unterworfen ist, welcher wesentlich von der bakteriellen Dichte in Zellverband gesteuert

und durch Proteasen vermittelt wird (Boles and Horswill, 2008).
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5 Zusammenfassung
Fremdkorperassoziierte Infektionen sind ein groBBer werdendes Problem der modernen

Medizin. Der hédufigste Erreger ist S. epidermidis, welcher die Fremdkorper in Form
eines Biofilmes besiedelt. Zunichst wurden Polysaccharide in Form des Polysaccharid
interzelluldir Adhédsin (PIA), als entscheidende Virulenzfaktoren dafiir angesehen.
Jiingere Forschungsergebnisse zeigten jedoch, dass auch Proteine die Biofilmbildung
bei S. epidermidis vermitteln konnen. Eines dieser Proteine ist das Accumulation
associated protein (Aap), welches in der Lage ist PIA-unabhingig die Biofilmbildung
zu vermitteln. Durch rekombinante Expression von Aap und seinen Subdominen
Aappomine-A UNd Aappomine-s aus dem klinischen S. epidermidis Isolat 5179 sollte die
Funktion dieses Proteins, beziehungsweise seiner Subdoménen evaluiert und eventuelle
Bindungspartner identifiziert werden. Dafiir wurden zundchst die geeigneten
genetischen Konstrukte zur Expression eines poly-Histidin Fusionsprotein erstellt.
AnschlieBend wurde eine Nickel-basierte Affinitdtschromatographie zur Aufreinigung
der poly-Histidin-Proteine etabliert. Sodann erfolgte die molekularbiologische
Charakterisierung der rekombinanten Proteine. Durch Verwendung unterschiedlicher
molekularbiologischer Verfahren gelang es heterotype Protein-Bindungspartner der
Aappomine-s Zu 1dentifizieren und diese Ergebnisse zu verifizieren. Dabei handelte es
sich zum einen um das bekannte S. epidermidis Protein Autolysin E (AtlIE) und zum
anderen um ein bis dato unbekanntes 18 kDa Protein, welches als Aap-assoziiertes S.
epidermidis extrazellular Adhésin (AaStrA) bezeichnet wurde. Eine vermutete
homotype Interaktion der Aappomine-s als Mechanismus der adhédsiven Funktion konnte
hingegen nicht nachgewiesen werden. Die Charakterisierung von AaStrA wurde durch
die rekombinante Expression als poly-Histidin-Fusionsprotein ermoglicht. Es zeigte
sich, dass AaStrA unabhéngig von Aap die Biofilmbildung induzieren kann und dariiber
hinaus liber Bindungsfihigkeiten an Wirtsproteine verfiigt, welches eine Einordung in
die Gruppe der SERAM'’s (Secretable extended repertoire adhesive molecules)
nahelegt. Fiir die Aappomine-a konnte mit den angewandten Methoden keine unmittelbare
adhésive Funktion gezeigt werden. Jedoch ergaben sich Hinweise auf die Prasenz eines
proteolytischen Zentrums innerhalb der Aappomane-a, Was vor dem Hintergrund einer
notwendigen proteolytischen Prozessierung von Aap zur Entfaltung der adhésiven
Funktion besonders interessant erscheint. Eine prilimindre Charakterisierung ergab

relevante Struktur- und Funktionshomologien zu Serinproteasen. Die hier erhobenen
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Daten geben erstmals Hinweise auf komplexe Wechselwirkungen zwischen S.
epidermidis Oberflachenproteinen, welche zur Entstehung von Biofilmen auf
Implantaten beitragen konnen. Die weitergehenden Untersuchungen der an der Aap-
abhédngigen Biofilmbildung beteiligten Faktoren, sowie deren spezifische Bedeutung fiir
die Entstehung fiir S. epidermidis Fremdmaterialinfektionen ist von wesentlicher
Bedeutung fiir die Formulierung und Evaluation neuer praventiver oder therapeutischer

Strategien fiir deren Bekdmpfung.
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6 Abklrzungsverzeichnis

aa
Asos
bp
BSA
cm
ddH,O
Da
DomA
DomB
DNA
dNTP
EDTA
ELISA
ica

kV

LB

M

min
ml

ul

pum

ms

ng

nm
ODso0
PBS
PBS-T
PCR
PIA

pl
rAaStrA

rAappoma

Aminosduren (engl. Amino acids)

Absorption gemessen bei einer Wellenldnge von 405 nm
Basenpaare

Rinderserumalbumin (englisch: bovine serum albumin)
Zentimeter

doppelt destilliertes Wasser

Dalton

Domaéne A

Doméne B

Desoxyribonukleinsdure (englisch: desoxyribonucleic acid)
Desoxy-Nukleotidyl-Triphosphat

Ethylendiamintetraacetat

englisch enzyme-linked immunosorbent assay

interzelluldre Adhédsion (intercellular adhesion)

Kilovolt

Luria-Bertani

Mol

Minute

Milliliter

Mikroliter

Mikrometer

Millisekunden

Nanogramm

Nanometer

optische Dichte bestimmt bei einer Wellenldnge von 600 nm
Phosphatgepufferte Salzlosung (englisch: phosphate buffered saline)
Phosphatgepufferte Salzlosung mit Tween
Polymerase-Kettenreaktion (englisch: polymerase chain reaction)
interzelluldres  Polysaccharid Adhidsin  (englisch:  polysaccharide
intercellular adhesin)

isoelektrischer Punkt

rekombinant exprimiertes AaStrA

rekombinant exprimierte Aap Doméne-A
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rAappoms- rekombinant exprimierte Aap Doméne-B

rAapiompler rekombinant exprimiertes Aap komplett

SOC super optimal broth (SOB) mit 20 mmol Glucose versetzt

spec. Species

TSB BBL Trypton Soja Briithe (englisch: trypticase soy broth) der Firma Becton
Dickinson, Cockseyville, MD, USA

U enzymatische Einheit (englisch: unir)

rpm Umdrehungen pro Minute (englisch: rounds per minute)
S Sekunde

v/v Volumen pro Volumen

w/v Gewicht pro Volumen

6.1 Pria- und Suffixe

dd doppelt destilliert
I- rekombinant
-t trunkiert
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