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1. Einleitung

1.1

1.2

Medizinische Implantate

Eine Folge des medizinischen Fortschrittes ist der haufigere Einsatz von
implantierbaren medizinischen Materialien. Hierzu  zahlen, neben
zentralvendsen Kathetern, insbesondere und in zunehmenden Malle
Gelenkersatzverfahren. Die Endoprothetik von Hufte und Knie zahlt in
Deutschland mit zu den haufigsten operativen Eingriffen. Im Jahr 2009 wurden
beispielsweise 159.221 kunstliche Huftgelenke und 148.298 kunstliche
Kniegelenke implantiert. Zudem wurden zusatzlich zusammen etwa 35.000
Huft- und Kniegelenksendoprothesen ausgetauscht [1]. Hinzu kamen etwa
50.000 weitere Endoprothesen, die infolge von Traumata implantiert werden
mussten. Neben Verschlei3 und mechanischer Lockerung sind Infektionen
haufig Anlass fur eine erneute Operation. Die Infektionsrate bei Eingriffen in
Deutschland schwankt zwischen 0,6 % bei primarer Huftendoprothese und 2,9
% bei der Revisionshuftendoprothese [2]. Im United Kingdom National Joint
Register werden unter den 7.833 Revisionseingriffen 13 % auf Infektionen
zuruckgefuhrt (National Joint Registry England and Wales. Annual Report 2011.
http://www.njrcentre.org.uk/NjrCentre/Portals/0/Documents/NJR%208th%20Ann
ual%20Report%22011.pdf). Diese Zahlen machen deutlich, dass Infektionen
von Kunstgelenken - sowie im Allgemeinen von medizinischen Implantaten - ein
relevantes medizinisches und 0konomisches Problem darstellen. Neben dem
volkswirtschaftlichen Schaden (Behandlungskosten, Arbeitsausfall) gefahrden
diese Infektionen und die daraus resultierenden therapeutischen MalRnahmen
die Gesundheit beziehungsweise das Leben der betroffenen Patienten. Zu den
am haufigsten isolierten Erregern dieser Infektionen gehdren Koagulase-
negative Staphylokokken (KNS), von denen Staphylococcus epidermidis mit
Abstand die am haufigsten isolierte Spezies ist [3, 4].

Staphylococcus epidermidis

Die Familie der Micrococcaceae besteht aus vier Genera - Staphylococcus,
Micrococcus, Planococcus und Stomatococcus. Innerhalb des Genus
Staphylococcus unterscheidet man Koagulase-positive und -negative
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1.3

Staphylokokken. Bisher sind mehr als 30 unterschiedliche KNS bekannt. Die
Spezies Staphylococcus epidermidis wird der Subgruppe der Novobiocin-
empfindlichen KNS zugerechnet. Es handelt sich um grampositive, fakultativ
anaerobe, Katalase-positive, Oxidase-negative Haufenkokken mit einem
Durchmesser von 1-2 um. Diese Spezies ist als Teil des Haut- und
Schleimhautmikrobioms bei jedem Menschen zu finden [5] und tragt
moglicherweise dort zum Schutz vor der Kolonisation mit potentiell pathogenen
Bakterien bei [6].

Durch Staphylococcus epidermidis hervorgerufene Erkrankungen

KNS gehoren zu den am haufigsten isolierten Erregern in mikrobiologischem
Untersuchungsgut. Die Mehrzahl dieser Proben konnte im Rahmen
nosokomialer Infektionen gewonnen werden. S. epidermidis ist der haufigste
Erreger nosokomialer Infektionen [3, 4, 7] - insbesondere von Fremdmaterial-
assoziierten Infektionen [8]. Das Nationale Referenzzentrum fur Surveillance
von nosokomialen Infektionen berichtet in den Modul ITS-KISS Referenzdaten
unter anderem, dass bei ZVK-assoziierter Sepsis KNS als alleinige Erreger in
31,39 % der Falle isoliert werden konnten [9]. Im Vergleich zu Staphylococcus
aureus ist das Spektrum der durch KNS verursachten Erkrankungen deutlich zu
unterscheiden. Wahrend S. aureus eine Vielzahl pyogener Infektionen, sowie
Superantigen-vermittelte Erkrankungen verursacht, benotigen KNS in der Regel
pradisponierende Wirtsfaktoren. Hier ware unter anderem das Kollektiv der
intravenos-Drogenabhangigen zu nennen. Infolge der Suchterkrankung
reduzierter Allgemein- und Ernahrungszustand konnen zu einer Schwachung
des Immunsystems und damit Infektionen mit opportunistischen Erregern, wie
zum Beispiel S. epidermidis begunstigen. Die in diesem Kollektiv haufig zu
beobachtende Trikuspidalklappenendokarditis wird pathomechanistisch auf
durch Heroinmikrokristalle hervorgerufene strukturelle Schadigung der
Herzklappen in Kombination mit unsteril durchgefuhrten Injektionen
zuruckgefuhrt [10]. Eine weitere Risikogruppe sind immunsupprimierte
Patienten — insbesondere Fruhgeborene, deren Mononukleares-Phagozyten-
System (MPS) noch nicht voll ausgereift ist. Aufgrund der verminderten
Phagozytosekapazitdt des  Neugeborenen-Immunsystems  gelingt es
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opportunistischen Erregern trotz niedrigem pathogenen Potenzial zu
persistieren [11, 12]. Die dritte und wahrscheinlich bedeutsamste Gruppe sind
Patienten mit implantierten medizinischen Geraten. Im Zuge des medizinischen
Fortschritts werden zunehmend Fremdmaterialien temporar oder permanent in
Patienten eingebracht. Von herausragender Bedeutung sind in diesem
Zusammenhang Infektionen zu nennen, die direkt das eingebrachte Material
involvieren und als haufige Komplikation das Behandlungsergebnis dieser
Patienten  mallgeblich  beeinflussen (Knie- und Huftendoprothesen,
Herzschrittmacher, ventriculoperitonealer Shunt und viele mehr). Bei
Endoprothesen werden mehr als die Halfte der Infektionen durch Koagulase-
negative Staphylokokken verursacht. Die am haufigsten isolierte Spezies ist
Staphylococcus epidermidis [13]. Klinisch prasentieren sich die durch S.
epidermidis verursachten Fremdmaterial-assoziierten Infektionen stets im
Kontrast zu denen durch S. aureus verursachten Infektionen. S. epidermidis-
Infektionen verlaufen in der Regel subakut oder chronisch - zum Teil mit
erheblicher klinischer Latenz. Dieser Umstand erschwert haufig eine frihzeitige
Diagnose. Verzogerungen bis zur definitiven Diagnose erklaren sich zum einen
aus Problemen bei der Spezifitat der Untersuchungsverfahren. Der Nachweis
von S. epidermidis im Untersuchungsgut stellt den Mikrobiologen und den
Kliniker stets vor die Frage der Abgrenzung zwischen ,Hautkontamination bei
der Probengewinnung“ und dem Nachweis eines kausalen Infektionserregers
aus einem (primar) sterilen Kompartiment. Sehr haufig wird in diesen
Situationen eine Behandlung eingeleitet, welche dann einerseits zur
Kostensteigerung fuhrt, aber auch durch Erhdhung des Selektionsdrucks der
Verbreitung von Antibiotikaresistenzen Vorschub leistet [14]. Zum anderen kann
die Diagnostik durch begleitende antibiotische Behandlung zu falsch negativen
Untersuchungsergebnissen fuhren [15].

Die Therapie dieser Infektionen ist zum einen aufgrund der haufig
anzutreffenden Multiresistenzen bei KNS anspruchsvoll und insbesondere bei
Fremdmaterial-assoziierten Infektionen haufig frustran. So konnte in den letzten
Jahren eine kontinuierliche Abnahme der Antibiotikaempfindlichkeit bei KNS
beobachtet werden. Insbesondere nahm die Verbreitung p-Laktamantibiotika-
resistenter, mecA-positiver KNS in Krankenhdausern zu. Neben der §-

Laktamresistenz konnte auch eine Abnahme der Empfindlichkeit gegenuber



1.4

verschiedenen anderen Substanzen wie Clindamycin, Erythromycin,
Ciprofloxacin und Gentamicin beobachtet werden [16-18]. Neben
Antibiotikaresistenzen der Erreger spielt der Biofilm an sich eine entscheidende
Rolle. Biofilme schutzen Bakterien vor der Wirkung von Antibiotika, deren
Aktivitat sich vornehmlich gegen sich teilende, stoffwechselaktive Bakterien
richtet. Konsequenz ist, dass trotz einer gezielten antiinfektiven Behandlung in
der Regel keine Sanierung des Infektionsherdes maglich ist. Zum anderen
werden Bakterien innerhalb von Biofilmen vor dem Zugriff des Immunsystems
geschutzt. Dabei kommt der Biofiimmatrix die Bedeutung als tatsachliche
physikalische Barriere zu. Aullerdem wird die Phagozytoseaktivitat von
entsprechenden Immunzellen inhibiert [19, 20]. Schlussendlich ist die
Entfernung beziehungsweise der Ersatz des medizinischen Implantates die
einzig erfolgversprechende Therapieoption. Dieses Vorgehen verursacht
erheblichen o6konomischen Schaden fur die Gesellschaft (Arbeitsausfall,
Behandlungskosten). So geht man davon aus, dass alleine in den USA jahrlich
etwa zwei Milliarden US$ fir die Behandlung von durch S. epidermidis
verursachten Katheter-assoziierten Blutstrominfektionen aufgewendet werden
mussen. Neben den 6konomischen Kennzahlen bedeuten diese Infektionen fur
den Patienten eine erhebliche Gefahrdung (Infektion, Blutung, Rezidivgefahr),
die sich auch in einer erhohten Mortalitat gegenuber Vergleichsgruppen
ausdruckt [21, 22].

Mikrobielle Biofilme

Der Begriff Biofilm bezieht sich auf eine Ansammlung von Mikroorganismen auf
einer Oberflache — naturlich oder kunstlich, die von einer zum Teil selbst
produzierten zum anderen aus exogenem Material assemblierten Matrix
umgeben sind [23]. Die Entstehung eines Biofilmes erfolgt Ublicherweise in
einem mehrphasigen Prozess [23, 24]. Dabei sind die Bakterien durch
differenziert regulierte Genexpression gekennzeichnet [25]. Verlangsamtes
Wachstum und herunterregulierter Stoffwechsel der Bakterien innerhalb eines
Biofilms vermindern die Empfindlichkeit gegenluber antimikrobiellen Wirkstoffen.
Dieser Mechanismus wird als phanotypische Toleranz bezeichnet [26].
Zusatzlich vermittelt die Einbettung von Bakterien in den Biofilm Schutz vor
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mechanischen Einflissen wie Scherkraften [20]. Auch das Immunsystem ist
nicht in der Lage einen Biofilm aufzulosen. Dieses Phanomen kann u.a. durch

antiphagozytare Eigenschaften der Biofilmmatrix erklart werden [19].

1.4.1 Staphylococcus epidermidis Biofilme

Biofilme reprasentieren den wesentlichen Virulenzfaktor von S. epidermidis.
Hier gilt es zu berlcksichtigen, dass bisher nur sehr wenig Wissen zum
Verstandnis des nichtinvasiven Lebensstils von S. epidermidis im naturlichen
Habitat vorliegt. Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass dieser
Virulenzmechanismus eine ,akzidentielle“ Koevolution darstellt [8]. Modelle, die
die Biofilmbildung als mehrschrittigen Prozess beschreiben, gelten weithin als
akzeptiert [23]. lhre Gultigkeit erstreckt sich sowohl Uber die hier im Fokus
stehenden Fremdmaterial-assoziierten Infektionen wie auch fur Infektionen an
nativen Oberflachen. Im Folgenden soll der Ablauf der Biofilmbildung an

Fremdmaterialien kurz skizziert werden.

1.4.2 Primare Adharenz

Die primare Adharenz von S. epidermidis an kunstlichen Oberflachen (zum
Beispiel medizinische Implantate) wird im wesentlichen durch die
Oberflachenhydrophobizitdt der bakteriellen Zellwand vermittelt [27]. Hier
nehmen insbesondere das Autolysin/Adhesin AtIE [28] und Teichonsauren (TA)
[29] eine tragende Rolle ein. Des Weiteren werden implantierte Fremdkorper
rasch von Komponenten der Extrazellularmatrix (Fibronektin, Fibrinogen,

Vitronektin, Kollagen, u.a.) Uberzogen [30-32].

Fibronektin

Eine herausragende Stellung als Interaktionspartner fur Dbakterielle
Oberflachenproteine  nimmt das 250 kDa Fibronektin als ubiquitar
vorkommendes Protein der Extrazellularmatrix ein. Die Tatsache, dass bei
Bakterien inzwischen etwa 100 Fibronektin-bindende Proteine identifiziert
wurden, unterstreicht die Bedeutung der Interaktion mit diesem Bestandteil der
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extrazellularen Matrix [33]. Fibronektin kommt sowohl in geloster Form im
Korperflissigkeiten, wie auch in immobilisierter Form als Strukturprotein in der
Extrazellularmatrix vor [34]. Das Protein vermittelt eine Vielzahl zellularer
Interaktionen mit anderen Bestandteilen der Extrazellularmatrix und spielt eine
Rolle bei der Zelladhasion, -migration, -wachstum sowie der Differenzierung
[35]. Fibronektin wird durch einen singularen offenen Leseramen (ORF) kodiert.
Durch alternatives Splicing innerhalb der Precusor-mRNA entstehen
verschiedene Varianten des Fibronektinmonomeres. Bisher sind im
menschlichen Organismus 20 verschiedene Fibronektinsplicevarianten
beschrieben worden. Grundsatzlich unterscheidet man Zell-/Extrazellularmatrix-
assoziiertes, organisiertes Fibronektin von Ioslichem Plasmafibronektin,
welches vornehmlich von Hepatozyten gebildet und an das Blut abgegeben
wird. Dort kommt es in einer Konzentration von bis zu 300 ug/mL vor. Das
I6sliche Glykoprotein liegt dort als ~440 kDa grofRes, globular gefaltetes Dimer
vor, welches durch inter- und intramolekulare Interaktionen stabilisiert wird. Hier
spielt insbesondere die Fn Typ Il Doméane eine herausragende Rolle. Die
Module FN2-3 interagieren mit den Modulen FN12-14 und tragen so zur
Ausbildung der dimeren globularen Konformation bei [36]. Jedes Monomer
untergliedert sich in drei Domanen, die wiederum eine unterschiedliche Anzahl
an repetitiven Modulen enthalten. Die Fn | Domane besteht aus zwolf Modulen,
deren einzelne Subdomanen aus jeweils etwa 40 Aminosauren
zusammengesetzt sind. Die Module 1-9 liegen am N-Terminus, wahrend die
Module 10 bis 12 hinter der Fn Typ Ill Domane am C-terminalen Ende des
Fibronektinmolekuls lokalisiert sind. Die Fn Il Domane enthalt zwei Module,
bestehend aus jeweils etwa 60 Aminosauren. Am C-terminalen Ende des
Fibronektinmonomeres befindet sich die Fn Typ Ill Domane, welche aus 15-17
Modulen (etwa 90 Aminosauren pro Modul) gebildet wird. Die hier verwendete
Nomenklatur der Fn Typ lll Domane bezieht sich auf die Publikation von Leahy
et al. Entsprechend werden beispielsweise die Fn Typ |ll Domane-Module 12,
13 und 14 mit FN12-14 gekennzeichnet [37]. Die zwei etwa 220 kDa grof3en
Monomere werden uber zwei Disulfidbricken nahe der C-Termini verbunden
[35]. Bedeutende Splicevarianten betreffen das EDB-Modul zwischen FN7 und
FN8, sowie EDA zwischen FN11 und FN12. Diese beiden Module fehlen in der

Regel im Plasmafibronektin. Zusatzlich werden in der sogenannten V- oder
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[ICS-Region am C-Terminus weitere Splicevarianten generiert, deren
Expression zum einen differentiell reguliert zum anderen von der

synthetisierenden Zellspezies abhangig ist [38].

Kollagen-
Bindungsstelle Heparinbindungsstelle
I —
Fibrinogen- und Integrin-
Heparinbindungstelle Bindungsstelle

Abb. 1: Schematische Darstellung des Fibronektin-Monomers ohne Bericksichtigung von
Splicing-Varianten.

Moleklle der Extrazellularmatrix wie Fibronektin werden von spezifischen
Rezeptoren auf der Bakterienoberflache gebunden. Hierbei wird unterschieden
in solche Proteine, die kovalent an der Zellwand verankert und solche die
Zellwand-assoziiert sind. In den letzten Jahren konnten einige dieser
Interaktionspartner identifiziert und funktionell charakterisiert werden. Zur
ersten Gruppe zahlt unter anderem das Fibrinogen-bindende Protein SdrG [39].
Fibronektin-bindende Proteine (FNBP) von S. epidermidis sind zum einen das
Autolysin Aae [40] aber auch das 1 MDa Extracellular Matrix Binding Protein
(Embp) [41]. Beide werden der Gruppe der Zellwand-assoziierten Proteine

hinzugerechnet.

Extracellular Matrix Binding Protein Embp

Embp und sein Ortholog in S. aureus, genannt Ebh, wurden beinahe zeitgleich
bei der Suche nach Staphylokokken-Oberflachenfaktoren mit Fibronektin-
bindender Aktivitat identifiziert [41, 42]. Wahrend des Screenings einer Phage
Display Library konnte ein Phage identifiziert werden, der Fibronektin-bindende
Aktivitat aufwies. Dieser enthielt ein DNA Fragment aus einem 30.500
Nukleotide groRen offenen Leserahmen (ORF), der fur das 10.203
Aminosauren umfassende Extrazellulare Matrix bindende Protein Embp (siehe
Abbildung 2) kodiert. Mithilfe bioinformatischer Programme war es maoglich, die
Architektur dieses Proteins vorherzusagen. So findet sich gefolgt von einem N-
terminalen Exportmotiv (AS 58-84), eine ungeordnete Region von ungefahr
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2500 Aminosauren (AS 85-2586) im vorderen Teil dieses modular aufgebauten
Oberflachenproteins. Der zentrale Abschnitt besteht aus 21 repetitiven ,Found
In Various Architectures® (FIVAR) Einheiten (AS 2587-4500) und 38 sich
abwechselnden ,,G-related Albumine binding sites” (GA) und FIVAR Einheiten —
zusammengefasst unter dem Begriff GA-Modul — (AS 4501-9443), die
zusammen insgesamt etwa 7.000 Aminosauren umfassen. AbschlielRend finden
sich am C-Terminus vier “Domains of Unknown Function” (DUF1542) Einheiten
(AS 9444-9841) und eine putative Transmembranregion (AS 10070-10088) [43]
(siehe Abbildung 2). Obwohl das S. aureus Ortholog Ebh wenigstens
funktionelle Ubereinstimmung mit Bezug auf die Fibronektin-bindende Aktivitat
aufweist [42], so zeigt sich jedoch, dass einige dieser Vorhersagen aus dem
Ebh Protein, zum Beispiel die N-terminale Hyperosmolaritatsresistenz-Domane
[44, 45] in Embp nicht bestatigt werden konnten. Im weitesten Sinne scheint die
strukturelle Organisation von Ebh im Wesentlichen der von Embp zu
entsprechen, wobei im Detail zumindest eine numerische Varianz der sich
wiederholenden Einheiten zu bestehen scheint. Bioinformatisch werden zum
Beispiel lediglich sieben FIVAR, jedoch zwdlf zusatzliche FIVAR-GA und vier
weitere DUF1542 Einheiten im Ebh Protein des S. aureus-Stammes MUS0,
verglichen mit Embp vorhergesagt [45]. In der Tat scheint der strukturelle
Aufbau von Ebh in verschiedenen S. aureus-Stammen mit Bezug auf das
Vorkommen und die absolute Anzahl der sich wiederholenden Einheiten weit
weniger konserviert zu sein, als der Aufbau von Embp in den S. epidermidis
RP62A und ATCC12228.

Export FIVAR GA-Modul DUF1542 TM
signal

rEmbp2588 rEmbp6599 Embp32

Abb. 2: Schematische Darstellung von Embp entsprechend der bioinformatischen
Vorhersage des S.M.A.R.T Tools. Zusatzlich ist das von Williams et al. publizierte Embp32,
sowie die, in der Publikation von Christner et al. erwahnten, rekombinanten Proteine
(rEmbp2588 und -6599) und ihre Projektion auf das Gesamtprotein, dargestellt.
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Zwei 126 Aminosauren lange FIVAR-GA Einheiten aus EbhA (S. aureus
MU50), bezeichnet als EbhA-R7-R8, zeigen eine tripel-a-helikale Struktur,
wobei eine dieser a-Helices beide Einheiten Uberspannt und somit fur eine in
Teilen flexible, elongierte Form verantwortlich ist [45, 46]. In der Tat zeigt die
125 Aminosauren lange FIVAR-GA Einheit aus Embp eine annahernd
identische Struktur (Blttner, Perband, Rohde, nicht verodffentlicht) (siehe
Abbildung 37). Zusatzlich weisen zum Teil preliminare Strukturdaten der FIVAR
(Buttner, Perband, Rohde, nicht verdffentlicht) und DUF1542 Einheiten [47]
darauf hin, dass mit gro3er Wahrscheinlichkeit das gesamte Embp Protein als
elongierte Struktur vorliegt.

In Sammlungen klinisch signifikanter S. epidermidis-Stamme konnte embp in
mehr als 90 % der getesteten Isolate nachgewiesen werden [48, 49]. Zusatzlich
konnte Evidenz fur die Bedeutung von Embp in vivo, durch den Nachweis von
anti-Embp-Antikorpern in  Seren von Patienten mit nachgewiesener S.
epidermidis Endoprothesen-Infektion (Mack, Buttner, Rohde, nicht publiziert),
gefunden werden. Bemerkenswerterweise konnte, unter Einsatz eines
Flusskammer-Modells, die inhibitorische Wirkung von anti-Embp Antikorpern
bei der Biofilmbildung von S. epidermidis 1457 gefunden werden [50], so dass
Embp als Komponente einer Vakzine madglicherweise eine Rolle spielen
konnte[51].

Ursprunglich suggerierten experimentelle Daten, dass Embp vor allem in der
zweiten Phase der Biofilmbildung, der Akkumulationsphase als interzellulares
Adhasin von Bedeutung ist. Dabei konnte festgestellt werden, dass die
Uberexpression von Embp keine veranderte Adharenz an Polystyrol-, wohl aber
eine gesteigerte Bindung an Fibronektin-beschichtete Oberflachen, vermittelt
[43]. Zudem konnte gezeigt werden, dass Embp-Fibronektin-Interaktionen von
S. epidermidis-Stammen notwendig fur die Akkumulation auf Kunststoff-
oberflachen sind [52]. FIVAR-GA Einheiten konnten mittels Phage Display als
Fibronektin-bindende Elemente des Embp-Proteins identifiziert werden [41].
Diese Resultate konnten spater durch die biochemische Analyse von
rekombinanten Embp-Fragmenten, die aus FIVAR-GA Einheiten aufgebaut
waren, nachvollzogen werden. Zusatzlich lieferten diese Experimente erste
Hinweise, dass FIVAR-Einheiten bereits ausreichend fur die Bindung an
Oberflachen-immobilisiertes Fibronektin sind [43]. Nahezu 100 bakterielle
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Oberflachenproteine mit Fibronektin-bindenden Eigenschaften konnten bisher
identifiziert werden [33], wenngleich der zugehorige molekulare Mechanismus
dieser Interaktion in den meisten Fallen noch aufzuklaren ist. Bisherige
Analysen zeigen jedoch, dass die Mehrzahl Fibronektin-bindender Proteine aus
Bakterien an das N-terminale 29 kDa proteolytische Fragment des Fibronektins
binden [53]. Dies gilt insbesondere fur das Fibronektin-bindende Protein A
(FnBPA) von Staphylococcus aureus [54, 55], welches an das zweite bis funfte
Fn Typ | Modul Uber einen sogenannten Tandem-g-Zipper Mechanismus bindet
[54]. Der exakte molekulare Mechanismus der Embp — Fibronektin-Interaktion
ist zurzeit noch unbekannt, es gibt jedoch erste Hinweise, dass dieser
unabhangig von der Typ | Doméane zustande kommt. Wahrscheinlich sind hier
repetitive Einheiten aus der Typ Il Domane beteiligt [56], mit hoher
Wabhrscheinlichkeit FN12-14 [43].

Neben der Funktion als Adharenzfaktor wahrend der ersten Phase der
Biofilmbildung, konnte Embp auch eine wesentliche Rolle als interzellulares
Adhasin zugeschrieben werden. Biofilm-induzierende Eigenschaften konnten
zuerst im Stamm S. epidermidis 1585v beobachtet werden. In diesem Stamm
fihrte eine spontane, chromosomale Veranderung zur Uberexpression einer
trunkierten Isoform von Embp, genannt Embp1 [43]. Im Anschluss an eine
Transposon-Mutagenese im Stamm S. epidermidis 1585v konnten Mutanten
identifiziert werden (M84 und M135), die einen reduzierten beziehungsweise
vollstandigen Verlust des Biofilmphanotypes aufwiesen. Durch Insertion eines
Anhydrotetrazyklin-induzierbaren Promoters vor embp konnte die Biofilm-
induzierende Wirkung von Embp und die Bedeutung als interzellulares Adhasin
bestatigt werden [43].

1.4.3 Biofilmakkumulation

In der zweiten Phase der Biofilmbildung beginnen die adharenten
Staphylokokken zu proliferieren und die Oberflache zu kolonisieren. Hier
spielen insbesondere Faktoren eine Rolle, die interzellulare Adharenz
vermitteln. So konnte gezeigt werden, dass sowohl Polysaccharide aber auch
Proteine in der Akkumulationsphase von gro3er Bedeutung sind. Ein viel
beachtetes Molekul ist das Polysaccharid intercellular adhesin (PIA). Es wird
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spekuliert, dass die akkumulationsfordernde Aktivitat von PIA vor allem auf
elektrostatische Interaktion zwischen den deacetylierten, positiv geladenen
Glukosamin-Resten des PIA Molekuls und den negativ geladenen
Teichonsauren beruht [57, 58]. Neben der oben genannten Eigenschaft kommt
PIA noch eine weitere wesentliche Rolle bei der Etablierung eines Biofilmes zu.
So konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von PIA zu einer signifikant
geminderten Phagozytose von Bakterien und einer verminderten Aktivierung
von J774A.1 Makrophagen fuhrt [19]. Aulder dem Polysaccharid PIA kdnnen
auch Proteinen, bei der Vermittlung von interzellularer Adharenz, Funktionen
zugeschrieben werden [59]. Hier waren sowohl das Extracellular Matrix Binding
Protein Embp [43] wie auch das Accumulation associated Protein Aap [48] zu
nennen. Aap ist wie Embp ein Oberflachenprotein, welches sowohl in der
primaren Adharenz, vermittelt Uber die A-Domane [60, 61], wie auch wahrend
der Akkumulation zur Biofilmbildung beitragt. Die interzellulare Adharenz wird
dabei nach proteolytischer Prozessierung des Volllangen-Aaps durch die B-
Domane [48], genauer durch die G5-Module vermittelt [62].

1.4.4 Disseminierung

Die Ablosung einzelner Bakterien, aber auch von -aggregaten, aus Biofilmen
tragt zur systemischen Dissemination der Erreger im Organismus bei. Die
Sekretion von Nukleasen konnte einen Mechanismus zur Ablésung von S.
aureus aus Biofilmen darstellen. Extrazellulare DNA (eDNA) spielt eine
bedeutende Rolle bei der Biofilmbildung. Dies lasst sich unter anderem durch
die Beobachtung untermauern, dass die Zugabe von DNAse | die
Biofilmbildung inhibiert und bereits bestehende Biofilme aufgeldst werden [63].
Wahrend bei S. aureus die Bedeutung von eDNA sowohl in vitro wie auch in
vivo gut belegt ist, scheint eDNA bei S. epidermidis eher eine stabilisierende
Funktion zu haben — insbesondere bei icaADBC-negativen Stammen. Hier
konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von DNAse | nicht zur Auflosung
bereits bestehender Biofilme fuhrte. Diese Beobachtung unterstreicht die
redundante Organisation der Biofilmbildung in S. epidermidis, die auf einer
Vielzahl beteiligter Faktoren beruht [59, 64]. Sekretierte Proteasen von S.

aureus tragen zur Ablosung von Bakterien aus Biofilmen bei [65]. Jedoch gibt

17



1.5

es bisher keine ausreichende Evidenz dafur, dass eben solche Proteasen von
S. epidermidis in ahnlicher Weise an der Ablosung von Bakterien aus Biofilmen
beteiligt sind. Erste Hinweise, das auch S. epidermidis-Proteasen eine Rolle bei
der Degradierung von Biofilmen spielen, verdeutlicht der Effekt der sekretierten
Serinprotease Esp. Sie ist in der Lage Biofilme von S. aureus zu degradieren
[66]. Neben Nukleasen und Proteasen konnte fur Molekule aus der Gruppe der
Phenol-soluble Modulins (PSM) eine Beteiligung bei Biofilm-assoziierten
Prozessen aufgezeigt werden. PSMs werden in zwei Gruppen eingeteilt - die a-
und B-PSMs [67]. Deren Expression steht im wesentlichen unter Kontrolle des
agr-Lokus [68]. Kurzlich konnte gezeigt werden, dass vor allem 3-PSMs an der

Strukturierung und der Ablosung von Bakterien aus Biofilmen beteiligt sind [69].

Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Interaktionsmechanismus des S.
epidermidis-Oberflachenproteins Embp mit dem Extrazellularmatrixbestandteils
Fibronektin molekular analysiert werden. Dazu sollte mit der Hilfe von
rekombinant in E. coli exprimierten Embp-Fragmenten und Fibronektin-
Subdomanen das Epitop am Fibronektin genauer beschrieben werden. Zum
anderen sollte die minimale Fibronektin-bindende Einheit des Embp identifiziert
werden.

SchlieBlich galt es die Bedeutung dieser Interaktion fur die bakterielle Adharenz
von Staphylokokken an Oberflachen-immobilisiertes Fibronektin zu klaren. Hier
sollte auch beantwortet werden, welche Regionen im Embp an der Adharenz
beteiligt sind.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

Tab. 1: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Geréte.

Gerat

Hersteller

Blotmodul
Elektrophorese/
Agarosegelkammer

Elektrophorese-/SDS-PAGE-
Kammer

Fluorometer / Luminometer (Tecan
Infinite M200)

Gefrierschranke -20 °C

Gefrierschrank -80 °C
Inkubatoren
Kippschuttler
Kdhlschranke

Mikrowelle

Netzgerate (Invitrogen Power Ease
500, Consort E425)

pH-Meter

Photometer (SmartSpec 3000)
Pipetten

DensiCHEK s
Pipettus (Accu-Jet Pro)
Pinzette

Sonifizierer

Scanner

Sterile Werkbanke

Thermoschuttler (Thermomixer
5436, Certomar BS-1)

Invitrogen, Karlsruhe
MWG-Biotech, Ebersberg

Invitrogen, Karlsruhe
Tecan, Crailsheim

Liebherr, Biberach an der
Riss

Kryotek, Hamburg
Heraeus, Tuttlingen
GFL, Burgwedel

Liebherr, Biberach an der
Riss

Bosch, Stuttgart
Invitrogen, Karlsruhe
Bachofer, Reutlingen
Mettler-Toledo, Giessen
BioRad, Munchen

Gilson, Den Haag,
Niederlande

Biomerieux

Brand, Wertheim
Hartenstein, Wurzburg
Branson, Danbury, USA

Canon, Amsterdam,
Niederlande

Thermo Scientific
Eppendorf, Hamburg
Sartorius, Gottingen
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Tischzentrifugen (Centrifuge
5417R, Centrifuge 5415D)

UV-Transilluminator
UV-Dokumentationsstation

Vortexer
Waagen

Wasserbad

Zentrifugen (Centrifuge 5810R)
AKTApurifier™ 10

Biacore™ T100

21.2 Mikroskop

Eppendorf, Hamburg

BioRad, Miinchen

Vilber Lourmat,
Eberhardzell

IKA-Labortechnik, Staufen

Kern& Sohn GmbH,
Balingen

Mettler-Toledo

GFL, Burgwedel
Eppendorf, Hamburg

GE Healthcare, Minchen
GE Healthcare, Minchen

Tab. 2: Fir alle Aufnahmen wurde das folgende Mikroskop verwendet.

Zeiss Axioplan
Objektiv

Software

Carl Zeiss, Oberkochen

Plan-APOCHROMAT
63x/1,4 Ol, Carl Zeiss,
Oberkochen

Spotsoftware, Diagnostic
Instruments, Sterling
Heights, USA

2.1.3 Glas- und Plastikwaren, Verbrauchsartikel

Tab. 3: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien

Artikel Hersteller
Kanulen Braun, Melsungen
Krykonserven Mast Diagnostika, Reinfeld

Messzylinder
Petrischalen

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalle (1,5 mL, 2,5 mL)
Reaktionsgefalie (15 mL, 50 mL)
Spritzen (5 mL, 10 mL, 20 mL)

Roth, Karlsruhe

Nunc/Thermo Fisher
Scientific, Langenselbold

Sarstedt, Nurnbrecht
Eppendorf, Hamburg
GREINER

Braun, Melsungen
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Schottflaschen

Sterilfilter
PVDS-Membran
Filterpapier

96-well microtiter plate

Ni-Chelat  Immobilizer
microtiter plate

Series S Sensor Chip CM5

2.1.4 Chemikalien

96-well

Hassa Laborbedarf,
Hamburg

Sarstedt, NUurnbrecht
Millipore

GREINER

Nunc/Thermo Fisher
Scientific, Langenselbold

GE Healthcare

Tab. 4: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien.

Chemikalien Hersteller

2-Propanol Carl Roth, Karlsruhe
Aceton Carl Roth, Karlsruhe
Agarose Invitrogen, Karlsruhe
Bisacrylamid Carl Roth, Karlsruhe

Bovines Serum Albumin (BSA)

DNA-Marker (ADNA-Hindlll/®X-

Haelll)

EDTA

Ethanol absolut
Immersionsol
Essigsaure (96%)
Kristallviolett
Methanol

Mowiol
Natriumchlorid (NaCl)

Natrium-di-Hydrogenphosphat
(NaH2PO,)

Di-Natriumhydrogenphosphat
(Naz2HPO,)

Natriumhydroxind (NaOH)
Natriumcitrat
Protein-Marker (PageRuler)
Triton X100

Sigma-Aldrich, Minchen
Finnzymes, Espoo, Finnland

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Zeiss, Oberkochen

Carl Roth, Karlsruhe

Medion Diagnostics, Dudingen
Carl Roth, Karlsruhe
Calbiochem/Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer,
Niederlande

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot
Merck, Darmstadt
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Tween20

ECL™ Western Blot Developer
Solution

Natrium-Dodecylsulfat (SDS)

Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

Zinkchlorid (ZnCly)
Magnesiumchlorid (MgCly)
Calciumchlorid (CaCly)
Phosphatase Substrat
Glycin

Kaliumchlorid (KCI)

Kalium-di-Hydrogrnphosphat
(KH2POg4)

Tris

HEPES

MES

Natriumacetat (NaCzH30)
Salzsaure (2N)

Borsaure

Glycerol

BIAnormalizing solution (30 mL)

1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid
e hydrochloride (EDC)

N-hydroxysuccinimide (NHS)
ACS Imidazol

1,1,1-Trichlor-2-methyl-2-
propanol Hemihydrat
(Chlorobutamol)

Bicine
Bis-Tris
Arabinose

Isopropyl-3-D-
thiogalactopyranosid

Formaldehyd (37 %)
Surfactant P20
Heparin sodium salt

Merck, Darmstadt
GE Healthcare

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

GE Healthcare, Munchen
GE Healthcare, Munchen

GE Healthcare
Merck, Darmstadt
Fluka

Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
GE Healthcare
Alfa Aesar, Minchen
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2.1.5 Puffer und Losungen

Tab. 5: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Lésungen.

Puffer

Zusammensetzung/pH

Phosphate buffered saline (PBS),
20-fach

PBS/T
NuPAGE® LDS Sample Buffer (4-

fach)
0,5fach-TBE-Puffer

NiNTA-Bindepuffer

NiNTA-Elutionspuffer

Anionenaustausch-Bindepuffer
Anionenaustausch-Elutionspuffer
Kationenaustausch-Bindepuffer
Kationenaustausch-Elutionspuffer
NuPAGE® MES SDS Laufpuffer
(20-fach)

Coomasie-Farbeldsung

Destain-Losung

Transferpuffer (20-fach)

Fibronectin from human plasma
Abstillldsung

2,73 M NaCl, 53 mM Kcl, 166
mM Na;HPO4, 53 mM
KH2POy4, in Millipore™;
pH=7.,4

1-fach PBS mit Zusatz von
0,005% Tween-20

Thermo Scientific

25 mM Tris-Hcl; 25 mM
Borsaure; 1 mM EDTA; in
Millipore ™

20 mM NaPOQOg; 40 mM
Imidazol; 500 mM NaCl; in
Millipore™ pH=7.,4

20 mM NaPOQOy; 250 mM
Imidazol; 500 mM NaCl; in
Millipore™ pH=7.,4

20 mM Bis-Tris; in Millipore ™
pH=7,2

20 mM Bis-Tris, 1 M NaCl; in
Millipore ™ pH=7,2

50 mM NaPOQOy; in Millipore ™
pH=7,0

50 mM NaPOQg4, 1 M NaCl; in
Millipore ™ pH=7,0

Thermo Scientific

0,2 % Kiristallviolett, 50 %
H2044, 40 % Methanol und 10
% Essigsaure(96 %)

50 % H20Og4, 40 % Methanol
und 10 % Essigsaure(96 %)

500 mM Bicine, 500 mM Bis-
Tris, 20 mM EDTA, 1 mM

Chlorobutamol; in Millipore ™
pH=7,2

Sigma-Aldrich, Minchen
0,1M Gilycin in Millipore ™
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Fixierlosung
AP-Substratpuffer

Biacore Laufpuffer

Protein-free blocking buffer
Trenngel-Puffer

Sammelgel-Puffer

2.1.6 Kulturmedien und Zusatze

3,7% Formaldehyd in
Millipore ™

0,1M Glycin, 1mM ZnCly,
1mM MgCl; in Millipore ™

10mM HEPES, 150mM NacCl,
3mM EDTA, 0,0005%
Surfactant P20 in Millipore ™

Thermo Scientific

1,5 M Tris; in Millipore ™
pH=8,8

1 M Tris; in Millipore ™
pH=6,8

Tab. 6: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Kulturmedien

Medium/Zusatz

Anbieter

Luria Bertani(LB)-
Flussignahrmedium

Trypticase Soy Broth(TSB)
Brain Heart Infusion
B2-Flussignahrmedium
SOC-Flussignahrmedium
NB2+Flussignahrmedium
BHI+Flissignahrmedium
Columbia-Blutagar

Bacto Agar

LB-Agar

BHI-Agar

ST-Agar (STA)

Softagar
Ampicillin-Losung

(100 mg/mL in Methanol)
Chloramphenicol-Losung
(10 mg/mL in Methanol)

10 g/L Tryptone; 5 g/L
Hefeextrakt; 10 g/L
Natriumchlorid

BBL

OXOID

Schenk et al.[70]

Invitrogen, Karlsruhe

Mack et al.[71]

Mack et al.[71]

Becton Dickinson, Heidelberg

10 g/L Tryptone; 5 g/L
Hefeextrakt; 10 g/L
Natriumchlorid; 12 g/L Agar

OXOID

Mack et al.[71]

Kayser et al.[72]
Sigma-Aldrich, Minchen

Sigma-Aldrich, Minchen
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Erythromycin-L6sung Sigma-Aldrich, Munchen
(20 mg/mL in Methanol)

Anhydrotetrazyklin-LOsung Sigma-Aldrich, Munchen
(1 mg/mL in Aqua ad ini.)

Tetracycin-Losung Sigma-Aldrich, Minchen
(20 mg/mL in Methanol)

21.7 Enzyme

Tab. 7: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Enzyme. Alle hier benutzten
Restriktionsendonukleasen werden bei New England Biolabs erworben.

Enzym Hersteller

Lysostaphin Sigma-Aldrich, Minchen
Alkaline Phosphatase, Shrimp Roche

Apal New England Biolabs
Xhol New England Biolabs
EcoRI-High Fidality (HF) New England Biolabs
Ascl New England Biolabs
Kpnl-HF New England Biolabs
Pstl-HF New England Biolabs
Sacll New England Biolabs

2.1.8 Antikorper

Tab. 8: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Antikorper.

Antikorper Spezies Hersteller/Referenz

Anti-5179-Antikorper Kanninchen Mack et al.[73]

Anti-rEmbp2588 Kanninchen Christner et al.[43]

Anti-rEmbp6599 Kanninchen Christner et al.[43]

Anti-rabbit-IgG Alkaline Ziege Sigma-Aldrich, Munchen

Phosphatase antibody

Anti-FNH3-8 Maus TAKARA

Anti-c-myc Maus Cell Signaling
Technology

Anti-rabbit-IgG-Peroxidase Maus Jackson

Konjugat ImmunoResearch

ECL Anti-mouse IgG Horseradish ~ Schaf GE Healthcare

Peroxidase antibody
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21.9 Kits

Tab. 9: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Kits.

Name Hersteller
QIAGEN® Plasmid Mini Kit QIAGEN
Phusion™ High-Fidelity PCR Kit Finnzymes
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Machery&Nagel
In-Fusion® HD EcoDry™ Cloning  Clontech

Plus

2.1.10 Bakterienstamme, Plasmide und Phagen

Tab. 10: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Bakterien, Plasmide und Phagen

Stamme/Plasmide/Phagen  Eigenschaften Referenz
Stamme

Staphylococcus aureus Restriktionsdefiziente Mutante Kreiswirth et
RN4220 von RN450 al.[74]
Staphylococcus aureus Enthalt Plasmid pCN36 Charpentier
RN9588 et al.[75]
Staphylococcus aureus Enthalt Plasmid pCN50 Charpentier
RN9612 et al.[75]
Staphylococcus aureus Enthalt Plasmid pCN57 Charpentier
RN9623 et al.[75]
Staphylococcus epidermidis Isolat einer Port-Katheter- Christner et
1585 Infektion; Biofilm-, icaADBC-, al.[43]

aap-negativ

Staphylococcus epidermidis

Subpopulation von 1585

Christner et

1585v al.[43]
Staphylococcus epidermidis Insertion eines Christner et
1585Py1 embp Anhydrotetrazyklin-induzierbaren  al.[43]
Promoters vor embp
Staphylococcus epidermidis Tn917-Insertion in purR Knobloch et
1457-M12 al.[76]
Staphylococcus carnosus Schleifer et
TM300 al. [77]
Staphylococcus epidermidis  In trans-Expression von FnBPA H. Rohde
1585vxpFnBA4
Staphylococcus epidermidis  In trans-Expression von FnBPA H. Rohde
Staphylococcus carnosus In trans-Expression von FnBPA Sinha et
TM300xpFNBA4 al.[78]
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E.coli TOP10 Chemically Klonierungsstamm, Genotyp F- Invitrogen
competent cells mcrA D (mrr-hsdRMS-mcrBC)
F80/acZDM15; DlacX74recA1
deoR araD139 D(ara-leu)7697
galU galK rpsL(StrR) endA1
nupG
E.coli Stellar™ competent Klonierungsstamm ClonTech
cells
E.coliBL21™ Al Expressionsstamm; Genotyp F- Invitrogen
ompT hsdSB (rB-mB-)
gal dcm araB:: TTRNAP-tetA
Plasmide
pCR™4-Embp-FIVAR7903.11079 Enthalt Found in Various M. Wolters
Architecture Repeats
pCR™ 4-Embp-GAFIV13516- Enthalt G-related albumin binding M. Wolters
11079 (GA) domain
pALC2073 TetR und Pyyseto-Promoter Bateman et
enthaltendes Plasmid al. [79]
pCN57 gfpmut2 wird konstitutiv Charpentier
exprimiert et al. [75]
pCN36 Enthalt tet(M)-Resistenzkassette  Charpentier
et al. [75]
pCN50 Enthalt cat194-Resistenzkassette Charpentier
et al. [75]
pCN57_tet(M) Enthalt die tet(M)- Diese Arbeit
Resistenzkassette
pCN_FIVAR Zwischenprodukte Diese Arbeit
pCN_GAFIV Zwischenprodukte Diese Arbeit
PCN_P,yiteto-FIVAR Zwischenprodukte Diese Arbeit
PCN_P,yiteto-GAFIV Zwischenprodukte Diese Arbeit
pHB2c-FIVAR Erlaubt die Anhydrotetrazyklin- Diese Arbeit
induzierbare Expression von
Embp-FIVAR7903-11079
pHB2c-GAFIV Erlaubt die Anhydrotetrazyklin- Diese Arbeit
induzierbare Expression von
Embp-GAF1V13516-17079
pHB2c-n-mycGAFIV Enthalt ein Myc-Tag zwischen J. Wilde

YSIRK und Embp-GAFIV43516.

17079
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pDEST ™17/rEmbp170 Zur rekombinanten Expression H. Rohde
der minimalen Baueinheit der
FIVAR-Region

pDEST ™17/rEmbp125 Zur rekombinanten Expression Rohde
der minimalen Baueinheit der (nicht
FIVAR-Region publiziert)

Phagen

dAGC Mack et

al.[80]
21.11 Primer

Tab. 11: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Primer. Diese wurden samtlich bei der
Firma MWG Eurofins bestellt und synthetisiert.

Name Sequenz Zielsequenz F/R? Referenz

599 5-GTT TAA GGG tet(M)(M21136)
CCC ACC TAG E Charpentier
GCA AAT ATG CTC et al.[75]
TTA CGT GC-3

600 5-CTATGA CTC tet(M)(M21136)
GAG GCC GCG R Charpentier
GAA ATATTG AAG et al.[75]
GCT AGT CAG-3’

pT181- 5-CAA ACT GGG Sequenzierprimer

tetM_for TAA ACA CTG F Diese Arbeit
CAT-3

tetM- 5-GGT GAT GAC Sequenzierprimer

ampCol_rev GGT GAA AAC CT- R Diese Arbeit
3!

YSIRK_inf_1 5-TAC CGA GCT Konstrukt zur in
CGA ATT CCC trans Expression
CGG GAT TGT von Embp- .
GAT AAA TG-3' FIVAR7603.1107 FJ.Wilde

und -GAF|V13516_
17079

Inf_AscGAF_r 5-TGC ATT TAG Konstrukt in trans

ev AAT AGG CGC Expression von
GCC ATATATTTT Embp-FIVAR7g03- R Diese Arbeit
ACT TTT TAG AAC-  11p79und -
3 GAFIV13516-17079

pCN57 MCS f 5-CCT GAT TCT Sequenzierprimer

or GTG GAT AAC F Diese Arbeit
CGT ATT AC-3

pCNDUF_term

5'-GCA AAG GCG

Sequenzierprimer

R Diese Arbeit
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_rev

CCT GTC AC-3

Tetprom_for

5'-AGG CGG TGG

Anhydrotetrazyklin

TAC CAT CAA GCT -induzierbares
TAT TTT AAT TAT Promoter-Element Diese Arbeit
ACT CTA-3' Pyxyyreto aus
pALC2073 [79]

Tetprom_rev 5'-ACC GCC TCT Anhydrotetrazyklin
GCA GGG TAT -induzierbares
CGATAACTC Promoter-Element Diese Arbeit
GACATCTTGGTT nyl/TetO aus
AC-3' pALC2073 [79]

YSIRK_CN_re 5-AAC ACA AGT Sequenzierprimer

v GTT GCA ATC ACA Diese Arbeit
G-3

617 5-CTATGACTC cat194
GAG GCC GCG (NC002013) Charpentier
GCCTTCTTC AAC et al.[75]
TAA CGG GG-3'

618 5-GTT TAA GGG cat194
CCC ACCTAG (NC002013) Charpentier
GTATTATCA AGA et al.[75]
TAA GAA AG-3'

aF, forward; R, reverse
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2.2 Methoden
2.21 Allgemeine mikrobiologische Arbeitstechniken
Anzucht von Bakterien

Sofern nicht anders beschrieben wurden alle Escherichia coli-Stamme in Luria
Bertani (LB)-Medium bzw. auf LB-Agar kultiviert. Sollen Plasmide in diesen
Bakterien propagiert werden, wird Ampicillin — sofern nicht anders beschrieben
- in einer Konzentration von 100 ug/mL dem Medium zugesetzt. Plattenkulturen
wurden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert, Flussigkulturen zusatzlich bei 200
rpm geschdattelt.

Zur Durchfuhrung von phanotypischen Untersuchungen bei Staphylokokken
wurden diese in Trypticase Soy Broth (TSB) angezichtet. Fur genetische
Analysen wurden die Staphylokokken in Brain Heart Infusion (BHI) kultiviert.
Sofern keine anderen Bedingungen angegeben werden, sind Plattenkulturen im
Brutschrank bei 37 °C, Flussigkulturen zusatzlich bei 200 rpm geschuttelt

worden.

Biofilm-Assay

Vorkulturen werden in TSB-Flussignahrmedium angelegt. Bei Bedarf werden
entsprechende Selektionsmarker der Kultur hinzugeflgt. Diese werden Uber
Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Am nachsten Tag werden aus jeder
Vorkultur 20 uL Suspension in 2 mL frischem Medium verdunnt. Bei
Verwendung von Stammen, die Plasmide mit induzierbarer Proteinexpression
enthalten, wird eine Endkonzentration von 100 ng/mL Anhydrotetrazyklin
eingestellt. Danach werden aus jeder Verdinnung 4x100 uL Suspension in
einer 96-well NUNCLON A-Mikrotiterplatte aufgetragen und im Brutschrank fur
weitere 16 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Platten werden dekantiert und
dreimal auf Zellstoff ausgeschlagen. Anschlieend wird die Oberflache dreimal
mit 200 uL PBS gespult. Die Platten werden mit 100 uL GentianaViolett pro
Well beflllt und fur funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieend
erneut dekantiert und kurz mit Leitungswasser gespult. Zum Schluss werden
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die Platten getrocknet. Quantifizierung der Biofilmbildung durch Messung der
Absorption (Avessung=570 NM; ARreferen=405 Nm) mit dem InfiniteM200.

2.2.2 Proteinchemische Arbeitstechniken
Natriumdodecylsulfat — Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Herstellung von SDS-Gelen werden Trenn- und Sammelgel gegossen. Die
entsprechende Zusammensetzung ist der Tabelle 12 zu entnehmen. Zuerst
wird das Trenngel angefertigt. Nach dem Einflllen in die Kammer wird das Gel
mit Isopropanol Uberschichtet. Nach ca. 20 min ist das Trenngel ausgehartet
und wird dann nach dem Abgiel3en des Isopropanols mit dem Sammelgel
uberschichtet. Zuletzt wird noch ein Kamm eingesetzt. Nach weiteren 20 min ist
das Gel fertig und kann direkt benutzt oder bis zur weiteren Verwendung bei 4
°C feucht verpackt im Kuhlschrank gelagert werden.

Beladen werden SDS-Gele mit 20 uL Probe in einfach LDS-Puffer. 3,5 uL des
GroRenstandards werden in der ersten Tasche aufgetragen. AnschlieRend
laufen die Gele bei einer Spannung von 150 Volt fur 60 bis 120 min.

Sofern die SDS-Gele nicht fur etwaige Folgeversuche (z.B Western Blot)
bendtigt werden, werden diese zehn Minuten in einem Coomasie-Bad gefarbt
und danach mit Destain-Losung bis zum gewunschten Grad entfarbt. Fertige
Gele werden eingescannt und anschliefend getrocknet.

Tab. 12: Tabellarische Ubersicht der Zusammensetzung in dieser Arbeit verwendeter
verschiedener SDS-Gel-Starken

Losung Volumen (in mL)

8 % 10 % 15 % 4%

Trenngel Trenngel Trenngel Sammelgel

Sammelgelpuffer 2,5
Trenngelpuffer 2,5 25 2,5
Aqua ad ini. 4,7 4.1 2,4 6,1
Polyacrylamid 2,7 3,3 5 1,3
10 % SDS-Lésung 0,1 0,1 0,1 0,1
APS 0,05 0,05 0,05 0,05
TEMED 0,005 0,005 0,005 0,005
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Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine

Fur die in dieser Arbeit verwendeten rekombinant in E. coli exprimierten
Fibronektin-Subdomanen soll die von Leahy et al. [37] vorgeschlagene
Nomenklatur Verwendung finden. Beispielsweise werden die Repeats 12-14
der Fn Typ Ill-Subdoméane hier im Folgenden mit FN12-14 bezeichnet. Die
Expression und Aufreinigung von Fibronektinfragmenten erfolgt — sofern nicht
abweichend gekennzeichnet - wie in der Publikation von Ohashi und Erickson
[81] beschrieben.

Rekombinante Expression

Es wird eine Vorkultur des jeweiligen Expressionsstammes in LB-
Flassignahrmedium mit geeignetem Selektionsmarker angelegt. Diese Vorkultur
inkubiert Uber Nacht bei 37 °C und 200 rpm im Inkubator. Unter
photometrischer Kontrolle wird die Hauptkultur aus der Vorkultur beimpft und
auf eine optische Dichte — gemessen bei 600 nm — von ca. 0,05 eingestellt. Bei
37 °C und 200 rpm wachst diese Kultur dann innerhalb von etwa zwei Stunden
bis zu einer optischen Dichte von 0,5. Hier erfolgt die Induktion durch Zugabe
eines geeigneten Induktors. Bei dem Expressionsstamm E.coli BL21 Al wird
durch Zugabe von Arabinose bis zu einer Endkonzentration von 0,02 % (w/v)
induziert; der Stamm E.coli BL21 star wird durch Zugabe von Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) (Endkonzentration 1 mM) induziert. Nach 3,5
Stunden Wachstum unter induktiven Bedingungen werden die Bakterien durch
Zentrifugation pelletiert. Der Uberstand wird verworfen. Ggf. werden die Pellets

bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C im Gefrierschrank gelagert.

Aufreinigung rekombinant exprimierter Proteine aus E.coli

Die Aufreinigung rekombinant exprimierter Proteine aus E. coli erfolgt nach
Ultraschalllyse der Bakterien mittels chromatographische Verfahren. In der
Regel kommt eine sequenzielle Abfolge verschiedener Verfahren zum Einsatz.
Stets beginnt die Aufreinigung mit einer Nickel-Affinitatschromatographie. Diese
wird von einer lonenaustauschchromatographie gefolgt und ggf. durch eine
Gelfiltration abgeschlossen. In dieser Arbeit wird das System AKTApurifier™ 10

der Firma GE Healthcare verwendet.
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Zelllyse

Bakterienpellets werden in einem adaquarten Volumen NiNTA-Bindepuffer
suspendiert. Dabei werden in der Regel 25 mL Bindepuffer pro Pellet von 1 L
Expressionskultur eingesetzt. AnschlieBend wird die Bakteriensuspension
gleichmalig auf 15 mL Greiner Tubes verteilt. Die Zelllyse erfolgt mithilfe von
Ultraschall. Dieser wird Uber einen Zeitraum von 1:40 min mit Intervallen von 10
Sekunden Pulsdauer, gefolgt von zehn Sekunden Pause appliziert. Dabei
werden die Proben durch permanente Lagerung auf Eis gekuhlt. Anschliel3end
werden Zelltrammer mittels zweimaliger Zentrifugation bei 20.000 xg fur jeweils
20 min entfernt. Der Uberstand wird zum Schluss steril filtriert (0,22 um

Porengrolie).

IMAC (immobilized metal affinity chromatography)-Methode unter Verwendung
von NiNTA (Nickel**-Nitrilotriessigsaure)

Die Aufreinigung rekombinant in E. coli exprimierter Proteine aus dem Lysat
erfolgt gemall dem im Labor etablieten  Protokoll fur die
Nickelaffinitatschromatographie [43, 48, 59, 82]. Das Resultat wird durch die
Anfertigung eines SDS-PAGE Uberpruft.

lonenaustauschchromatographische Verfahren

In dieser Arbeit kommt sowohl der Anionen- wie auch der Kationenaustausch
zur Anwendung. Die eingesetzten Saulen enthalten SP Sepharose™ High
Performance (Kationen-) und Q Sepharose™ High Performance
(Anionenaustausch). Diese beiden Grundsubstanzen fungieren jeweils als

starke lonenaustauscher.

Kationenaustauschchromatographie

Nachdem die Proteinlosung in Kationenaustausch-Bindepuffer umgepuffert
wurde, erfolgt die Aufreinigung des Proteins mithilfe eines bereits im Labor
etablierten Protokolls. Das Resultat wird durch die Anfertigung eines SDS-
PAGE Uberpruft.
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Anionenaustauschchromatographie

Nachdem die Proteinlosung in Anionenaustausch-Bindepuffer umgepuffert
wurde, erfolgt die Aufreinigung des Proteins mithilfe eines bereits im Labor
etablierten Protokolls. Das Resultat wird durch die Anfertigung eines SDS-
PAGE Uberpruft.

Umpufferung von Proteinldsungen

Vor der Umpufferung von Proteinlosungen werden Fraktionen mittels SDS-
PAGE identifiziert, in denen qualitativ und quantitativ ausreichendes Protein
vorliegt, zusammengefuhrt. Diese Proteinlosung wird dann mittels eines
AMICON Ultra Filtertubes entsprechend der vom Hersteller angegebenen
Spezifikationen zuerst aufkonzentriert und anschlieRend durch sukzessiven
Ersatz des Puffers umgepuffert. Dabei wird der urspriangliche Puffer nahezu
komplett ersetzt.

2.2.3 Genetische Methoden
Plasmidpraparation

Plasmidpraparationen werden mit dem QIAGEN® Plasmid Mini Kit aus Uber-
Nacht-Schuttelkulturen durchgefuhrt. Dazu wird die Bakteriensuspension in 2
mL-Eppendorf Tubes Uberfuhrt. Diese werden dann zwei Minuten bei 14.000
rom und 4 °C zentrifugiert und danach der Uberstand verworfen. Das Pellet
wird in 250 uL P1-Puffer suspendiert. Bei der Praparation von Plasmiden aus
Staphylokokken werden nach diesem Schritt 5 uL Lysostaphin zugegeben und
diese Suspension bei 37 °C 60 min im Heizblock inkubiert. Nun werden 250 uL
Lysis-Puffer (P2) zugegeben und die Tubes mehrfach Uber Kopf geschwenkt.
Jetzt erfolgt die Zugabe von 350 ulL P3-Puffer. Nach erneutem mehrfachen
uber Kopf schwenken werden die Tubes in der Tischzentrifuge fur zehn
Minuten bei oben genannten Bedingungen zentrifugiert. AnschlieRend wird der
Uberstand auf eine Saule Uberfiihrt. Nach erneuter Zentrifugation bei 14.000
rom und 4 °C fur eine Minute wird der Durchfluss verworfen und 500 ulL PB-

Puffer auf die Membran pipettiert. Die Desoxyribonukleinsaure (DNA) auf der
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Membran wird durch Zentrifugation und Zugabe von 750 ulL PE-Puffer
gewaschen. Der Durchfluss wird stets verworfen. Vor der Elution wird die Saule
in ein steriles Eppendorf Tube Uberfuhrt. Nach Zugabe von 50 uL Aqua ad ini.
wird die Membran drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, danach die DNA
durch Zentrifugation fur drei Minuten bei 14.000 rpm und 4 °C eluiert. Das
Resultat wird durch Agarosegelelektrophorese Uberpruft. Die Lagerung der
Plasmide erfolgt bei -20 °C im Gefrierschrank.

Agarosegelelektrophorese

Fir diese Arbeit werden Agarosegele mit 1 %, 2 % oder 3 % Agarose (w/v)
benutzt. Zur Herstellung dieser Gele wird die entsprechende Menge Agarose
eingewogen und in 100 mL TBE-Puffer kurze Zeit quellen gelassen. Danach
wird die Agarose bis zur vollstandigen Auflosung gekocht. Nach dem Abkuhlen
auf ca. 40 °C werden 5 uL RedSafe hinzugegeben und die flussige Agarose in
eine entsprechende Kammer gegossen. Nach dem Einsetzen der Kamme
hartet das Gel aus. Nun konnen die Kdmme gezogen und das Gel mit TBE-
Puffer Uberschichtet sowie mit DNA beladen werden. Sofern keine anderen
Angaben gemacht werden, sind stets 5 uL DNA mit 2 uL Ladepuffer vermischt
und gemeinsam in einer Tasche aufgetragen worden. Regelhaft werden 5 uL
Grollenstandard aufgetragen. Das so beladene Gel lauft dann bei einer
Spannung von 120 Volt fur mindestens 45 min. Das entstandene
Bandenmuster wird durch UV-Licht sichtbar gemacht und mithilfe der BioRad-
Apparatur dokumentiert.

Restriktionsverdau

Aufgrund unterschiedlicher Mengen an Plasmid, die aus Staphylokokken bzw.
E.coli isoliert werden, unterscheidet sich das Volumen der eingesetzten
Plasmidpraparation. Es werden 2 uL eines geeigneten 10 fach-Puffers
vorgelegt, dann werden 10 uL (E.coli) bzw. 6 uL (Staphylokokken) Aqua ad ini.
hinzugegeben. Nach Zugabe von 6 uL (E.coli) bzw. 10 uL (Staphylokokken)

Plasmid-DNA werden jeweils 1 uL der bendtigten Restriktionsendonukleasen
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(RE) in den Ansatz pipettiert. Dieser wird nun gevortext und anschliel3end fur
drei Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Das Ergebnis wird mittels
Agarosegelelektrophorese uberpruft.

5’-Dephosphorylierung

Bei der Herstellung von Vektor-Fragmenten fur die Ligation wird eine 5'-
Dephosphorylierung durchgefuhrt. Nach Ablauf der Inkubationszeit des
Restriktionsverdaus werden die RE durch 15-minutige Inkubation bei 65 °C
hitzeinaktiviert. Danach werden dem Restriktionsverdau 1 uL Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP), 3 uL 10fach Phosphatase-Puffer und 6 uL Aqua ad ini.
zugesetzt. Dieser Ansatz inkubiert weitere zehn Minuten bei 37 °C bevor auch
die SAP 15 min bei 65 °C hitzeinaktiviert wird.

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Standard-PCR-Ansatz

Die zu untersuchende DNA wird im 50 uL-Ansatz der PCR zugefuhrt. Dazu wird
diese 1:25 in Aqua ad ini verdunnt. Pro Ansatz werden 2 uL DNA-Verdunnung,
je 1,5 uL forward- und reverse-Primer mit 1 uL 10 fach-Desoxyribo-
nukleotidtriphosphat-Mix, 10 uL 5-fach-HF-Puffer, 0,5 ulL Phusion-DNA-
Polymerase sowie 33,5 uL Aqua ad ini pipettiert. Diese Arbeit erfolgt stets auf

Eis. Anschlie3end wird jeder Ansatz kurz gevortext und zentrifugiert.

Gradienten-PCR

Bei der Gradienten-PCR werden sechs Tubes mit dem Standardansatz
pipettiert und jede zweite Position im Thermocycler besetzt. Anschlieend wird
ein Programm mit folgenden Vorgaben verwendet: Initiales Denaturieren uber
zwei Minuten bei 98 °C. AnschlieRend werden 30 Zyklen wie folgt durchgefuhrt.
Jeder Zyklus beginnt mit der Denaturierung bei 98 °C fur 15 Sekunden. Das
Annealing wird dann 15 Sekunden in einem Gradienten von 585 °C + 10 °C
durchgefuhrt. Die Elongationszeit wird anhand der vom Hersteller angegebenen
Geschwindigkeit von 1000 Bapsenpaare pro Minute und der Grolke des zu
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amplifizierenden DNA-Abschnittes ermittelt. Die Elongationstemperatur liegt bei
72 °C. Nach 30 Zyklen wird noch einmal eine finale Elongation Uber funf
Minuten bei 72 °C durchgefuhrt. Das Ergebnis wird mittels Agarosegel-
elektrophorese ermittelt.

Standard-PCR

In der Regel wird die PCR mit einem Standardprogramm betrieben. Dieses
benutzt die folgenden Vorgaben: Initiale Denaturieren uber zwei Minuten bei 98
°C. AnschlieBend werden 30 Zyklen wie folgt durchgefuhrt. Jeder Zyklus
beginnt mit der Denaturierung bei 98 °C fur 15 Sekunden. Das Annealing wird
dann 15 Sekunden bei der in der Gradienten-PCR ermittelten Annealing-
Temperatur durchgefuhrt. Die Elongationszeit wird anhand der vom Hersteller
angegebenen Geschwindigkeit von 1000 Basenpaaren pro Minute und der
GroRe des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes ermittelt. Die Elongation
erfolgt bei 72 °C. Am Ende wird noch einmal eine finale Elongation uber funf
Minuten bei 72 °C durchgefuhrt. Die Produkte werden dann mittels
Agarosegelelektrophorese analysiert. Bei Bedarf werden die Tubes bis zur
weiteren Verwendung bei -20 °C eingefroren.

DNA-Aufreinigung

Fur die Ligation von DNA-Fragmenten oder die Sequenzierung von DNA-
Abschnitten ist es notwendig diese DNA vorher aufzureinigen. Hier wird
standardmafig das PCR puirification kit (Machery&Nagel) verwendet.

Nach der Auftrennung der aufzureinigenden DNA  mithilfe der
Agarosegelelektrophorese sollen die gesuchten DNA-Fragmente aus dem
Agarosegel ausgeschnitten werden. Um eine UV-Exposition der DNA-
Fragmente zu verhindern, wird das Agarosegel geteilt. In einem kleineren
Streifen des Agarosegels, auf dem lediglich der DNA-GroRenstandard (F-303
SD) und ein Teil der DNA vorliegt, wird die Position der gesuchten Fragmente
markiert. Im Anschluss werden die Agarosegelteile wieder zusammengefuhrt
und ohne UV-Licht die DNA-Fragmente an der markierten Position ,blind®
ausgeschnitten. Die ausgeschnittenen Agaroseblocke werden in 2 mL
Eppendorf Tubes uberfuhrt und gewogen. Anschlielend erfolgt die Zugabe von
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Bindepuffer (NT) im Verhaltnis 1:3 bis 1:5 (w/v). Die Agaroseblocke werden nun
im Heizblock bei 50 °C bis zur vollstandigen Auflosung der Agarose unter
gelegentlichem Vortexen inkubiert. Die nun geloste DNA wird in eine Saule
pipettiert und durch Zentrifugation bei 11.000 xg und Raumtemperatur fur
jeweils eine Minute an die Membran adsorbiert. Der Durchfluss wird verworfen.
AnschlieBend wird die DNA auf der Membran durch Zugabe von 700 uL
Waschpuffer gewaschen. Die Elution erfolgt durch Zugabe von 50 uL Aqua ad
ini., welches auf 70 °C vorgewarmt wird. Das Resultat wird zum einen durch
erneute Agarosegelelektrophorese zum anderen durch Konzentrations-
bestimmung der DNA-Fragmente im NanoDrop kontrolliert.

2.2.5 Klonierung
Konventionelle Ligation

Bei der Ligation wird der  Zielvektor mit entsprechenden
Restriktionsendonukleasen geoffnet. Das 5-Ende des Vektorfragments wird
dephosphoriliert und anschliefiend mittels DNA-Aufreinigung isoliert. Parallel
wird das Insert mittels PCR amplifiziert, anschlieBend mit den selben
Restriktionsendonuklease wie der Vektor verdaut und wie oben angegeben
aufgereinigt.

Entsprechend den Empfehlungen des Herstellers werden 150 ng Vektor-DNA
eingesetzt. Die Ligation der DNA-Fragmente erfolgt gemall Herstellerangaben
mit der T4 DNA-Ligase im molaren Verhaltnis von 1:2 (Vektor zu Insert). Dabei
wird folgender Reaktionsansatz pipettiert - bestehend aus 1 uL zehnfach-T4-
Ligase-Puffer und 1 uL T4 DNA-Ligase. Nach Zugabe der entsprechenden
DNA-Mengen wird der Ansatz auf 10 uL Gesamtvolumen mit Aqua ad ini.

aufgefullt. Dieser Ansatz inkubiert Uber Nacht bei 16 °C im Thermocycler.

In-Fusion® Klonierung

FUir die Klonierung mit dem In-Fusion®-Kit wird der Zielvektor mit

entsprechenden Restriktionsendonukleasen geodffnet. Das 5-Ende des
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Vektorfragments wird dephosphoryliert und anschlielend mittels DNA-
Aufreinigung isoliert.

Parallel wird das Insert mittels PCR amplifiziert. Ein Verdau des Inserts ist bei
diesem Klonierungsverfahren nicht notwendig, da es auf homologer
Rekombination basiert. Die homologen Bereiche am Insert werden durch die
Primer bereitgestellt. Auch dieses Fragment wie o.a. aufgereinigt.

Entsprechend den Empfehlungen des Herstellers werden ca. 150 ng Vektor-
DNA eingesetzt. Die Edukte der In-Fusion-Reaktion werden ebenfalls im
molaren Verhaltnis von 1:2 (Vektor zu Insert) in das Reaktionsgefal® pipettiert.
Durch Zugabe von TE-Puffer wird das Reaktionsvolumen auf 10 uL aufgefullt.
Dieser Ansatz inkubiert zuerst im Thermocycler - zuerst fur 30 min bei 37 °C,
dann weitere 30 min bei 50 °C. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden aus
diesem Reaktionsansatz direkt 2 uL transformiert. Durch Zugabe von 32 uL TE-
Puffer wird der Rest der Reaktion verduinnt und weitere 2 uL transformiert. FUr
diese Transformation werden die empfohlenen Stellar™ Zellen eingesetzt und

diese gemal den Angaben des Herstellers transformiert.

2.2.6 Herstellung und Transformation von kompetenten Zellen
Herstellung von kompetenten Zellen

Bei der Verwendung von chemisch-kompetenten E.coli werden kommerzielle
Produkte verwand (siehe auch Liste).

Die Herstellung elektrokompetenter S. aureus RN4220- und S. epidermidis
M12-Aliquots erfolgt gem. dem Protokoll von Schenk et al. [70].
Elektro-kompetente S. carnosus wurden nach dem Protokoll von Lofblom et al.
[83] hergestellt.

Transformation von kompetenten Zellen
Chemische Transformation von E.coli

Die Transformation chemisch-kompetenter E.coli-Stamme erfolgt gem. den

Angaben der Hersteller. Die Transformationsansatze werden — wenn nicht
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anders beschrieben — nach einer Stunde Inkubation bei 37 °C und 200 rpm auf

LB-Agar mit Ampicillin ausplattiert.
Elektroporation der elektro-kompetenten Staphylokokken

Die Elektroporation von S. aureus und S. epidermidis erfolgt gem. den
Vorgaben aus dem Protokoll von Schenk und Laddaga [70].

Die Elektroporation von S. carnosus wird entsprechend dem Protokoll von
Lofblom et al. [83] vorgenommen.

Die Transformationsansatze werden — wenn nicht anders beschrieben — nach
einer Stunde Inkubation bei 37 °C und 200 rpm auf BHI-Agar mit
entsprechendem Selektionsmarker ausplattiert.

Genetische Modifikation von Zielstammen mittels Phagentransduktion mit
dem S. epidermidis-Phagen A6C

Phagengewinnung

Eine Kolonie des Ausgangsstammes mit dem zu transduzierenden genetischen
Element wird in 3 mL NB2+Medium flr ca. vier Stunden bei 37 °C und 200 rmp.
im  Schuttelinkubator bebrutet. AnschlieBend wird diese Kultur unter
photometrischer Kontrolle auf eine optische Dichte von ca. 0,1 — gemessen bei
600 nm - eingestellt. Es werden 0,5 mL einer logarithmischen
Verdiinnungsreihe von 10 bis 10° des Phagenlysates in NB2+Medium
vorgelegt. Diese Verdinnung wird im Verhaltnis 1:1 mit der
Bakteriensuspension gemischt und mit 3 mL ST-Softagar Uberschichtet. Diese
Suspension wird nun auf ST-Agar-Platten ausplattiert und nach dem Ausharten
des Softagar fur 24 Stunden im Inkubator bebrutet.

Am folgenden Tag werden auf jede Agarplatte 5 mL NB2+Medium gegeben.
AnschlieRend wird der Softagar vorsichtig abgenommen und mit dem Medium
in einen 50 mL Greiner-Tube Uberfuhrt. Nach zehnsekindigem Ultraschallpuls
(70 % Amplitude) wird die Suspension bei 4 °C und 5.000 rpm fur 45 min
zentrifugiert. Der Uberstand wird danach steril filtriert. Das so gewonnene
Phagenlysat lagert bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C im Kuhlschrank.
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Phagentitration

Eine Kolonie Staphylococcus epidermidis 1585 wird in 3 mL NB2+Medium fur
ca. vier Stunden bei 37 °C und 200 rmp. im Schuttelinkubator bebrutet.
AnschlieRend wir diese Kultur unter photometrischer Kontrolle auf eine optische
Dichte von 0,1 — gemessen bei 600 nm — eingestellt. Es werden 0,5 mL einer
logarithmischen Verdiinnungsreihe von 10° bis 10° des Phagenlysates in
NB2+Medium vorgelegt. Diese Verdunnung wird im Verhaltnis 1:1 mit der
Bakteriensuspension gemischt und mit 3 mL ST-Softagar Uberschichtet. Diese
Suspension wird nun auf ST-Agar-Platten ausplattiert und nach dem Ausharten
des Softager fur 24 Stunden im Inkubator bebrutet. Nach 24 Stunden werden
die entstandenen Plaques ausgezahlt und so die Aktivitat des Phagenlysates
bestimmt. Gegebenenfalls wird die Phagengewinnung nochmals wiederholt, um
eine hohere Aktivitat des Phagen zu erzielen.

Phagentransduktion

In 5 mL NB2+Medium wird eine Suspension des Zielstammes mit einer
optischen Dichte von etwa elf - gemessen bei 600 nm - eingestellt. 1 mL dieser
Suspension wird im Verhaltnis 1:1 mit einem Phagenlysat (Aktivitat bis
mindestens 10° PBE/mL) gemischt und fir 30 min bei 37 °C und 200 rpm im
Inkubator bebrutet. Die Adsorption des Phagen ¢A6C wird durch Zugabe von
40 uL einer 1 M Natriumcitrat-Losung gestoppt. Die Bakterien werden jetzt
durch Zentrifugation bei 5.000 rpm und 4 °C und anschlielender Resuspension
in BHI+Medium zweimal gewaschen. Das so entstandene Pellet wird nun in 3
mL BHI-Medium unter Zusatz eines entsprechenden Selektionsmarkers
aufgenommen und fur 60 min bei 37 °C und 200 rpm im Inkubator bebrutet.
Zuletzt erfolgt die Zugabe von 3 mL BHI-Softagar und das Ausplattieren auf
entsprechenden Selektivnahrboden. Diese werden nach dem Ausharten des
Softagars fur bis zu 48 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
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2.2.7 Analyse der Transformanden
Empfindlichkeitstestung mithilfe des Agardiffusionstestes

Die Empfindlichkeit der Transformanden von S. aureus, S. epidermidis und S.
carnosus gegenuber Chloramphenicol (30 ug), Erythromycin (15 ug),
Clindamycin (2 ug), Tetracyclin (30 ug) und Gentamicin (10 ug) werden mittels
Agardiffusionsverfahren gepruft. Die Testung erfolgt entsprechend der
DIN58940. Die Einteilung in ,sensibel® bzw. ,resistent” folgt der 1SO20776-1.
Als Grenzwerte kommen die aktuellen Empfehlungen der European Commitee
on Antimicrobial Susceptability Testing (EUCAST) zur Anwendung.

Genetische Analyse der Transformanden

Zur Analyse der Transformanden wird in der Regel eine Plasmidpraparation
durchgefuhrt. Die isolierten Plasmide werden mittels Agarosegelelektrophorese
dargestellt. Anschliel3end wird mittels Restriktionsverdau und PCR der korrekte
Einbau des Inserts (iberpriift. Am Ende werden die Ubergénge von Vektor und
Insert mittels Sanger-Sequenzierung verifiziert.

2.2.8 Immunologische Nachweisverfahren
Dot Blot
Ermittlung der optimalen Induktorkonzentration

Um die optimale Induktorkonzentration zu ermitteln, werden 2 mL Vorkulturen
von den zu testenden Transduktanten und den korrespondierenden Wildtyp-
Stammen in TSB-Flussignahrmedium in autoklavierten 10 mL Reagenzglasern
angelegt. Bei Plasmid-tragenden Stammen wird ein passender Selektions-
marker der Kultur zugesetzt. Ein Reagenzglas nur mit Medium wird als
Kontrolle mitgefuhrt. Die Vorkulturen werden bei 37 °C und 200 rpm fur 16
Stunden im Schattler inkubiert.

Bei negativer Medium-Sterilkontrolle werden mehrere 20 mL Hauptkulturen in
TSB-Flussignahrmedium in autoklavierten 250 mL Erlenmeyer-Kolben
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entsprechend den Vorkulturen angelegt. Dabei wird unter photometrischer
Kontrolle in allen Hauptkulturen eine Start-ODego von ca. 0,05 eingestellt. Bei
Verwendung von Stammen, die induzierbare genetische Elemente enthalten,
wird eine Verdunnungsreihe des Induktors (hier: Anhydrotetrazyklin) eingestellt.
Anschlieend werden die Ansatze im Schuttler bei 37 °C und 200 rpm fur sechs
Stunden inkubiert. SchlieBlich werden alle Proben abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet in PBS suspendiert. Unter photometrischer
Kontrolle werden alle Proben auf identische Zellzahlen eingestellt. Aus diesen
Suspensionen werden nun 18 uL entnommen und mit 6 uL 4fach LDS-Puffer in
einem 1,5 mL Eppendorf Tube vermischt. Diese Proben werden fur zehn
Minuten bei 70 °C im Heizblock aufgekocht. In dieser Zeit wird eine PVDS-
Membran vorbereitet. Dazu wird ein Filterpapier auf einem Raster mit PBS
befeuchtet. Die PVDS-Membran wird durch kurzes Schwenken in Methanol
aktiviert. Kurz in PBS abgespult und dann auf das Filterpapier aufgelegt. Nach
funfminitiger Zentrifugation bei 14.000 rpm kénnen 10 uL des Uberstandes auf
die aktivierte PVDS-Membran aufgetragen werden. Nachdem die Proben in die
Membran eingezogen sind, wird diese mit Protein-free Dblocking buffer
uberschichtet und Uber Nacht bei 4 °C auf einem Schwenktisch im Kuhlraum
blockiert.

Am nachsten Tag wird die Membran fur funf Minuten in PBS/T gewaschen. Die
Entwicklung der Membran erfolgt durch Inkubation mit einem spezifischen
Erstantikorper (1:10.000 in PBS) fur 60 min bei Raumtemperatur auf einem
Schwenktisch. Nach funfmal funf Minuten Waschen in PBS/T wird der
Zweitantikorper ebenfalls 1:10.000 in PBS verdunnt auf die Membran gegeben.
Dort verbleibt die Losung fur 45 min bevor dann erneut funfmal fanf Minuten in
PBS/T gewaschen wird. Zuletzt wird die Membran mit Entwicklersubstrat
Uberschichtet und in Folie eingeschlagen. Es werden dann mehrere Filme in
unterschiedlich langen Intervallen belichtet.

Evaluation der Kreuzreaktivitat von Primarantikorpern

Um die Eignung eines Antikorpers zur Detektion eines bestimmten Proteins zu
uberprufen, wird ebenfalls das Dot Blot-Verfahren angewandt. Entsprechend

der Fragestellung werden jeweils 10 uL Probevolumen aus einer geometrischen
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Verdinnungsreihe eines Bakterienextraktes oder eines rekombinant
exprimierten Proteins auf einer PVDS-Membran aufgetragen. Nachdem die
Proben in die Membran eingezogen sind, wird diese mit Protein-free Blocking
Buffer dberschichtet und uber Nacht bei 4 °C im Kuhlraum auf dem
Schwenktisch blockiert. Die Entwicklung der Membran erfolgt dann wie unter

dem Punkt ,Ermittlung der optimalen Induktorkonzentration® beschrieben.

Western Blot

Zur Vorbereitung des Blottens werden Schwamme in Transferpuffer getrankt.
AnschlieBend wird eine PVDS-Membran in Methanol aktiviert und in
Transferpuffer abgespult. Nachdem das SDS-PAGE gelaufen ist, wird das Gel
auf ein in Transferpuffer getranktes Filterpapier uberfuhrt. Nun wird
luftblasenfrei die Membran aufgelegt und erneut mit einem getrankten
Filterpapier abgeschlossen. Dieses ,Sandwich® wird nun zwischen den
Schwammen in die Blotkammer gelegt.

Geblottet wird fur 60 min bei 25 Volt. Nach dem Blotten wird die Membran Uber
Nacht bei 4 °C im Kuhlraum auf dem Schwenktisch blockiert. Die Entwicklung
der Membran erfolgt dann wie unter dem Punkt ,Ermittlung der optimalen
Induktorkonzentration® beschrieben.

Immunfluoreszenztest

Der Immunfluoreszenztest wird auch zur phanotypischen Kontrolle von
Transformanden eingesetzt. Dazu werden 2 mL Vorkulturen in TSB-
Flussignahrmedium in autoklavierten 10 mL Reagenzglasern angelegt. Bei
Plasmid-tragenden Stammen wird ein passender Selektionsmarker der Kultur
zugesetzt. Ein Reagenzglas nur mit Medium wird als Kontrolle mitgefuhrt. Die
Vorkulturen werden bei 37 °C und 200 rpm fur 16 Stunden im Schuttler
inkubiert.

Bei negativer Sterilkontrolle werden 20mL Hauptkulturen in  TSB-
Flussignahrmedium in autoklavierten 250 mL-Erlenmeyer-Kolben entsprechend
den Vorkulturen angelegt. Dabei wird unter photometrischer Kontrolle eine

ODeoo von ca. 0,05 eingestellt. Bei Verwendung von Stammen, die Plasmide mit
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induzierbarer Proteinexpression enthalten, wird eine Endkonzentration von 100
ng/mL Anhydrotetrazyklin eingestellt. Auch hier wird wieder eine Kontrolle
mitgefuhrt. AnschlieBend werden die Ansatze im Schuttler bei 37 °C und 200
rpm fur 6 Stunden inkubiert.

Nach der Inkubation werden die Kulturen in 50 mL GREINER Tubes Uberfuhrt
und bei 3.500 rpm und 4 °C fur 15 min abzentrifugiert. Das Medium wird
dekantiert. Jetzt wird das Pellet in 20 mL PBS gewaschen und schlielich in 1
mL PBS aufgenommen. Mithilfe eines Photometers wird die
Bakteriensuspension durch Verdinnung mit PBS auf eine ODggo von ca. 0,3
eingestellt. 20 ulL dieser Suspension werden jeweils zweifach auf einen
gefensterten Objekttrager aufgebracht. Nach dem Eintrocknen werden die
Bakterien mit 20 uL Protein-free blocking buffer Uberschichtet und eine Stunde
bei 4 °C im Kuhlschrank blockiert. Nach zweiminutigem Spulen der Objekttrager
in PBS/T werden die Bakterien nun mit 20 uL Erstantikdrper-Losung (AK 1:200
in PBS) bedeckt. Die Objekttrager inkubieren nun fur 45 min bei 37 °C im
Brutschrank in einer ,feuchten Kammer®. Da von nun an Fluoreszenz-markierte
Antikorper, die potentiell lichtempfindlich reagieren, verwendet werden, werden
die weiteren Schritte soweit moglich in einem abgedunkelten Raum
durchgefuhrt. Vor der Inkubation mit dem Zweitantikorper (AK 1:500 in PBS)
werden wie Objekttrager erneut dreimal zwei Minuten in PBS/T gewaschen. Der
Zweitantikorper verbleibt fur 30 min bei 37 °C in der ,feuchten Kammer® im
Brutschrank. Zuletzt werden die Objekttrager zweimal zwei Minuten in PBS/T
und einmal zwei Minuten in Aqua ad ini. gewaschen. Nach kurzem Trocknen
werden die Objekttrager mit wenigen Mikrolitern Moviol eingedeckelt. Die
Objekttrager werden abgedunkelt bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert.

2.2.9 ELISA Bindungsversuche

Vorkulturen werden in 2 mL TSB-Flussignahrmedium in autoklavierten
Reagenzglasern angelegt. Bei Plasmid-tragenden Stammen werden 2 ulL eines
entsprechenden Selektionsmarkers hinzupipettiert. Ein Reagenzglas ohne
Antibiotikum und ohne Bakterien wird als Sterilkontrolle fur das verwendete
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Medium mitgefuhrt. Diese Vorkulturen werden bei 37 °C fur 16 Stunden im
Schuttler bei 200 rpm inkubiert.

Bei negativer Kontrolle werden 20 mL Hauptkulturen in autoklavierten 250 mL
Erlenmeyer-Kolben entsprechend den Vorkulturen angelegt. Dabei wird unter
photometrischer Kontrolle eine ODgypy vom 0,05 eingestellt. Anschliel3end
werden die Ansatze im Schuttler bei 37 °C und 200 rpm fur exakt 8 Stunden
inkubiert.

96-well Mikrotiterplatten werden in Zeile B bis G mit 100 uL Fibronektin-Losung
(10 ug/mL in PBS) pro Well beschichtet. Die Zeilen A und H wurden mit 100 uL
PBS pro Well beflllt. Anschliefend wurden die Platten bei 4 °C fur 24 Stunden
inkubiert, danach viermal mit PBS/T gespult und anschlieBend mit je 150 ul
Protein-free blocking buffer pro Well Uberschichtet. Die Mikrotiterplatten werden
fur 1 Stunde bei 4°C geblockt und erneut zweimal mit PBS/T gewaschen.

Nach achtstindiger Inkubation werden die Hauptkulturen in 50 mL-GREINER-
Tubes uberfuhrt und in einer Zentrifuge bei 3500 rpm, 4 °C fur 15 min
zentrifugiert. AnschlieRend wird das Nahrmedium dekantiert und die Bakterien
in 15 mL PBS gewaschen. Nach wiederholter Zentrifugation werden die Pellets
in 5 mL PBS resuspendiert, die ODgypo photometrisch bestimmt und durch
Verdunnung mit PBS auf 0,4 eingestellt.

Ausgehend von der unverdunnten Bakteriensuspension werden geometrische
Verdunnungsreihen in PBS mit neun Stufen hergestellt. Die Stufen werden um
den Faktor 1:10 verdinnt. Nun werden parallel in den ersten beiden Spalten die
unverdinnten Suspensionen aufgetragen. Danach werden mit den nachsten
acht Verdunnungen die Spalten 3 bis 10 befullt und in den letzten beiden
Spalten jeweils die 1:10-Verdlinnung aufgetragen. Die Platten werden nun bei
Raumtemperatur fur eine Stunde inkubiert.

Im Anschluss an die Inkubation werden die Platten viermal mit PBS/T gespult.
Die Fixierung der Bakterien an der Oberflache erfolgt durch Zugabe von 150 ul
3,7 %-iger Formaldehyd-Fixierlosung pro Well gefolgt von zehn Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur. Nach zweimaligem Waschen mit PBS/T
werden die Mikrotiterplatten mit 150 pl Abstillldsung pro Well befullt und bei 37
°C fur 20 Minuten im Brutschrank inkubiert. Hiernach werden die Platten erneut
zweimal mit PBS/T gewaschen und anschlieBend mit 150 ulL Protein-free

blocking buffer bei 4 °C fur eine Stunde geblockt.
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Bevor die Antikorper aufgetragen werden, werden die Platten zweimal mit
PBS/T gewaschen. Nun wird jedes Well mit 150 ul a-5179-L6sung (1:10.000 in
PBS mit 5 % Protein-free blocking buffer) Uberschichtet und fur 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss viermal mit PBS/T gewaschen.
Danach erfolgt die 45-minutige Inkubation mit dem Zweitantikorper (o-rabbit
lgG-AP-Konjugat, 1:10.000 in PBS mit 5 % Protein-free blocking buffer) —
jeweils 150 uwl pro Well bei Raumtemperatur. Nach Inkubation mit dem
Zweitantikorper werden die Platten viermal mit PBS/T gewaschen. Jedes Well
wird nun mit 150 ul AP-Substratiosung (c = 1 mg/mL in AP-Substratpuffer)
beflllt und die Platten bei 37 °C im Brutschrank gelagert. Das Auslesen der
Platten mittels InfiniteM200 (TECAN) erfolgt nach 30 Minuten (Avessung=492 nm;
AReferenz=405 nm).

2.2.10 Surface Plasmon Resonance

Die Messung wird am Biacore® T100 durchgefuhrt. Dabei wird der Sensor Chip

CM5 verwendet.

Darstellung der Bindung von rEmbp125 an Plasmafibronektin

Auf dem Chip wird in der Flusszelle 1 (Fc-1) die Oberflache zuerst aktiviert, mit
Puffer gespult und anschlielend inaktiviert. Diese Flusszelle dient fur die
Messungen als Kontrolloberflache. In der Flusszelle 2 (Fc-2) werden 350
Response Units (RU) Plasmafibronektin aus einer Losung (100 ug/mL in 10 mM
Acetat-Puffer (pH = 5,0)) immobilisiert. Die Flussgeschwindigkeit betragt 10
uL/min.

Der Analyt rEmbp125 wird in Laufpuffer (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM
EDTA, 0,005 % Surfactant P20, pH = 7,4) umgepuffert und steril filtriert. Nun
werden verschiedene Verdunnungen des Analyten angelegt - diese decken den
Bereich von 180 ug/mL bis 7,5 ug/mL ab.

In der Messmethode werden nun die folgenden Parameter hinterlegt. Die

Flussgeschwindigkeit wird mit 10 ul/min vorgegeben. Nach drei Startup-Zyklen
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wird der Analyt mit 180 Sekunden Kontaktzeit Uber den Chip geleitet. Fur die
Dissoziation werden funf Minuten eingeplant. Die Regeneration der Oberflache
erfolgt durch einen zwolf sekundigen Puls mit 6,5 mM Natronlauge.

Darstellung der Bindung von rEmbp125 an rFN12-14

Auf einem weiteren Sensor Chip wird in der Flusszelle 1 (Fc-1) 2000 Response
Units (RU) der rekombinant exprimierte Fibronektin Typ Ill Subdomane Repeats
4-7 (rFN4-7) immobilisiert. Diese Flusszelle dient fur die Messungen als
Kontrolloberflache. In der Flusszelle 2 (Fc-2) werden ca. 2800 RU rFN12-14
immobilisiert. Die Flussgeschwindigkeit wahrend der Immobilisation betragt 10
uL/min Beide Proteine liegen als Losung in 10 mM Acetat-Puffer (pH = 5,0) und
einer Konzentration von 100 ug/mL vor.

Der Analyt rEmbp125 wird in Laufpuffer (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM
EDTA, 0,005 % Surfactant P20, pH = 7,4) umgepuffert und steril filtriert. Nun
werden verschiedene Verdunnungen des Analyten angelegt - diese deckt den
Bereich von 240 ug/mL bis 1,8725 ug/mL ab.

In der Messmethode werden nun die folgenden Parameter hinterlegt. Die
Flussgeschwindigkeit wird mit 10 ul/min vorgegeben. Nach drei Startup-Zyklen
wird der Analyt fur 180 Sekunden Kontaktzeit Uber den Chip geleitet. Fur die
Dissoziation werden zehn Minuten eingeplant. Die Regeneration der Oberflache
erfolgt durch einen 25 sekindigen Puls mit 3,125 mM Natronlauge.
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3. Ergebnisse

3.1

Herstellung eines Shuttle-Vektors zur in trans Expression definierter
Embp-Sequenzabschnitte in einem Embp-negativen Hintergrund

Ziel der Klonierung war die Herstellung eines Shuttle-Vektors (pHBZ2c), der die
in trans Expression definierter Embp-Abschnitte (Embp-FIVAR7903-11079 und
Embp-GAFIV13s16-17079) in Embp-negativen  Staphylokokken ermdglicht.
Hierdurch sollte es mdglich werden die Bedeutung definierter Regionen von
Embp bei der Adharenz von Staphylokokken an immobilisiertes Fibronektin zu
untersuchen. Als Ausgangskonstrukt wurde der Vektor pCN57 [75] gewanhlt.
Dieser wurde durch Einbringen einer Chloramphenicol Resistenzkassette und

eines Tetrazyklin-induzierbaren Promoters modifiziert.

3.1.1 Austausch der Resistenzkassette im Ausgangsplasmid pCN57

In den Plasmiden, die nach ca. 20 stundiger Inkubation bei 37 °C aus den
gepickten Kolonien isoliert wurden, bestatigte sich durch
Polymerasekettenreaktion und Restriktionsverdau der korrekte Austausch der
Resistenzkassenten (ermC gegen tet(M)). Dabei resultierte bei der
Polymerasekettenreaktion unter Verwendung der Primer 599 und 600 ein etwa
2,6 kbp groRes Amplifikat aus pCN36 (Positivkontrolle) und den Plasmiden
pCNS7_tet(M). Dieses Amplifikat umfasste die Tetracyclin-Resistenzkassette
tet(M) (M21136) flankiert von den Restriktionsschnittstellen fur die Enzyme Apal
und Xhol. Durch Restriktionsverdau mit den oben genannten Enzymen wurde
ebenfalls das etwa 2,6 kbp grofe DNA-Fragment aus den Plasmiden exzidiert
und somit auf unabhangige Weise die korrekte Modifikation des Plasmides
dargestellt. Die Insertion bestatigte sich zusatzlich in der Sanger-
Sequenzierung (unter Verwendung der Primer pT181-tetM_for und tetM-
ampCol_rev). Im Folgenden wird dieses Plasmid als pCN57_tet(M) bezeichnet.
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Abb. 3: Uberpriifung der Ligation von tet(M) in pCN57. (A) Polymerasekettenreaktion mit
Nachweis eines etwa 2,6 kbp grofRen Amplifikats (4); (B) Restriktionsverdau mit Apal und Xhol
erzeugt ebenfalls ein etwa 2,6 kbp groRes DNA-Fragment (7). Als Positivkontrolle (2 und 6)
wurde stets pCN36 [75] mitgefuhrt. F-303 SD wurde bei Agarosegelelektrophoresen als
GréRenstandard mitgefuhrt (1 und 5).

3.1.2 Insertion der Embp-Fragmente YSIRK FIVAR/GAFIV DUF TM in
pPCNS57_tet(M) mittels In-Fusion®-Klonierung

Zur in trans Expression definierter Regionen des Embp-Proteins (Embp-
FIVAR7903-11079 oder GAFIV13516.17079) wurden diese mit dem natirlichen N-
Terminus (inklusive des YSIRK-Exportsignals) und den C-terminalen vier DUF-
Domanen sowie der putativen Transmembranregion im Plasmid pCR™4-TOPO
fusioniert (Wolters, nicht publiziert). In dieser Arbeit wurden diese zur in trans
Expression erstellten Elemente stets als Embp-FIVAR7903-11079
beziehungsweise Embp-GAFIV13s16.17079 gekennzeichnet. Durch Polymerase-
kettenreaktion (Primer YSIRK_ inf_1 und inf AscGAF_rev) liellen sich die
jeweils etwa 6 kpb langen Inserts Embp-FIVAR7903-11079 und Embp-GAFIV3516-
17079 aus den klonierten Plasmiden pCN_FIVAR und pCN_GAFIV amplifizieren.
Die korrekte Insertion wurde zusatzlich mittels Restriktionsverdau durch die
Restriktionsendonukleasen EcoRIl und Ascl validiert. AnschlieBend konnten
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auch in diesen Plasmiden die Ubergénge vom Vektor in das Insert mithilfe der
Sanger-Sequenzierung (unter Verwendung der Primer pCN57_MCS_for und
pCNDUF_term_rev) nachvollzogen werden. Die nun hergestellten Shuttle-
Vektoren trugen im Folgenden die Bezeichnung pCN_FIVAR und pCN_GAFIV.
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Abb. 4: Einfiilhrung der Embp-Fragmente in den Vektor pCN57_tet(M). (A)
Polymerasekettenreaktion Positivkontrollen pCR™ 4-Embp-FIVAR7g03.11079(2) beziehungsweise
pCR™4-Embp-GAFIV 3516.11079(4); €s konnte ein etwa 6 kbp grolRes Amplifikat erzeugt werden.
(B) Restriktionsverdau mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und Ascl; Es kommen drei
Banden zur Darstellung. Zum einen das etwa 6 kbp grofe Plasmid-Backbone und zwei
Fragmente (etwa 5 kbp und 800 bp), die aufgrund einer im Insert befindlichen internen EcoRI-
Schnittstelle entstehen. F-303 SD wurde bei Agarosegelelektrophoresen als GréRenstandard
mitgefihrt (1 und 6).

3.1.3 Insertion des Anhydrotetrazyklin-induzierbaren Promoters P,y reto
in pCN_FIVAR und pCN_GAFIV

Zur Uberprifung der entstandenen Plasmide wurde durch
Polymerasekettenreaktion unter Verwendung der Primer Tetprom_for und
Tetprom_rev ein etwa 900bp langes Amplifikat erzeugt, welches den
Anhydrotetrazyklin-induzierbaren ~ Promoter  P,ureto  inklusive  seines

Steuerungselements  tetR, flankiert von einer Pstl- und Kpnl-

51



Restriktionsschnittstelle enthielt. Auch hier diente ein Restriktionsverdau mit
den Enzymen Pstl und Kpnl als unabhangiges Bestatigungsverfahren. Am
Ende konnten die Ubergédnge von Plasmid in das Promoterfragment und vom
Promoterfragment in Embp-FIVAR7903-11079 beziehungsweise Embp-GAFIV13516-
17079 per Sanger-Sequenzierung verifiziert werden (Primer: pCN57_MCS_for
und YSIRK_CN_rev). Die Benennung nun entstandenen Plasmide lautete
PCN_P,yireio-FIVAR und -GAFIV.
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Abb. 5: Darstellung des Promoter-Elements in den Vektoren pCN_P,,/re10-FIVAR und
PCN_P,ureto-GAFIV. (A) Polymerasekettenreaktion Positivkontrolle pALC2073 (2) [79] Aus
beiden Plasmiden konnte ein etwa 900 bp groRes DNA-Fragment amplifiziert werden (4 und 5),
welches auf der selben H6he wie die Positivkontrolle lauft (2); (B) Mittels Restriktionsverdau
(Restriktionsendonukleasen: Pstl und Kpnl) wurden die Zielvektoren pCN_P,re10-FIVAR und
PCN_P,reto-GAFIV in zwei Fragmente - das etwa 12 kbp groRe Plasmid-Backbone und das
etwa 900 bp lange Promoter-Element (7 und 8) - aus den geschnitten. F-303 SD wurde bei
Agarosegelelektrophoresen als GréRenstandard mitgefihrt (1 und 6).

3.1.4 Austausch der Resistenzkassette in pCN_P,yyreto-FIVAR und
pCN_ny,/Teto-GAFIV

Der korrekte Austausch der Tetracyclin- gegen eine Chloramphenicol-
Resistenzkassette in den Plasmiden pCN_Pyyreto-FIVAR und —GAFIV konnte
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experimentell durch Polymerasekettenreaktion (Primer: 517 und 518) und
Restriktionsverdau nachvollzogen werden. Sowohl das aus den Plasmiden
amplifizierte, wie auch das mittels Restriktionsverdau (Restriktions-
endonukleasen: Apal und Sacll) erzeugte etwa 1000 bp groRe DNA-Fragment
entsprach der GroRe des Fragmentes aus der Positivkontrolle (pCN50). Die
finale Bestatigung der korrekten Insertion konnte in der Sanger-Sequenzierung
unter Verwendung der Primer pT181-tetM _for und tetM-ampCol_rev
nachvollzogen werden. Im Folgenden wurden dieses Plasmide als pHBZ2c-
FIVAR und pHB2c-GAFIV bezeichnet.
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Abb. 6: Darstellung der Chloramphenicol-Resistenzcassette cat194 in den Zielvektoren
pHB2.-FIVAR und pHB2.-GAFIV. (2 bis 5) Polymerasekettenreaktion, Positivkontrolle pCN50
(2 und 3) [75]. Sowohl aus pHB2.-FIVAR(4) wie auch pHB2.,-GAFIV(5) konnte ein etwa 1000 bp
grolRes Amplifikat erzeugt werden; Restriktionsverdau (Endonukleasen: Apal und Sacll) Es
konnten aus beiden Plasmiden (7 und 8) ein zur Positivkontrolle (6) passendes DNA-Fragment
ausgeschnitten werden. F-303 SD wurde bei Agarosegelelektrophoresen als GréRenstandard
mitgefuhrt (1).
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Plasmide pHB2¢:-FIVAR beziehungsweise pHB2.-
GAFIV. Der rote Pfeil kennzeichnet die Ableserichtung des Promoters, wahrend die weil3en
abgewinkelten Pfeile Primerposition und -richtung angeben. Die dicken beschrifteten Pfeile
kennzeichnen kodierende Bereiche. TT bezeichnet einen Transkriptionsterminator. P, Pstl; K,
Kpnl; E, EcoRlI; A, Ascl; Ap, Apal; S, Sacll.

Einbringen der Shuttle-Vektoren in die Zielstamme S. epidermidis 1585
und den Surrogatwirt S. carnosus TM300

Das primare Ziel, die Untersuchung der Embp-vermittelten Adharenz von
Staphylococcus epidermidis an Oberflachen-immobilisiertes Fibronektin, konnte
in Teilen nur durch Verwendung eines Surrogatwirtes S. carnosus TM300
erreicht werden. Dieser Umstand begrindete sich durch die zum Teil starke
unspezifische Bindungsaktivitat von S. epidermidis in den verwendeten
Testsystemen. Unspezifische Bindungsaktivitaten bei S. carnosus fielen in der
Regel deutlich schwacher aus, sodass der Einfluss von Embp deutlicher
herausgearbeitet werden konnte.

3.2.1 Transformation der Shuttle-Vektoren in S. aureus RN4220 mittels
Elektroporation

Die Herstellung von elektro-kompetenten S. aureus RN4220 Bakterien erfolgte
nach dem Protokoll von Schenk und Ladagga [70]. Nach 24 bis 48 Stunden
konnten Kolonien gepickt und auf frischen Selektivagar Uberimpft werden. Nach
weiteren 24 Stunden Inkubation bei 37 °C im Brutschrank wurden von den
gepickten Kolonien Empfindlichkeitstestungen gemafy DIN58940 angelegt. Die
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Bewertung der Ergebnisse, entsprechend 1SO20776-1 im Vergleich zu den
Ausgangsstammen anhand der von der EUCAST zugrunde gelegten
Referenzwerte, erbrachten die in Tabelle 14 dargestellten Resultate.

Tab. 13: Gegenlberstellung der Antibiotika-Empfindlichkeitspriifung des Ausgangsstammes S.

aureus RN4220 und den Transformanden. Fettgedruckt ist jeweils die durch die Modifikation
entstandene Veranderung der Antibiotikaempfindlichkeit.

Stamm Antibiotikum?®
Chloram-  Erythro- Clinda- Tetra- Genta-
phenicol mycin mycin cyclin micin
RN4220 S S S S S
Transformanden R S S S S

®Fett: zeigt die Anderung der Empfindlichkeit der getesteten Transformanden im Vergleich zum
Ausgangsstamm an.

Plasmidpraparationen der Transformanden, deren Empfindlichkeitstestung das
erwartete Resultat erbrachten, wurden anschlieRend mittels PCR auf das
Vorhandensein des Inserts getestet. Dazu wurden die Primer YSIRK inf_1 und
inf_GAFAsc_rev verwendet. Parallel wurden zusatzlich mittels
Restriktionsverdau (Doppelverdau mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI
und Ascl) die entstandenen Bandenmuster analysiert. Bei beiden Verfahren
wurde das jeweilig zu transformierende Plasmid aus E. coli als Positivkontrolle
mitgefuhrt. Es zeigte sich, dass die Plasmide erfolgreich in den S. aureus-
Stamm RN4220 transformiert werden konnten. Die so entstandenen Stamme
wurden fortan RN4220xpHB2c-FIVAR beziehungsweise RN4220xpHB2c-
GAFIV genannt (siehe dazu auch Abbildung 9).

3.2.2 Transformation der Shuttle-Vektoren in S. epidermidis M12 und S.
carnosus TM300 mittels Elektroporation

Die Verwendung des Stammes S. epidermidis M12 resultiert aus der
Notwendigkeit, dass eine direkte Elektroporation des Zielstammes S.
epidermidis 1585 technisch nicht moglich ist. Aus dem Stamm M12 lassen sich
dann jedoch Plasmide mit Hilfe des Bakteriophage ®A6C in andere S.
epidermidis-Stamme (zum Beispiel S. epidermidis 1585) transduzieren. Die

Elektroporation von Plasmiden, aus den oben genannten S. aureus RN4220-
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Transformanden, war ohne weitere Zwischenschritte moglich. Die erfolgreiche
Transformation erfolgte analog der oben beschriebenen Vorgehensweise. Das
Resultat der Empfindlichkeitstestung der Transformanden ist in Tabelle 15
zusammengefasst. Aus diesen Transformationen gingen die Stamme S.
epidermidis M12 und S. carnosus TM300 transformiert mit sowohl pHB2c-
FIVAR und pHB2c-GAFIV hervor (siehe dazu auch Abbildung 9).

Tab. 14: Gegenuberstellung der Antibiotika-Empfindlichkeitsprifung von der S. epidermidis
Mutante M12 und S. carnosus TM300 sowie korrespondierender Transformanden.

Stamm Antibiotikum?
Chloram- Erythro-  Clinda- Tetra- Genta-
phenicol mycin mycin cyclin micin
M12 S R R S S
Transformanden
(M12) R R R S S
TM300 S S S S S
Transformanden
(TM300) R S S S S

®Fett: zeigt die Anderung der Empfindlichkeit der getesteten Transformanden im Vergleich zum
Ausgangsstamm an.

3.2.3 Phagentransduktion der Shuttle-Vektoren in S. epidermidis 1585

Die Phagentransduktion aus dem Stamm S. epidermidis M12 in den Zielstamm
S. epidermidis 1585 wurde entsprechend der im Methodenteil beschriebenen
Vorgehensweise durchgeflhrt. Die Uberpriifung der Transduktanten wurde zum
einen durch die Prufung der Antibiotikaempfindlichkeit (siehe Tabelle 16 und

Abbildung 8) nachvollzogen.

Tab. 15: Gegenuberstellung der Antibiotika-Empfindlichkeitsprifung von S. epidermidis 1585
sowie korrespondierender Transduktanten.

Stamm Antibiotikum?®
Chloram-  Erythro- Clinda- Tetra- Genta-
phenicol mycin mycin cyclin micin
1585 S S S S I
Transformanden R S S S I

®Fett: zeigt die Anderung der Empfindlichkeit der getesteten Transformanden im Vergleich zum
Ausgangsstamm an.
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Des Weiteren konnten durch Analyse mittels Polymerasekettenreaktion (siehe
Abbildung 9) die genetischen Modifikationen nachgewiesen werden. Da der
Ausgangsstamm 1585 bereits naturlicherweise zwei Plasmide tragt, war die
Untersuchung der Transduktanten mittels Restriktionsverdau in diesem Fall
nicht eindeutig zu bewerten und wurde in der Zusammenschau der Ergebnisse
nicht weiter bericksichtigt. Final ergaben die Analysen, dass der Stamm
erfolgreich mit den Plasmiden modifiziert werden konnte. Die nun erzeugten
Stamme wurden 1585xpHB2¢-FIVAR und pHB2:-GAFIV bezeichnet.

S. epidermidis 1585

Wildtyp Transformand Transformand
(pHB2 -FIVAR) (pHB2 -GAFIV)

Abb. 8: Exemplarische Darstellung der Antibiotikaempfindlichkeitstestung mittels
Agardiffusionstest. Zum Vergleich ist links der Wildtyp S. epidermidis 1585 gezeigt. jeweils
rechts davon 1585xpHB2,-FIVAR und pHB2.-GAFIV. Gegenuber dem Wildtyp kann man hier
eine neu hinzugekommene Chloramphenicol-Resistenz beobachten. Die Resistenz-
determinante cat194 wird auf den transduzierten Plasmiden kodiert.
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Abb. 9: Genetische Analyse der verschiedenen Transformanden: (A und B)
Polymerasekettenreaktion mit den Primern YSIRK inf_1 und inf_GAFAsc_rev, Wasserkontrolle
(2), Positivkontrolle pHB2c-FIVAR aus E. coli (3) gefolgt von den Transformanden in RN4220
(4), TM300 (5), M12 (6) und 1585 (7). AnschlieBend die selbe Folge mit den pHB2s-GAFIV-
Transformanden — Positivkontrolle (9), Negativkontrolle (10). Es werden jeweils etwa 6 kbp
grolRe Amplifikate beobachtet; (C und D) Restriktionsverdau von pHB2¢-FIVAR (C) und pHB2¢-
GAFIV (D) nach Rucktransduktion in E. coli TOP10 (Restriktionsendonukleasen: EcoRI und
Ascl) Positivkontrolle (2 und 7) gefolgt von den Transformanden in RN4220 (3 und 8), TM300 (4
und 9) und M12 (5 und 10). Beim Restriktionsverdau werden drei Banden beobachtet — das
etwa 7 kbp groRe Plasmid-Backbone und zwei Banden (etwa 5 kbp und 800 bp) aus dem
jeweiligen Insert. F-303 SD wurde bei Agarosegelelektrophoresen als GréRenstandard
mitgefiihrt (A1, B8, C1 und D6).
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3.3 Weitere Charakterisierung der verwendeten anti-Embp2588- und anti-
Embp6599-Seren [43]

Zur Charakterisierung der in trans Expression von Embp-FIVAR7g03-11079
beziehungsweise Embp-GAFIV13516.17079 in den Transformanden wurden Seren
verwendet, die gegen die rekombinant in E. coli exprimierten Embp-Fragmente
rEmbp2588 und -6599 erzeugt wurden [43]. In der vorgenannten Arbeit wurde
bereits gezeigt, dass diese Seren mit den entsprechenden rekombinant
exprimierten Proteinen reagieren, wahrend die jeweiligen Praimmunseren keine
Reaktivitat aufwiesen [43]. Im Zuge dieser Arbeit konnte festgestellt werden,
dass beide Seren spezifisch mit den entsprechenden Proteinen reagieren und
keine Kreuzreaktivitat besteht.

WB — a-Embp2588

WB — a-Embp6599

Abb. 10: Kreuzreaktivitit von a-Embp2588 und o-Embp6599. (A) Western Blot unter
Verwendung des o-Embp2588-Serums mit einer deutlichen Reaktivitdt gegen das
rekombinante Embp-Fragment rEmbp2588 (1), jedoch ohne Reaktivitat gegen rEmbp6599 (2).
(B) Western Blot unter Verwendung des a-Embp6599-Serums mit einer deutlichen Reaktivitat
gegen das rekombinante Embp-Fragment rEmbp6599 (4), jedoch ohne Reaktivitdt gegen
rEmbp2588 (3).
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3.4 Charakterisierung der Transformanden

3.41 Darstellung der in trans Expression von reprasentativen Embp-
Abschnitten mithilfe der Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blot

Anhand der oben beschriebenen Vorgehensweise konnten Oberflachenproteine
der Transformanden von TM300 und 1585 mit pHB2¢-FIVAR und pHB2c-
GAFIV sowohl unter induzierenden wie nicht induzierenden Bedingungen
prapariert werden. Dabei zeigten sich in der SDS-PAGE zusatzliche Banden bei
circa 220 und 160 kDa in den Oberflachenproteinpraparationen der induzierten

Stamme.

1 2 3 45 6 7 8

<+ 220 kDa
— <+ 160 kDa

86kDa— ™
71kDa —>W

Abb. 11: Oberflachenproteinpriaparationen von S. epidermidis 1585-Transformanden
mittels SDS-PAGE. In trans Expression von Embp-FIVAR7g03.11079 0der —GAF1V13516.17079 UNter
induzierenden (6 und 8) und nicht-induzierenden (5 und 7) Wachstumsbedingungen im
Vergleich mit dem Wildtyp (3) und Mutante 15854embp (4). Unter induzierenden
Wachstumsbedingungen kommen zusatzliche Banden bei etwa 220 und 160 kDa zur
Darstellung, die jedoch bei den mitgefihrten Kontrollen fehlen. (1)und (2) zeigen jeweils die
rekombinant in E. coli exprimierten Embp-Fragmente rEmbp2588 und -6599.

In der Praparation der Oberflachenproteine von TM300xpHB2¢-FIVAR und
1585xpHB2¢-FIVAR reagierten diese zusatzlichen Banden mit einem gegen
das FIVAR-Segment erzeugten Serum (a-Embp2588, [43]) im Western Blot.
Ein gegen das GA-Modul gerichteter Antikdrper (a-Embp6599, [43]) reagierte

jedoch nicht mit den zusatzlichen Banden der unter induzierenden
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Bedingungen gewonnenen Oberflachenproteinen. Hier zeigte sich, dass die
Darstellung von in trans exprimiertem Embp-FIVAR7903-11049, nicht jedoch die
von Embp-GAFIV13s516.17079, Mit den verwendeten Antiseren mdglich ist. Nach
massenspektrometrischer Identifikation der zusatzlichen Banden bei
TM300xpHB2c-GAFIV  und  1585xpHB2c-GAFIV  wurde dann auf eine
Modifikation des Plasmids pHB2¢-GAFIV  zurlickgegriffen, in welchem ein N-
terminal lokalisiertes Myc-Tag in Frame zwischen dem Exportsignal und dem
GAFIV-Anteil des Inserts eingefligt wurde (Wilde, Rohde; nicht publiziert).
Anschlielend konnte unter Verwendung eines monoklonalen anti-Myc-1gG ein
zu den Massenspektrometrieergebnissen passendes Bandenmuster dargestellt

werden.

1 2 3 4 5 6 7 8

WB — a-Embp2588

Abb. 12: Darstellung der in trans Expression von Embp-FIVAR7g03.11079 in TM300 und 1585.
Zur Detektion wurde das Kaninchen a-Ebmp2588-Serum und ein monoklonaler Peroxidase-
gekoppelter a-Kaninchen-IgG Sekundarantikérper jeweils in einer Verdiinnung von 1:10.000 in
PBS eingesetzt. In (1) rEmbp2588 bei etwa 70 kDa. (2) und (5) stellen die Negativkontrollen
TM300 und 1585 dar. In (3) und (6) sind die Oberflachenproteinpraparationen der nicht
induzierten Stdmme, in (4) und (7) die der unter induzierenden Bedingungen gewonnenen
Praparationen aufgetragen. Unter induzierenden Bedingungen werden drei Banden detektiert
(circa 220, 180 und 160 kDa), die sich massenspektrometrisch dem Embp-FIVAR7g03.11079
zuordnen lassen (Heise, Rohde; nicht publiziert). K kennzeichnet die Positivkontrolle.
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Abb. 13: Western Blot zur Darstellung der in trans Expression von Embp-GAFIV3516.17079:
(A) In TM300xpHB2c-GAFIV(2) konnte keine Reaktivitédt mithilfe des rEmbp6599-spezifischen
Antiserums gegen die Zellwandpraparation festgestellt werden, wohingegen das rekombinant in
E. coli hergestellte Protein rEmbp6599(1) so nachgewiesen werden kann. (B) Unter
Zuhilfenahme eines monoklonalen Myc-Antikérpers gelang die Darstellung des in trans
exprimierten myc-markierten Embp-GAFIV3516.17079(5), nicht jedoch von myc-freiem Embp-
GAFIV43516.17079(6) oder der unter nicht-induzierenden Bedingungen gewonnenen
Zellwandpraparation(4). K kennzeichnet die jeweiligen Positivkontrollen.

3.4.2 Darstellung der Induktor-abhéangigen in trans Expression von
Embp-FlVAR7go3.11o7g und Embp-GAF|V13516.17079 in S. carnosus TM300 und
S. epidermidis 1585

In Anlehnung an das Vorgehen in der Publikation von Bateman et al. [79] wurde
in vitro die Induktor-abhangige Expression von Embp-FIVAR7903-11079 mittels
DotBlot ermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass nach sechs Stunden - bei
Wachstum unter induzierenden Bedingungen - sowohl in S. epidermidis 1585
wie auch in S. carnosus TM300 Zellzahl-adjustiert das intensivste Signal bei
einer Induktion durch Zugabe von Anhydrotetrazyklin bis zu einer

Endkonzentration von 200 ng/ulL festgestellt werden konnte.
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Abb. 14: Induktor-abhédngige in trans Expression von Embp-FIVAR7g3.11079 in TM300 und 1585.
Sowohl bei den TM300- (2-4) wie auch bei den 1585-Transformanden (6-8) ist eine Induktor-
abhangige in trans Expression von Embp-FIVAR7g03.11079 im Vergleich zum Wildtyp von TM300 (1)
oder dem Wildtyp von 1585 (5) festzustellen. K kennzeichnet die Positivkontrolle, die ATc steht fir
Anhydrotetrazyklin und gibt die Induktorkonzentration in ug/mL an.
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Abb. 15: Induktor-abhéngige in trans Expression von Embp-GAFIV 354611079 in TM300. Bei
TM300xpHB2.-n-mycGAFIV ist eine Induktor-abhdngige in trans Expression von myc-
markiertem Embp-GAFIV 3516.11079 (2-5) im Vergleich zur Oberflachenproteinpraparation des
Wildtyps von TM300 (1) oder der unter nicht-induzierenden Bedingungen gewonnenen
Oberflachenproteinpraparation von TM300xpHB2.-n-mycGAFIV (6) zu beobachten. K
kennzeichnet die Positiv-kontrolle, ATc steht fir Anhydrotetrazyklin und gibt die
Induktorkonzentration in ug/mL an.
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3.4.3 Darstellung der in trans Expression von Embp-FIVAR79¢3-11079 in

der Immunfluoreszenz

Parallel zum SDS-PAGE und dem Western Blot konnte die in trans Expression
von Embp-FIVAR7g903-11079 durch Verwendung eines Fluoreszenz-markierte
Sekundarantikorper (o-rabbit-Alexa488) fluoreszenzmikroskopisch dargestellt
werden. Beobachtungen aus vorangegangenen Western Blot-Experimenten
konnten bestatigen, dass mithilfe des a-Embp6599-Serums eine Darstellung
des in trans exprimierten GA-Modul-Fragments Embp-GAFIV13516-17079 Weder im

Stamm TM300xpHB2c-GAFIV noch in 1585xpHB2c-GAFIV moglich war.

IFT — a-Embp7762; a-Alexa488

Hellfeld Floureszenz Uberlagerung

S. epidermidis 1585v

S. carnosus TM300

S. carnosus TM300x
HB2.-FIVAR

Abb. 16: Darstellung von Zellwand-assoziiertem in trans exprimiertem Embp-FIVAR7gos.
11079- In (B) sieht man die Positivkontrolle S. epidermidis 1585v [43] detektiert mithilfe des
Kaninchen a-Embp2588-Serums. Das Fluoreszenzsignal wird durch einen Alexa488-
konjugierten a-Kaninchen-lgG-Sekundarantikérper vermittelt. Wahrend es bei S. carnosus
TM300 zu keinem Fluoreszenzsignal (E) kommt, kann man in (H) das Fluoreszenzsignal des in
trans exprimierten Embp-FIVAR7g03.11079 beobachten. In den Abbildungen (C, F und [) sieht
man jeweils die Uberlagerung aus Hellfeld und Fluoreszenz. So lasst sich feststellen, dass das
Embp-FIVAR7g03.11070als  Zellwand-assoziiertes Protein im Stamm TM300xpHB2,-FIVAR
vorliegt. Alle Aufnahmen wurden in 630-facher Vergré3erung aufgenommen.



3.4.4 Biofilmbildung von Embp-FIVAR7903.11079 0der Embp-GAFIV13515.17079
in trans exprimierenden Staphylokokken

Im Biofilm-Assay konnten weder unter induzierenden noch unter nicht-
induzierenden Wachstumsbedingungen Anderungen der Biofilmbildung bei S.
epidermidis 1585 oder S. carnosus TM300 nach der Transformation mit den
Plasmiden pHB2c-FIVAR oder pHB2c-GAFIV im Vergleich zu den Wildtyp-
Stammen nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle wurde der Stamm
Staphylococcus epidermidis 1585P,y, empp unter induzierenden Bedingungen
mitgefuhrt. Die Negativkontrolle entspricht Staphylococcus epidermidis 1585Pyy,

embp Unter nicht-induzierenden Bedingungen.
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Abb. 17: Untersuchung der Biofilmbildung der Transduktanten von S. epidermidis 1585
und S. carnosus. Beim Vergleich von induzierenden gegeniber nicht-induzierenden
Wachstumsbedingungen kommt es nicht zur Biofilmbildung bei den S. epidermidis 1585- oder
den S. carnosus TM300-Transduktanten. Als Positiv- und Negativkontrolle wurde der Stamm S.
epidermidis 1585P,y, empp unter induzierenden und nicht induzierenden Bedingungen mitgeflhrt.
Zusatzlich wurde der Einfluss auf die Biofilmbildung der in trans Expression der Embp-
Fragmente im Vergleich zu den jeweiligen Wildtyp-Stdmmen untersucht. Auch hier zeigte sich
keine Veranderung des Biofilmphanotyps. Box-Plot Darstellung mit Minimum und Maximum.
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3.5 Charakterisierung der Embp-vermittelten Fibronektin-Bindung unter
Verwendung rekombinant in E. coli exprimierter Embp-Fragmente und

Fibronektin Typ lll Subdomanen
3.5.1 Rekombinante Expression von rEmbp170 und rEmbp125

Die rekombinante Expression der Embp-Fragmente erfolgte in E. coli BL21 Al-
Zellen. Nach erfolgter Lyse und weiterer Aufbereitung des Lysates wurden
anschlieBend mittels Nickel-Affinitatschromatographie die mit einem His-Tag
versehenen Proteine aus dem Lysat aufgereinigt. Entsprechend dem
Absorptions-Peak im Chromatogramm wurden Fraktionen ausgewahlt und
anschliel3end mittels SDS-PAGE analysiert.

F—=e Embp170 NINTA153:10_UV1 280nm — - PatiiciaEmbp170 NINTA153:10 Fractions — - Patiiciambpi70 NINTA153:10 Loabook

A A a A Al AN A A §
R ean Yk Wbt g
el B R FE R

650 700 75.

Abb. 18: Aufreinigung von rEmbp170. Beispielhafte Darstellung eines Elutionsprofils bei
Nickel-Affinitatschromatographie. Die violette Kurve stellt die UV-Absorption (gemessen bei 280
nm), die grine Kurve den prozentualen Anteil des Imidazol-haltigen Elutionspuffers dar. Im
Folgenden wurden Fraktionen aus dem Bereich des Elutionspeaks (A5 bis B4) mittels SDS-
PAGE analysiert.
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Abb. 19: Analyse des Elutionspeaks mittels SDS-PAGE. Zuerst wurden eine Probe des
Zelllysates (L) und der Waschflissigkeit (WF) aufgetragen. Anschlielend ausgewahlte
Fraktionen aus dem Bereich des Elutionspeaks (A5-B4) rEmbp170 hat eine Masse von 22 kDa.
Neben der Hauptbande (Pfeil) kann man jeweils ober- und unterhalb geringfiigig
Verunreinigungen ausmachen.

Nachdem festgestellt werden konnte, dass durch alleinige Nickel-
Affinitatschromatographie kein ausreichender Reinheitsgrad erzielt werden
konnte, wurde die Proteinpraparation durch Anschluss einer lonenaustausch-
chromatographie weiter gereinigt. Dafir wurden die das Zielprotein
enthaltenden Fraktionen zusammengefuhrt, aufkonzentriert und annahernd
vollstandig (etwa 99 %) umgepuffert. Im Fall von rEmbp170 wurde in 50 mM
Natriumphosphat-Puffer bei pH = 7,0 umgepuffert, um dann mittels
Kationenaustausch-chromatographie  einen  weiteren  Reinigungsschritt
durchzufihren. Bei rEmbp125 konnte nach Pufferaustausch gegen 20 mM Bis-
Tris bei pH = 6,0 eine Anionenaustauschchromatographie angeschlossen
werden. Auch hier wurden im Anschluss die Eluate wie oben angegeben mittels
SDS-PAGE analysiert.
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Abb. 20: Kationenaustauschchromatographie vom rEmbp170. Exemplarische Darstellung
eines Elutionsprofils bei mehrschrittiger Elution. Die violette Kurve stellt die UV-Absorption
(gemessen bei 280 nm), die grine Kurve den prozentualen Anteil des 1 M Natriumchlorid-
haltigen Elutionspuffers und die braune Kurve die absolute Leitfahigkeit (in mS) dar. Hier
erfolgte die Elution in mehreren Stufen, die sich durch eine unterschiedliche Natriumionen-
Konzentration auszeichnen. rEmbp170 eluiert bei einem 45 %igen Anteil Elutionspuffer.

E3 E4 E5 E6 E7

-.b_‘«zz kDa

Abb. 21: Analyse des Elutionspeaks mittels SDS-PAGE. Ausgewahlte Fraktionen aus dem
Bereich des Elutionspeaks wurden auf dem 15 %igen SDS-PAGE aufgetragen. rEmbp170 hat
eine Masse von 22 kDa. Neben der Hauptbande (Pfeil) sind im Vergleich zum SDS-PAGE nach
Nickel-Affinitdtschromatographie (Abbildung 18) weiterhin ober- und unterhalb Verun-
reinigungen auszumachen, wenngleich die Reinheit insgesamt als héher zu bewerten ist.
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Die zusatzliche Kationenaustauschchromatographie konnte den Reinheitsgrad
nur geringfugig erhohen. Im Anschluss wurden die Fraktionen erneut
zusammengefuhrt, aufkonzentriert und in den endgultigen Puffer umgepuffert.
Sowohl rEmbp125 wie auch rEmbp170 wurden in 50 mM MES und 150 mM
NaCl bei pH = 6,0 umgepuffert. Nach Darstellung der aufkonzentrierten
Proteine in der SDS-PAGE wurden diese bei -20 °C eingefroren.

.4-22 kDa
18 kDaWp

Abb. 22: rEmbp125(1) und rEmbp170(2) in 50 mM MES und 150 mM NaCl bei pH = 6,0. Die
bei den 18,2 kDa groRen rEmbp125 angedeutet sichtbare Doppelbande kommt durch eine Iso-
form des Proteins zustande, die in der Anionenaustausch-chromatographie erst bei etwa 10 %
héherem Elutionspufferanteil von der Austauschmatrix abgelést wird. Ebenso wie bei rEmbp125
sind auch bei dem 22 kDa groRen rEmbp170 neben der Hauptbande weiterhin geringfliigige
Kontaminationen sichtbar.

3.5.2 Rekombinante Expression der Fibronektin Typ lll Subdoméanen

Wie auch bei der rekombinanten Expression von rEmbp125 und -170 konnte
durch Nickelaffinitatschromatographie der erste Aufreinigungsschritt vollzogen
werden. Sowohl fur die rekombinant exprimierte Fibronektin Typ Ill Subdomane
rEN4-7 als auch rFN12-14 ergab sich nach der Analyse der Protein-
praparationen die Notwendigkeit mittels lonenaustauschchromatographie einen
weiteren  Reinigungsschritt  anzuschlieRen. Aufgrund des niedrigen
isoelektrischen Punktes von 5,6 fur das Protein rFN4-7 fiel die Wahl auf die
Anionenaustauschchromatographie in 20 mM Bis-Tris (pH = 7,2). Die Elution
des Proteins erfolgte unter Zusatz von 1M Natriumchlorid im Elutionspuffer. Der
isoelektrische Punkt des rekombinanten Proteins rFN12-14 liegt bei 9,8,

weswegen hier die Kationenaustauschchomatographie ausgewahlt wurde. Fur
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den Kationenaustausch war es notwendig, das Protein in 50 mM
Natriumphosphatpuffer bei pH = 7,0 umzupuffern. Die Elution erfolgte auch hier
unter Zusatz von 1 M Natriumchlorid im Elutionspuffer.
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[mAL

ste

_ i . bl 5 8 83 e A T
’ 5 " [ % AEEEEREERREEEE )6 5886 8| &)
100 15.0 200 250 300 350 400 45.0 50.0 550

W

ml

Abb. 23: Aufreinigung von rFN12-14. Beispielhafte Darstellung eines Elutionsprofils bei
Nickel-Affinititschromatographie. Die violette Kurve stellt die UV-Absorption (gemessen bei
280 nm), die griine Kurve den prozentualen Anteil des Imidazol-haltigen Elutionspuffers dar. Im
Folgenden wurden Fraktionen aus dem Bereich des Elutionspeaks (A5 bis B2) mittels SDS-
PAGE analysiert.

Fraktionen
L WF A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8

awnd b

Abb. 24: Analyse des Elutionspeaks mittels SDS-PAGE. Zuerst wurden eine Probe des
Zelllysates (L) aufgetragen. Die Waschflissigkeit zeigt (WF). AnschlieBend sind ausgewahite
Fraktionen aus dem Bereich des Elutionspeaks (A2 bis A8) dargestellt. rFN12-14 hat eine
Masse von 31 kDa.
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Abb. 25: Kationenaustauschchromatographie vom rFN12-14. Exemplarische Darstellung
eines Elutionsprofils bei mehrschrittiger Elution. Die violette Kurve stellt die UV-Absorption
(gemessen bei 280 nm), die grine Kurve den prozentualen Anteil des 1 M Natriumchlorid-
haltigen Elutionspuffers und die braune Kurve die absolute Leitfahigkeit (in mS) dar. Hier
erfolgte die Elution in mehreren Stufen, die sich durch eine unterschiedliche
Natriumionenkonzentration auszeichnen. rFN12-14 eluiert vollstdndig in einem Fenster
zwischen 35 und 50 % Anteil Elutionspuffer.

Fraktionen
P A8 A9 Al10 Al11 A12 B3

<431 kDa

Abb. 26: Analyse des Elutionspeaks mittels SDS-PAGE. (P) bezeichnet die konzentrierten
Fraktionen nach Nickel-Affinititschromatographie in 50 mM NaPO,-Puffer. (A8 bis B3)
zeigen ausgewahlte Fraktionen aus dem Bereich des Elutionspeaks. rFN12-14 hat eine Masse
von 31 kDa. Nach dem Umpuffern und Konzentrieren war bereits ein Grofdteil der
Kontaminationsbanden entfernt (P) sodass hier ein Reinheitsgewinn durch den zusatzlichen
Reinigungsschritt nicht sichtbar wird.
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3.6 Analyse der Fibronektin-bindenden Eigenschaften rekombinant in E. coli
exprimierter Embp-Fragmente und der Bedeutung von in trans
exprimiertem Embp-FIVAR7903-11079 Und —GAFIV 1351617079 in Staphylokokken
fir die bakterielle Adharenz

3.6.1 Adharenz von Staphylokokken an mit Fibronektin beschichteten
Oberflachen

Der Einfluss von Embp auf die Adharenz von Staphylokokken, an mit humanem
Plasmafibronektin  beschichteten Oberflachen, konnte durch ELISA-
Bindungsexperimente unter Verwendung des S. epidermidis-Stammes 1585v
gegen den Wildtyp 1585 nachvollzogen werden. Der Stamm 1585v exprimiert
konstitutiv eine trunkierte Version von Embp, wahrend der Wildtyp unter
Standardlaborbedingungen nur sehr geringe Mengen von Embp bildet [43]. In
der Bindungsstudie konnte gezeigt werden, dass 1585v gegenuber dem
Wildtyp eine deutlich gesteigerte Bindung an die mit Fibronektin konditionierte
Oberflache aufwies. Durch Insertion eines Anhydrotetrazyklin-induzierbaren
Promoters vor das embp-Wildtypallel entstand der Stamm 1585P,y emnp [43].
Die Ergebnisse aus den vorhergenannten Bindungsstudien konnten auch durch
die regulierte in trans Expression von Embp nachvollzogen werden. Die
Transformation des Stammes 1585 mit dem Plasmid pFNBA4 [78] erlaubte die
in trans Expression des Fibronektin-bindenden Proteins FNBPA von S. aureus.
Auch dieser Stamm zeigte im Vergleich zum Wildtyp eine deutlich gesteigerte
Adharenz an Fibronektin-beschichtete Oberflachen. Bemerkenswerterweise
kam es bei dem Stamm 1585P,, emppXpFNBA4, der unter Induktion durch
Anhydrotetrazyklin sowohl Embp wie auch FnBPA parallel in trans exprimierte,
im Vergleich zu den Stammen die entweder Embp oder FnBPA exprimierten, zu
einer gesteigerten Adharenz.
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Abb. 27: ELISA Fibronektin-Bindungsmodell. In einer 96-well Mikrotiterplatte wurde
humanes Plasmafibronektin Oberflachen-immobilisiert. AnschlieRend wurden fiir 60 min
geometrische Verdinnungsreihen von Bakteriensuspensionen auf der konditionierten
Oberflache inkubiert. In schwarz sieht man eine gesteigerte Adharenz des Stammes S.
epidermidis 1585P,y; «mppXpFNBA4 gegeniiber 1585P,y ¢mpp (blau). Beide Stdmme sind unter
Embp-induzierenden Bedingungen gewachsen.

In der Arbeit von Christner et al. konnte gezeigt werden, dass die rekombinant
exprimierten Proteine rEmbp2588 und -6599 beide Fibronektin-bindende
Aktivitat aufwiesen. Beide Proteine reprasentierten unterschiedliche Bereiche
des Embp. rEmbp2588 bezog sich auf die FIVAR-Region, wahrend rEmbp6599
einen Abschnitt aus dem GA-Modul darstellte [43]. Unter Verwendung der
Plasmide pHB2¢-FIVAR und pHB2c-GAFIV war es moglich entsprechende
Abschnitte aus der FIVAR-Region beziehungsweise dem GA-Modul in Embp-
negativen Stammen in trans zu exprimieren. Sowohl die Expression von Embp-
FIVAR7903-11079 Wie auch von Embp-GAFIV13516.17079 im Stamm 1585 zeigten im
Vergleich zum Wildtyp eine gesteigerte Adharenz an Oberflachen-

immobilisiertes Fibronektin.
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Abb. 28: Adhidrenz an Oberflichen-immobilisiertes Fibronektin. In der Grafik ist eine
deutlich gesteigerte Adharenz des Stammes 1585xpHB2¢-FIVAR unter induzierter Expression
von Embp-FIVAR7g03-11079 (SChwarz) im Vergleich mit dem nicht-induzierten Stamm (blau) oder
dem Wildtyp (rot) festzustellen. Die Adharenz wird hier in Form einer Zunahme der Absorption
bei einer Wellenlange A = 405 nm gemessen.

Biochemische Untersuchungen deuteten darauf hin, dass die Embp-
Bindungsstelle in der Typ |ll Domane des Fibronektins lokalisiert ist. So konnte
die Hypothese aufgestellt werden, dass moglicherweise FN12-14 an der
Interaktion beteiligt sein konnten [43]. Mithilfe rekombinant in E. coli
hergestelltem rFN4-7 beziehungsweise rFN12-14 sollte die Adharenz von
Staphylokokken, die Embp-FIVAR7g03-11079 0der auch Embp-GAFIV13516.17079 in
trans exprimieren, untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden die
rekombinanten Fibronektin-Subdomanen Uber ihren N-terminalen His-Tag an
speziellen Mikrotiterplatten (Immobilizer Ni-Chelate plates; NUNC) immobilisiert.
Die Sattigungskonzentration lag jeweils bei 20 ug/mL. Aufgrund unspezifischer
Interaktionen zwischen S. epidermidis und der Kontrolloberflache der
Mikrotiterplatten war es notwendig, diese Untersuchung unter Zuhilfenahme
von S. carnosus TM300 durchzufuhren. Nachdem dieser Stamm erfolgreich mit
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den Plasmiden pHB2¢-FIVAR und pHB2c:-GAFIV transformiert sowie deren
Funktionalitat gezeigt werden konnte, war es moglich die Ergebnisse aus den
Vorexperimenten mit S. epidermidis-Transformanden an  humanem
Plasmafibronektin zu bestatigen. Somit war davon auszugehen, dass sich die
S. carnosus-Transformanden im Bezug auf das verwendete
Untersuchungssystem vergleichbar zu den S. epidermidis-Transformanden
hinsichtlich ihrer Fibronektinbindungseigenschaften verhielten (Daten nicht
gezeigt). In den nun durchgefuhrten Bindungsstudien konnte gezeigt werden,
dass sowohl der Embp-FIVAR7903-11079 Wie auch der Embp-GAFIV 351617079 in
trans exprimierende S. carnosus gegenuber dem Wildtyp eine gesteigerte
Adharenz an das rekombinant exprimierte rFN12-14 aufwies.
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Abb. 29: ELISA-Modell zur Darstellung der bakteriellen Adharenz an mit 10 pg/mL
Plasmafibronektin beschichtete Mikrotiterplatten. Staphylococcus carnosus TM300 zeigte
bei in trans Expression von Embp-FIVAR7gp3.11079 (A) oder Embp-GAFIV 1351617070 (B; jeweils in
blau) im Vergleich zum Wildtyp (jeweils in schwarz) eine gesteigerte Adharenz an Oberflachen-
immobilisiertes Plasmafibronektin.
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Nachdem mittels Far Western Blot keine Bindung von rEmbp2588 an rFN4-7
nachgewiesen werden konnte [43], bot sich diese rekombinant exprimierte
Subdomane als Kontrolle fur die Bindungsstudien an. Tatsachlich konnte keine
Adharenz, der unter induzierenden Bedingungen gewachsenen S. carnosus
TM300xpHB2¢-FIVAR an die Fibronektin Subdoméane rFN4-7, jedoch deutliche
Bindung an die Subdomane rFN12-14 gezeigt werden.
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Abb. 30: ELISA-Modell zur Darstellung der bakteriellen Adhidrenz an mit 20 pg/mL
rekombinant exprimierten Fibronektin Typ Il Subdoméanen beschichteten Ni-Chelat-
Mikrotiterplatten. Deutlich gesteigerte Bindung von TM300xpHB2¢-FIVAR unter induzierenden
Wachstumsbedingungen an rEN12-14 (schwarz) im Vergleich zu rEN4-7 (blau).

77



3.6.2 Inhibitionsstudien

In der Fibronektin Typ Ill Domane im Bereich der Repeats 12 bis 14 wird eine
Heparinbindungsstelle beschrieben [84]. Bakterielle Bindung an diese Region
konnte bereits fur das Salmonella-Oberflachenprotein ShdA nachgewiesen
werden [85]. Aus den Ergebnissen der oben genannten Bindungsexperimente
ergab sich die Hypothese, dass Embp mit der Heparinbindungsstelle in FN12-
14 interagiert. Zur Uberprifung wurde die Mdglichkeit untersucht, durch Zugabe
von Heparin die Bindung von Embp-FIVAR7903-11079 in trans exprimierendem S.
carnosus TM300 oder S. epidermidis 1585 an mit Fibronektin beschichtete
Oberflachen im ELISA-Bindungsmodell zu inhibieren. Inhibitionsexperimente, in
denen versucht wurde die Bindung von S. epidermidis 1585v an Oberflachen-
immobilisiertes humanes Plasmafibronektin in Anwesenheit von Heparin zu
modulieren, zeigten zwar einen Dosis-abhangigen Effekt, jedoch konnte dieser,
wenn auch geringer ausgepragt, bei der Bindung des in frans FnBPA
exprimierenden Kontrollstammes S. epidermidis 1585vxpFNBA4 ebenso
beobachtet werden. Somit sollte der Einfluss von Heparin auf die Embp-
vermittelte Bindung von Staphylokokken an Oberflachen-immobilisiertes
Fibronektin als unspezifisch betrachtet werden.
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Abb. 31: ELISA-Inhibitionsmodell im Miktrotiterplattenformat. (A) Sowohl beim Stamm S.
epidermidis 1585v wie auch bei dem Kontrollstamm 1585vxpFnBA4 lasst sich ein Dosis-
abhangiger Inhibitionseffekt nachweisen. Da jedoch FnBPA im Bereich der N-terminalen
Fibronektin Typ | Doméane sein Bindungsepitop hat, kénnte dieses Ergebnis auf eine
unspezifische Bindungsmodulation hindeuten. (B) Hier ist der Einfluss von Heparin auf die
Interaktion von S. carnosus einmal Embp-FIVAR7g03.11079 0der FnNBPA in trans exprimiert
dargestellt. Bei beiden Stdmmen kann keine Dosis-abhangige Inhibition festgestellt werden.
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Die spezifische Blockade der C-terminalen Heparinbindungsstelle durch einen
kommerziell erhaltichen monoklonalen Antikorper (a-FNH3-8) konnte keine
Anderung des Bindungsverhaltens von S. carnosus TM300xpHB2c-FIVAR
weder an Oberflachen-immobilisiertes Plasmafibronektin noch an rFN12-14
bewirken. Die tatsachliche Bindung des Antikorpers an Oberflachen-

immobilisiertes Fibronektin erfolgte Dosis-abhangig (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 32: ELISA-Modell zur Bindungsinhibition in Anwesenheit des monoklonalen
Antikorpers a-FNH3-8. Die Blockade der Heparinbindungsstelle, sowohl in Oberflachen-
immobilisiertem Plasmafibronektin(A) wie auch bei rekombinant in E. coli exprimiertem rFN12-
14(B), hatte auf die Bindung von TM300xpHB2¢-FIVAR keinen Effekt.

3.6.3 Bindung von rekombinant in E. coli exprimierten Embp-

Fragmenten an Fibronektin

Strukturbiologische Untersuchungen zum Embp legten nahe, dass die
minimalen strukturgebenden Einheiten des Embp-Proteins 170 Aminosauren in
der FIVAR-Region beziehungsweise 125 Aminosauren im GA-Modul umfassen
(Buttner, Perbandt, Rohde; nicht publiziert). In Analogie zu den von Christner et
al. durchgefuhrten Bindungsstudien, wurde die Fibronektin-bindende Aktivitat
von rekombinant in E. coli exprimiertem rEmbp170 und rEmbp125 untersucht.
Beide Embp-Fragmente banden Dosis-abhangig an  Oberflachen-
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immobilisiertes humanes Plasmafibronektin. Mithilfe der Surface Plasmon
Resonanz (SPR) konnte im Folgenden auch die Bindung von rEmbp125 an die
Fibronektin-Subdomane rFN12-14, nicht jedoch an rFN4-7 dargestellt werden.
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Abb. 33: ELISA-Modell zur Darstellung der Bindung von rEmbp125 und -170 an mit 10
ug/mL Plasmafibronektin-beschichtete Oberflaichen. Sowohl rEmbp125 (schwarz) wie auch
rEmbp170 (blau) zeigen eine Dosis-abhangige Bindung an Oberflachen-immobilisiertes
Plasmafibronektin.
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Abb. 34: Sensorgramm der Surface Plasmon Resonanz von rEmbp125 an Fibronektin-
Fragmente. Auf einem CM5 Sensor Chip wurden wie folgt Liganden immobilisiert: In der ersten
Flusszelle rFN4-7; in der zweiten Flusszelle rFN12-14. Nach Injektion des Analyten fiir 180
Sekunden lIasst sich eine verzogerte Dissoziation des Analyten vom Liganden feststellen.
Dieser Effekt findet sich bei Analytenkonzentrationen von 120 (max. RU-Ausschlag) bis 1,8
ug/mL (niedrigster RU-Ausschlag). Somit konnte eine Dosis-abhangige Bindung von rEmbp125
an Oberflachen-immobilisiertes rFN12-14 gezeigt werden.
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4. Diskussion

4.1

Charakteristika bakterielle Proteine mit Fibronektin-bindender Aktivitat

Bakterien der Spezies Staphylococcus epidermidis sind grampositive, fakultativ
anaerobe Kokken, die als Kommensalen, sowohl die Haut als auch die
Schleimhaute des Menschen kolonisieren [8]. In den letzten drei Jahrzehnten
hat die medizinische Bedeutung von S. epidermidis deutlich hinzugewonnen. S.
epidermidis ist inzwischen der fuhrende Erreger nosokomialer Infektionen [7].
Das pathogene Potenzial dieses Erregers begrundet sich im Wesentlichen
durch seine Fahigkeit Biofilme sowohl auf artifiziellen (z.B. Polymeren), wie
auch nativen Oberflachen auszubilden [86]. Ausgangspunkt der Biofilmbildung
ist die sogenannte primare Adharenz. Wahrend dieser Phase adharieren
Bakterien Uber spezifische und unspezifische Mechanismen an Oberflachen.
Adharenz-vermittelnde bakterielle Oberflachenstrukturen werden MSCRAMMSs
genannt [87], zu denen unter anderem Fibronektin-bindende Proteine gezahlt
werden. Fibronektinbindung konnte flur viele Bakterien demonstriert werden,
obwohl das eigentlich Fibronektin-bindende Molekul haufig noch nicht
identifiziert werden konnte [53]. Einige Fibronektin-bindende Proteine
humanmedizinisch relevanter Erreger wurden jedoch zwischenzeitlich
identifiziert und beschrieben [88-91]. Bei Staphylokokken ist das Fibronektin-
bindende Protein FnBPA von S. aureus [91] ausgiebig charakterisiert [92] und
kristallisiert [55] worden. Der Mechanismus der Fibronektinbindung konnte
molekular aufgeklart werden [54, 55]. FnBPA zeigt die typischen Elemente
Zellwand-gebundener Oberflachenproteine. So finden sich neben dem N-
terminalen Signalpeptid am C-Terminus eine zytoplasmatische Region, die
Uberwiegend positiv geladene Aminosauren enthalt, eine hydrophobe
Transmembranregion, das LPETG-Motiv zur kovalenten Verankerung am
Peptidoglykan und eine zellwandspannende Prolin-reiche Region. Die zentralen
Anteile des Proteins werden durch die am N-Terminus lokalisierte A-Domane
mit Fibrinogen-bindender Aktivitat und eine weiter C-terminal gelegene
ungeordnete Region, die aus 11 Fibronektin-bindenden Regionen (FnBRs)
besteht, gebildet [93].
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Abb. 35: Schematische Darstellung des Fibronectin Binding Protein A von S. aureus. N-
terminal befindet sich ein 36 Aminosauren langes Signalpeptid (SP), gefolgt von der Fibrinogen-
bindenden A-Doméane. Am C-Terminus befinden sich 11 Fibronektin-bindende Regionen
(FnBR), die zum Teil in den repetitiven Einheiten D1 bis D4 lokalisiert sind. Direkt
angeschlossen ist eine Prolin-reiche Region (PRR), die Verankerungsregion (inklusive des
LPETG-Motivs), einer hydrophoben Transmembranregion (TM) und einer zytoplasmatischen
Region (ZP) aus uberwiegend positiv geladenen Aminosauren.

Fibronektin/FnBPA-Interaktion findet im N-terminalen Abschnitt des
Fibronektinmolekuls im Bereich der Typ | Domane (2'5F1-Module) statt.
Fibronektin-bindende Aktivitat von FnBPA wurde bisher repetitiven Sequenzen
der D-Regionen nahe dem C-terminalen Ende zugeschrieben [91]. Aufgrund
neuer strukturbasierte Daten konnte die Fibronektinbindung nun in den etwa 40
Aminosauren langen Fibronektin-bindenden Regionen verortet werden [93]. So
konnte gezeigt werden, dass eine FNnBR mit vier F1-Modulen interagiert. Der
zugrunde liegende Mechanismus wurde als Tandem-f-Zipper unter anderem
bei Streptococcus agalactiae beschrieben [93]. Dabei kommt es zur Interaktion
einer p-Faltblattstruktur der bakteriellen FnBR in antiparalleler Ausrichtung zur
p-Faltblattstruktur der *°F1-Module der Fibronektin Typ | Domane. Hier wird
deutlich, dass ein FnBPA-Moleklul mit seinen insgesamt 11 FnBRs mehrere
Fibronektinmolekule gleichzeitig binden kann [55].

Das Extracellular Matrix Binding Protein Embp als Fibronektin-bindendes
Protein wird ebenfalls zur Gruppe der MSCRAMMs hinzugerechnet. Neben
seiner Funktion als Extrazellularmatrix bindendes Protein kommt Embp auch
Bedeutung in der Akkumulationsphase der Biofilmbildung zu. Insbesondere bei
icaADBC-negativen Stammen kann Embp auch eine Rolle in der interzellularen
Adharenz zugesprochen werden [43]. Die Analyse dieser Funktion war jedoch
nicht Kernziel der hier vorliegenden Arbeit. Vielmehr sollte bei diesem Projekt
die weitere Aufklarung der Interaktion des MSCRAMMs Embp und dem
extrazellularen Matrixprotein Fibronektin in den Vordergrund des Interesses
geruckt werden. Die Fibronektin-bindende Eigenschaft von Embp wurde bereits
nachgewiesen [41]. In der zitierten Arbeit konnten mittels Phage Display
Sequenzabschnitte identifiziert werden, deren Transkripte Fibronektin-bindende
Aktivitat aufwiesen. Diese Sequenzabschnitte lagen innerhalb des embp-Gens
im Bereich des sogenannten GA-Moduls (etwa nt27.400 bis nt28.300). Unter
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4.2

Verwendung rekombinanter Embp-Fragmente konnte einerseits eine
unabhangigen Bestatigung der Fibronektin-bindenden Aktivitdat von Embp
nachgewiesen und zusatzlich eine Erweiterung der Fibronektin-
Bindungsaktivitat fur die FIVAR-Region bewiesen werden [43].

Trotz funktioneller Gemeinsamkeit unterscheidet sich die molekulare Architektur
von Embp im Vergleich zu FnBPA. Embp verflugt ebenfalls Uber ein N-
terminales Signalpeptid, jedoch fehlen die im FnBPA-Molekdl gut
charakterisierten Fibronektin-bindenden Regionen. Auch die das Peptidoglykan
durchspannende Prolin-reiche Region und das LPETG-Motiv zur kovalenten
Verankerung an der Zellwand konnten im Embp nicht nachgewiesen werden.
Der exakte Mechanismus der Verankerung von Embp an der bakteriellen
Oberflache ist bisher unklar. Strukturell unterscheiden sich die Fibronektin-
bindenden Anteile von Empb und FnBPA deutlich. Die FnBRs in FnBPA zeigen
Uberwiegend eine p-Faltblattstruktur [55] wahrend zum Beispiel eine der
minimalen Fibronektin-bindende Einheit von Embp das rEmbp125 eine Tripel-a-
Helixstruktur aufweist (Buttner, Perbandt, Rohde, nicht publiziert) (siehe
Abbildung 37).

Bedeutung der Embp/Fibronektin-Interaktion fur die bakterielle Adharenz

an Oberflachen-organisiertes Fibronektin

Bisher blieb der exakte Mechanismus der Embp/Fibronektin-Interaktion unklar.
Erste Hinweise zeigten jedoch, dass die Interaktion von S. epidermidis mit
Oberflachen-immobilisiertem Fibronektin im Bereich des C-terminalen Endes
des Fibronektinmolekuls stattfinden [94, 95]. Nach der Identifikation von Embp
als Fibronektin-bindendes Protein von S. epidermidis [41], konnte die Bindung
von rekombinanten Embp-Fragmenten an C-terminale Fibronektin Typ |llI
Module nachgewiesen werden [43]. Ein Ziel dieser Arbeit sollte klaren, ob die
Interaktion von Embp mit C-terminalen Fn Typ Ill Modulen auch fur bakterielle
Adharenz von Bedeutung ist. Unter Berucksichtigung des modularen Aufbaus
von Embp, um die Bedeutung reprasentativer Abschnitte aus der FIVAR-
Region und dem GA-Modul fur die bakterielle Adharenz an Oberflachen-
immobilisiertem Fibronektin zu untersuchen, wurden diese in ftrans in

verschiedenen Staphylokokkenspezies exprimiert und deren Einfluss auf die

84



bakterielle Adharenz an Oberflachen-immobilisiertes Fibronektin untersucht. Bei
der phanotypischen Untersuchung der Transformanden zeigte sich, dass das
Antiserum a-rEmbp2588 sowohl mit dem in E. coli rekombinant exprimierten,
wie auch dem in trans in Staphylokokken exprimierten Embp-FIVAR7903-11079,
nicht aber mit dem Embp-GAFIVi3516.17079 reagiert. Des Weiteren konnte
beobachtet werden, dass das o-rEmbp6599-Serum lediglich mit dem
rekombinanten Protein rEmbp6599, nicht aber mit den in trans exprimierten
Embp-FIVAR7903-11079 0der Embp-GAFIV13516.17079 reagiert.

rekombinant exprimierte  TEmbp2588,,,, s TEMbP6599,5757.22080
Embp-Fragmente —
E?(port FIVAR-Region GA Modul DUF1542TM
signal
1 |
' I
in frans exprimierte Embp-FIVAR,40; 11076 Embp-GAFIV, ;1706

Embp-Fragmente

Abb. 36: Schematische Darstellung von Embp. Oberhalb sind die fur die Herstellung der
rekombinant in E. coli exprimierten Embp-Fragmente ausgewahlten Regionen dargestellt.
Unterhalb sind die Sequenzabschnitte eingezeichnet, die zur in frans Expression ausgewahlt
wurden. Die an den jeweiligen Fragmenten indizierten Nummern geben die exakte
Nukleotidposition bezogen auf die Embp-kodierende Sequenz des Stammes S. epidermidis
1585 wieder.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass es, trotz vermeintlicher struktureller
Ahnlichkeit, wahrscheinlich relevante immunogene Unterschiede innerhalb der
repetitiven Einheiten gibt. So konnte im GA-Modul eine Homologie von circa 37
% ermittelt werden. Innerhalb der 125 Aminosaure langen Module finden sich
lediglich sieben hochkonservierte Aminosauren (=90 % Homologie) (Buttner,
Perbandt, Rohde; nicht publiziert). In wie weit sich diese Unterschiede mit einer
biologischen Funktion korrelieren lassen, muss an dieser Stelle offen bleiben.
Es kann spekuliert werden, dass zum einen diese differentielle Immunogenitat
innerhalb definierter Regionen von Embp moglicherweise eine Rolle bei der
Immunevasion spielt. Solche Eigenschaften konnten zum Beispiel fur das Alpha
C Protein von S. agalactiae nachgewiesen werden [96]. Zum anderen konnte
diese auch als Surrogat unterschiedlicher Substratspezifitaten innerhalb von
Embp interpretiert werden. In der initialen Arbeit von Williams et al. wurde die
Bindung eines Phagen (pSE109FN) an Fibronektin dargestellt. pSE109FN
zeigte keine Bindungsaktivitat an Kollagen, Fibrinogen, Laminin oder
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Vitronektin, wohl aber — wenn auch in geringerem Ausmal® — Bindung an
Heparin, Hyaluronsaure und Plasminogen [41]. Soweit bekannt, wurden bisher
keine weiteren Untersuchungen publiziert, die sich mit weiteren moglichen
Substraten von Embp befassen. Mithilfe der Modifikation des Plasmides pHB2¢-
GAFIV13516.17079 durch Einflugen eines Myc-Tags hinter dem Exportsignal
(Wilde, Rohde; nicht publiziert), konnte schlieRlich auch die korrekte in trans
Expression von Embp-GAFIV13s16-17079 im Western Blot nachvollzogen werden.
Zusammenfassend konnen, die fur diese Arbeit erzeugten Transformanden,
TM300- und 1585xpHB2c-Embp-FIVAR7903-11079 Und pHB2¢-Embp-GAFI1V3516-
17079 als funktionell angesehen werden.

Mithilfe etablierter ELISA-Modelle fur bakterielle Adharenz konnte gezeigt
werden, dass Embp exprimierende Bakterien im Vergleich zu Embp-negativen
Stammen keinen Unterschied bei der Bindung an Polystyrol-Oberflachen
aufweisen. Wird jedoch das extrazellulare Matrixprotein Fibronektin auf diesen
Oberflachen immobilisiert, kommt es zu einer Steigerung der bakteriellen
Adharenz Embp exprimierender Stadmme gegenuber Embp-defizienten
Vergleichsstammen an so konditionierten Oberflachen. Interaktion auf
Proteinebene zwischen rekombinant in E. coli exprimiertem Protein rEmbp2588
aber auch rEmbp6599 mit Oberflachen-immobilisiertem Fibronektin konnte
sowohl mittels ELISA wie auch durch Surface Plasmon Resonanz dargestellt
werden [43].

In dieser Arbeit konnte erstmals die Bedeutung spezifischer Abschnitte des
Embp-Proteins fur die bakterielle Adharenz von Staphylokokken an
Oberflachen-immobilisiertes Fibronektin dargestellt werden. Hier zeigte sich,
dass sowohl in trans exprimiertes Embp-FIVAR7903-11079 wie auch Embp-
GAFIV13s16.17079 die bakterielle Adharenz an Oberflachen-immobilisiertes
Fibronektin ermdglichen. Eine Quantifizierung der Bindungsstarke der
verwendeten Konstrukte konnte durch die verwendeten Untersuchungs-
methoden nicht erreicht werden, sodass die Bewertung rein qualitativ
vorgenommen wurde. Inwiefern beziehungsweise in welchem Umfang die C-
terminalen DUF1542-Domanen an der Fibronektinbindung beteiligt sind, kann
hier nur orientierend beantwortet werden. Sowohl S. carnosus TM300 wie auch
S. epidermidis 1585, die in trans Embp-DUF15422g236-30612 €Xprimieren, zeigen

gegenuber den Embp-negativen Stammen eine deutlich gesteigerte Bindung an
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4.3

Oberflachen-immobilisiertes Fibronektin (Buttner, Rohde; nicht publiziert). Ein
wesentlicher Unterschied zwischen FNnBPA und Embp ist die Verankerung an
der Zelloberflache. Wahrend das FnBPA kovalent uber das LPETG-Motiv am
Peptidoglykan gebunden ist, ist die Verankerung des Embps unklar. Es kann
nicht ausgeschlossen werden, dass die Art der Verankerung ebenfalls Einfluss

auf die bakterielle Adharenz an Oberflachen-immobilisiertes Fibronektin hat.

Aufklarung der mechanistischen Grundlage der Embp-vermittelten
Fibronektinbindung

Nachdem gezeigt werden konnte, dass beide der oben genannten in trans
exprimierten Embp-Fragmente bakterielle Adharenz an Oberflachen-
immobilisiertes Fibronektin ermoglichen, galt es den exakten Mechanismus, der
hinter dieser Interaktion steht, aufzuklaren. Dabei stellte sich heraus, dass die
bisher im Wesentlichen bioinformatische Analyse der Embp-Struktur mittels
BLAST (http://blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) und S.MART
(http://smart.embl-heidelberg.de) ein unvollstandiges Bild zeigte. Die aus den
Vorhersagen der S.M.A.R.T-Analyse gezogenen Schlussfolgerungen mussten
im Zuge der weiteren Strukturanalyse modifiziert werden. So suggeriert das
Vorhandensein von ,FIVAR"- und ,GAFIV“-Domanen die Prasenz strukturell
unterschiedlicher Elemente, die, mit Bezug auf die Fibronektinbindung, ahnliche
Charakteristika auswiesen. Strukturbiologisch verbergen sich in der FIVAR-
Region sich wiederholende Einheiten aus jeweils 170 Aminosauren, wahrend
das GA-Modul aus 125 Aminosauren langen repetitiven Einheiten
zusammengesetzt ist. Die Struktur der minimalen GA-Modul-Baueinheit — hier
bezeichnet als rekombinantes Protein rEmbp125 — konnte mit hoher Auflosung
aufgeklart werden (Buttner, Perbandt, Rohde; nicht publiziert). Die Architektur
dieser repetitiven Einheiten beruht im Wesentlichen auf einer Tripel-a-Helix.
Diese Bauweise findet sich auch in den Baueinheiten des Embp-Homologs Ebh
von S. aureus [45]. Praliminare Strukturdaten fur die minimale Baueinheit der
FIVAR-Region — hier bezeichnet als rekombinantes Protein rEmbp170 —
konnten Uber bioinformatische Modelle (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-
TASSER/) generiert werden. Diese suggerieren ebenfalls eine o-helikale

Bauweise dieser Module. Sofern die bioinformatischen Vorhersagen sich
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experimentell bestatigen lassen, ware die Konsequenz, dass die FIVAR-Region
und das GA-Modul, jeweils basierend auf Tripel-a-Helices, strukturell hohe
Ahnlichkeit aufweisen. Somit kénnte spekuliert werden, dass die Fibronektin-
bindende Aktivitat beider Embp-Fragmente eine Konsequenz ihrer strukturellen
Ahnlichkeit ist.

Abb. 37: Roéntgen-Kristallstruktur von rEmbp125 (Auflésung 1,2 A). Die Baueinheit des
GA-Moduls zeigt eine durchgehende 33 Aminosduren lange oa-Helix, die jeweils von zwei
kiirzeren antiparallel verlaufenden a-Helices flankiert ist. Das Glycin an Position 1, Leucin an
Position 5, Glutamin an Position 27, Methionin an Position 58, Leucin an Position 61, Asparagin
an Position 80 und Leucin an Position 124 sind zu mindestens 90 % konserviert. Insgesamt
sind die Aminosauren im Mittel zu 37 % konserviert in den insgesamt 42 Baueinheiten des GA-
Moduls.

Um diese Hypothese weiter zu untermauern, wurden Bindungsversuche mit
rekombinanten Proteinen der minimalen Baueinheiten an Oberflachen-
immobilisiertes  Fibronektin durchgefuhrt. Sowohl rEmbp125, wie auch
rEmbp170 zeigten eine Dosis-abhangige Bindung an humanes
Plasmafibronektin im ELISA. Fur rEmbp125 konnte mithilfe der Surface
Plasmon Resonanz die Bindungsaktivitat bestatigt werden.

Die Bedeutung von Komponenten der Extrazellularmatrix fur die Adharenz von
Staphylokokken, explizit die Bedeutung von Fibronektin, konnte bereits Ende
der 1980er Jahre postuliert werden [32]. Auf die Beteiligung der C-terminalen
Fn Typ Il Domane bei der Interaktion von S. epidermidis und Fibronektin

konnte bereits vor einigen Jahren geschlossen werden [95]. Allerdings war der
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Bindungspartner auf Seiten von S. epidermidis damals noch unbekannt. Mit der
Beschreibung von Embp als Fibronektin-bindendes Protein [41] und der
weiteren Charakterisierung dieser Interaktion [43] konnte ein deutlicher
Wissenszuwachs erreicht werden, der hier als Ausgangspunkt fur die weitere
Charakterisierung benannt wurde. So war aus Voruntersuchungen bekannt,
dass die Embp-Fibronektin-Interaktion wahrscheinlich im Bereich der Typ Il
Domane des Fibronektinmoleklls am C-Terminus lokalisiert ist. Mithilfe eines
Far Western Blots, bei dem das rekombinant exprimierte rEmbp2588 gegen
verschiedene rekombinant erzeugte Typ |ll Subdomanen sowie das N-terminale
70kDa Fragment getestet wurde, konnten Reaktivitaten bei drei Fragmenten
(rFN10-12, rFN12-14 und rFN13-15) nachgewiesen werden [43]. Aufgrund
dieser Beobachtung wurde die Hypothese generiert, dass mdglicherweise die
C-terminale Heparinbindungsstelle an dieser Interaktion beteiligt sein konnte.
Diese wurde zuerst in den Typ Ill Subdomanen 13 und 14 lokalisiert [84], spater
im Wesentlichen in der Subdomane 13 mit lediglich geringer Beteiligung der
Subdomane 14 beschrieben [97]. Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden zwei
bakterielle Oberflachenproteine beschrieben, die im Bereich der C-terminalen
Heparinbindungsstelle ihre Zielsequenz haben. Zum einen ShdA, ein Auto-
Transporter in der auReren Membran von Salmonella Typhimurium, welches
durch Mimikry eines Heparin-ahnlichen Motivs mit der positiv geladenen
Heparinbindungsstelle interagiert [85]. Zum anderen wurde das Protein Pap31
von Bartonella henselae als Fibronektin-bindendes Protein dieser Spezies
beschrieben. Auch hier konnte die Bindungsstelle in der Typ Ill Subdomane 13
des Fibronektins identifiziert werden [98]. Bei Inhibitionsstudien mit S.
epidermidis 1585v unter Verwendung von Heparin konnte die Reduktion der
Bindung an Oberflachen-immobilisiertes Fibronektin dargestellt werden. Ebenso
liel sich die Bindung von S. carnosus TM300, der Embp-FIVAR7903-11079 in trans
exprimierte, in Anwesenheit von Heparin modulieren. Zur Kontrolle wurde
dieses Experiment mit S. carnosus TM300xpFNBA4 durchgefuhrt. Auch hier
zeigte sich eine Inhibition der Bindung an Fibronektin. Aufgrund dieser
Beobachtung entstandene Zweifel an der Spezifitat der Inhibition der Embp-
vermittelten Fibronektinbindung in Anwesenheit von Heparin, wurde ein
weiteres Kontrollexperiment durchgefuhrt. Dabei wurde mithilfe eines

monoklonalen Antikorpers (a-FNH3-8) die C-terminale Heparinbindungsstelle
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blockiert. Diese spezifische Blockade hatte keinen Effekt auf die Embp-
Fibronektin-Interaktion. Somit kann zwar weiterhin auf eine Beteiligung der C-
terminalen Fn Typ Il Domane, nicht jedoch auf die Beteiligung der Heparin-
bindungsstelle geschlossen werden.

Mithilfe rekombinant exprimierter Fibronektin Typ I[lI Subdomanen konnte
mittels ~ ELISA-Bindungsstudien  bakterielle = Adharenz, = sowohl von
TM300xpHB2c-FIVAR wie auch pHB2¢-GAFIV, an die Subdoméane rFN12-14,
nicht jedoch an das Kontrollfragment rEN4-7, nachgewiesen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass das 1 MDa
Extracellular Matrix Binding Protein Embp als ein Fibronektin-bindendes
Oberflachenprotein von S. epidermidis bezeichnet werden kann. Insbesondere
konnten Voruntersuchungen von Christner et al. dahingehend erweitert werden,
dass durch die strukturelle Charakterisierung der minimalen Baueinheiten der
FIVAR-Region und des GA-Moduls, deren Kapazitat zur Fibronektinbindung
molekular dargestellt werden konnte. Neben dieser Interaktion auf molekularer
Ebene konnte hier erstmals gezeigt werden, dass molekular unterschiedliche
Regionen (FIVAR-Region und GA-Modul) in der Lage sind, bakterielle
Adharenz an Oberflachen-immobilisiertes Fibronektin zu vermitteln. Es konnte
dargestellt werden, dass die Embp-Fibronektin-Interaktion im C-terminalen
Bereich der Typ Il Subdomane FN12-14 des Fibronektins lokalisiert ist. Die
dort ebenfalls vorhandene Heparinbindungsstelle konnte als Epitop

ausgeschlossen werden.
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5. Zusammenfassung

Staphylococcus epidermidis ist einer der bedeutendsten Erreger nosokomialer
Fremdmaterial-assoziierter Infektionen. Das pathogene Potential von S.
epidermidis beruht im Wesentlichen auf der Fahigkeit dieses Erregers Biofilme
zu etablieren. Diese schutzen die Bakterien einerseits vor dem Zugriff des
Immunsystems zum anderen sind die Bakterien in Biofilmen durch eine
Toleranz gegenuber antibakteriellen Wirkstoffen gekennzeichnet.
Therapeutische Konsequenz dieser Charakteristika ist haufig die Notwendigkeit
der Entfernung des infizierten Materials. Dieser Umstand verdeutlicht, dass
nicht nur hohe Kosten entstehen, sondern auch erhebliche gesundheitliche
Risiken fur Patienten resultieren. Somit stellt die Aufklarung der Pathogenese
dieser Infektionen eine alternativiose Notwendigkeit dar. Aus den so
gewonnenen Erkenntnissen konnen geeignete Strategien zur Pravention
und/oder neue therapeutische Konzepte entwickelt werden. Einen wichtigen
Ansatzpunkt stellt insbesondere die Interaktion zwischen Bakterium und
extrazellularer Matrix dar. Die bakterielle Adharenz ist eine wesentliche
Voraussetzung fur die Kolonisation von medizinischen Implantaten und die
anschlieende Ausbildung einer Fremdmaterial-assoziierten Infektion.
Fibronektin (Fn) als ubiquitar vorhandene Komponente der extrazellularen
Matrix nimmt hier eine besondere Stellung ein. Ziel dieser Arbeit war es, die
Funktion des S. epidermidis Extracellular matrix binding protein (Embp) bei der
Adharenz an immobilisiertes Fn zu charakterisieren und die molekularen
Determinanten dieser Interaktion zu beschreiben. So kann gezeigt werden,
dass die Interaktion von Embp mit Fn bakterielle Adharenz an Fn-beschichtete
Oberflachen vermittelt. Im Gegensatz zum Fibronectin binding protein A
(FNnBPA), einem Fibronektin-bindenden Protein von Staphylococcus aureus,
interagiert Embp nur mit Oberflachen-gebundenem Fn und ist nicht in der Lage
gelostes Fn auf die Bakterienoberflache zu rekrutieren. Des Weiteren kann
gezeigt werden, dass die Bindung des Embp an Fn Uber ein Epitop innerhalb
der Fn Typ lll Domane, genauer FN12, erfolgt. Dieses Epitop befindet sich
aulderhalb der dort ebenfalls lokalisierten C-terminalen Heparinbindungsstelle
(Hep-II).
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Zusammengefasst konnen hier erste Erkenntnisse eines bisher flr
Staphylokokken nicht beschriebenen Mechanismus der Interaktion mit
Fibronektin beschrieben werden.
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Summary

Staphylococcus epidermidis is a leading causative agent in hospital-acquired,
foreign material-associated infections. The great success of this pathogen is at
least in part attributable to the species” biofilm forming capability. Biofilm
formation occurs in separate phases, being initiated during primary attachment
of bacterial cells to artificial or native surfaces. Adherence allows for the
subsequent bacterial proliferation and organization of a multi-layered biofilm
architecture at the site of infection. In the present work the interaction of giant 1
MDa extracellular matrix binding protein (Embp) of Staphylococcus epidermidis
and fibronectin (Fn) and its contribution in primary attachment was further
elucidated.

The experiments primarily focused on defined Embp sections (i.e. FIVAR region
and GA module) and their individual contribution to bacterial interactions with
surface organized Fn. S. carnosus TM300 was used as a surrogate host to
express defined truncated Embp isoforms. These isoforms comprised parts of
the FIVAR region (Embp-FIVAR7903-11079) Or the GA module (Embp-GAFIV13516-
17079) in conjunction with an N-terminal export signal and a C-terminal,
anticipated cell wall binding region. By this genetic approach, functional
evidence was obtained showing that Embp-FIVAR7903.11079 and Embp-
GAFIV13516.17079 are likewise sufficient for bacterial adherence to Fn. Using the
Embp-FIVAR7903-11079 and Embp-GAFIV13s516.17079 in  trans expressing S.
carnosus strains in adherence assays, the crucial importance of Fn type Il
repeats 12-14 for the interaction was demonstrated. A functional contribution of
an internal heparin binding site located with FN12-14 was ruled out.

In addition, another aim of this work was to dissect the interaction of Embp and
Fn on a biochemical level. Relying on structural analysis, a 170 amino acid
repeat was found to be core structural element within the FIVAR region, while
within the GA module a 125 amino acid repeat was identified as the apparent
minimal structural unit. Recombinant rEmbp170 and rEmbp125 were used in
ELISA- and surface plasmon resonance- (SPR-) assays to demonstrate that
both structural unit possess fibronectin binding capacity. Both proteins showed
specific binding to FN12-14.
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Taken together Embp is sufficient for Fn binding S. epidermidis. The FIVAR
region as well as the GA module both contribute to bacterial adherence. The
involvement of the Fn type lll repeat 12 has so far never been described in
staphylococci. Especially the exclusion of the C-terminal heparin binding site
which has been shown to be important for Salmonella enterica protein ShdA-
mediated Fn binding supports the idea that Embp uses a so far undescribed

mechanism for interactions with Fn.
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6. Abklirzungen

A

o- Antikorper (gegen-)

Abb. Abbildung

AP Alkalische Phosphatase

B

BHI Brain Heart Infusion

C

D

DB Dot Blot

DNA Desoxyribonukleinsaure

DUF Domain of Unknown Function

E

eDNA extrazellulare DNA

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Embp Extracellular matrix binding protein
F

FIVAR Found in various Architectures

FnBPA Fibronectin binding protein A
FNX-X Fibronektin Typ Ill Subdomane

G

GA G-related albumine-binding domain

H

|

IFT Immunfluoreszenztest

ini. (Aqua ad ini.) Wasser zu Injektionszwecken
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

J

K

KNS Koagulase-negative Staphylokokken

L

A Wellenlange (in nm)

LB Luria Bertani

M

min Minute

MSCRAMMMicrobial surface component recognizing adhesive matrix molecule
N

NiNTA Nickel**-Nitrilotriessigsaure

nt nucleotide
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P
PBE Plaque-bildende Einheiten
PBS Phosphate buffered saline
PBS/T PBS mit 0,005 % Tween-20
PCR Polymerasekettenreaktion

Q

R

RE Restriktionsendonuklease
rpm rounds per minute

S

S. Staphylococcus

sek Sekunde

SAP Shrimp Alkaline Phosphatase
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SPR Surface Plasmon Resonance
St. Streptococcus

STA Staphylococcal Typing Agar
T

TA Teichonsauren

Tab. Tabelle

™ Transmembranregion

TSB Trypticase Soy Broth

U

uv Ultraviolett

\'

Vv Volt

w

wiv weight/volume

X

Y

V4

ZVK Zentralvenoser Katheter
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