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1. EINLEITUNG

1.1 Klinische Relevanz von S. epidermidis im Kontext Fremdmaterial-assoziierter
Infektionen

Koagulase-negative Staphylokokken (KNS) besiedeln die Haut eines jeden Menschen. Die
Spezies Staphylococcus epidermidis ist unter den KNS die am weitesten verbreitete Spezies
und besiedelt sowohl feuchte, fettende und trockene Nischen der Haut (Otto, 2012, Oh et
al., 2016). Als Bestandteil der Normalflora der Haut besitzt S. epidermidis schiitzende
Eigenschaften, die am ehesten durch Kompetition mit potentiell hautpathogenen Erregern
erwachsen. Beispielsweise konnten einige Studien einen protektiven Effekt von S.
epidermidis gegeniiber Staphylococcus aureus induzierter Hautinflammation bei Patienten
mit atopischer Dermatitis nachweisen (Williams and Gallo, 2015).

Trotz der herausragenden Bedeutung von S. epidermidis als Bestandteil der physiologischen
Hautflora, hat dieser in den letzten Jahrzehnten vor allem als Erreger nosokomialer
Infektionen an Bedeutung gewonnen. Insbesondere die Entwicklung der modernen
Intensivmedizin und Onkologie geht mit der Zunahme eines neuen, hoch-vulnerablen
Patientenkollektivs einher, welches durch seine Grunderkrankung sowie invasive,
Fremdmaterial-gestiitzte medizinische MaBnahmen einem besonderen Risiko fiir die
Entwicklung nosokomialer Infektionen unterliegt (Horasan et al., 2011, Rubio et al., 1994,
von Eiff et al., 2006, von Eiff et al., 2005, Becker et al., 2014). So entwickelten sich KNS
und insbesondere S. epidermidis zu den hiufigsten Erregern nosokomialer
Blutstrominfektionen (BSI) (Hugonnet et al., 2004, Geffers and Gastmeier, 2011). Bei
allogen-stammzelltransplantierten Kindern lag der Prozentsatz an S. epidermidis
Blutstrominfektionen (ZVK-assoziierten Infektionen sog. CLABSI und BSI) in einer Studie
bei 77.7% (Amancio et al., 2020). Schitzungen gehen von bis zu 414 000 jihrlichen Féllen
von nosokomialen BSI in Europa mit einer Mortalitdt von bis zu 32% aus (Goto and Al-
Hasan, 2013). Zentralvendse Katheter sind hier der haufigste Fokus (Johnston and Conly,
2005).

Neben zentralen und peripheren vendsen Kathetern sind Fremdmaterialien, wie kiinstliche
Herzklappen (Hill et al., 2006, Alonso-Valle et al., 2010), Liquorshunts (Scheithauer et al.,
2009) und kiinstliche Gelenke (Zimmerli et al., 2004, Peel et al., 2012), haufige Foci
schwerer, nosokomial erworbener Infektionen (Hoiby et al., 2015, Becker et al., 2014,

Becker et al., 2020).



Beispielsweise erleiden bis zu 2.5 % der Patienten nach Implantation einer Hiift- oder
Knieendoprothese im spéteren Verlauf eine Infektion (15-18). Auch hier ist S. epidermidis
einer der filhrenden Erreger mit einem Anteil von bis zu 30% (Tande and Patel, 2014).

Die besondere Bedeutung von S. epidermidis als Erreger dieser Infektionen erklart sich
einerseits aus seinem Standort auf der menschlichen Haut. Die Inokulation des Erregers auf
das etwaige Fremdmaterial geschieht oft schon bei der priméren Implantation (O'Toole et
al., 2000, Otto, 2009). Andererseits ist seine Féhigkeit, Biofilme auf abiotischen

Oberflachen zu bilden, von herausragender Bedeutung.

1.2 Biofilmbildung

Biofilme sind residente bakterielle Populationen, welche durch eine komplexe extrazelluldre
Matrix, bestehend aus Kohlenhydrat-basierten Molekiilen, Proteinen und extrazelluldrer
DNA, aufgebaut werden. Innerhalb dieser Struktur liegt die einzelne Bakterienzelle in
einem, im Vergleich zum planktonischen Lebensstil, verdnderten Zustand eingebettet
(Resch et al., 2005, Yao et al., 2005a). Innerhalb des Biofilms zeigen S. epidermidis Zellen
eine erhohte Toleranz gegeniiber Antibiotikaexposition und sind zumindest zum Teil vor
Phagozytose durch Makrophagen geschiitzt. Biofilmfaktoren, wie zum Beispiel PIA oder
Aap (s. u.), reduzieren die Immunantwort von Makrophagen, sodass es zu einer signifikant
niedrigeren Expression von NF-kB (um 88%) und II-18 (um 68-83%) kam. Durch y-
Polyglutaminsdure (PGA) ist in S. epidermidis zusitzlich eine Biofilmbildung in toxischen,
hyperosmolaren Umgebungen mdoglich (Schommer et al., 2011, Costerton et al., 1999,
Kocianova et al., 2005, Foster, 2005). Der Schutz durch die Biofilmmatrix sowie die damit
einhergehende Wachstumsform des Erregers erkldren den chronischen Verlauf der meisten
Biofilm-assoziierten Infektionen (Yao et al., 2005a).

Die Biofilmbildung ldsst sich in mehrere, nacheinander ablaufende Phasen unterteilen:
Initiale Adhdrenz, Biofilmakkumulation und Biofilmaufldsung (detachment) (Abbildung 2).
Diese Phasen sind nicht klar voneinander trennbar, sondern gehen flieend ineinander tiber

(Becker et al., 2014, Mack et al., 2008, Otto, 2009, Rohde et al., 2010).



Planktonische Zellen Initiale Adhdrenz an polymeres Biofilmakkumulation, Proliferation und Ablosung (detachment)

Fremdmaterial Reifung
7 i
T
gy g
N S P
J *?""97 } Ao
s T
MR S 3
e \\)\b t:ql‘ ] “&,
k" i ae k:v\. ; e
g D Tk A e
[ B . § A 2] P Lo »
T O J R s 4 e
Ia. \ 1L 111
Native Adhérenz Konditionierte Adhirenz

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Ablaufs der Biofilmbildung mit Beteiligung der jeweiligen
Biofilmfaktoren von S. epidermidis. Die einzelnen Phasen der Biofilmbildung gehen flieBend ineinander iiber.
Biofilmbildung wird durch die Adhérenz der frei im Blutstrom zirkulierender Erreger (Ia.) an der zu besiedelnden
Oberfliche/Fremdmaterial initiiert (Ib). Hierbei wird die native (Besiedelung von Fremdmaterial wie Plastik/Polyethylen)
von der konditionierten Adhérenz (Besiedelung von Fremdmaterialen, die mit einer Schicht extrazelluldrer Matrix wie
Fibronektin, Kollagen, Vitronektin etc. umschlossen sind) unterschieden. Hieran sind unspezifische physiko-chemische
Mechanismen wie auch spezifische Faktoren (AtIE, Aae, Teichonsduren) beteiligt. Danach beginnt unter Vermittlung von
spezifischen Proteinen, Exopolysacchariden und eDNA die Akkumulation und Reifung des Biofilms (IL.). Die Freisetzung
von Bakterien aus dem Biofilm (detachment) (I11.) erfolgt unter anderem durch spaltende Enzyme und Tenside (Vuong
and Otto, 2002b). Abbildung adaptiert von Vuong C und Otto M; 2004 (Vuong and Otto, 2002b)

1.2.1 Initiale Adhérenz

In der ersten Phase der Adhédrenz wird die Anhaftung von S. epidermidis auf artifiziellen
(Plastik/Polyethylen), artifiziell-konditionierten (artifizielle Oberflichen bedeckt mit
humaner extrazelluldrer Matrix) und natiirlichen Oberfldchen (z.B. Knochen) hauptsichlich
durch Protein-Faktoren und eDNA vermittelt. (Becker et al., 2014, Heilmann et al., 1997,
Biittner et al., 2015, Rohde et al., 2010, Rohde et al., 2005, Rohde et al., 2007, Mack et al.,
2008, Schaeffer et al., 2015, Biittner et al., 2020).

1.2.1.1 Serine-Aspartat Repeat Proteine (Sdr)

Serine-Aspartat Repeat (Sdr) Proteine gehdren zu der iibergeordneten Gruppe der
"Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules" (MSCRAMMs),
welche mit ihrer LPXTG-Motif-Doméne kovalent in der Zellwand verankert sind und
gleichzeitig an spezifische Komponenten der Extrazelluldren Matrix des Biofilms binden
(Adhérenz an artifizielle konditionierte Oberflachen) (Pei et al., 1999, Nilsson et al., 1998,
Hartford et al., 2001). SdrG hat eine Bindedomine fiir die 3-Kette des Fibrinogens und wird



deshalb auch “Fibrinogen binding protein” (Fbe) genannt, SdrF bindet an Kollagen
(Arrecubieta et al., 2007, Bowden et al., 2008). Neben den Sdr Proteinen spielt das 1 Mda
“Extracellular matrix binding protein” (Embp) mit seiner Bindung am Fibronektin bei der

initialen Adhérenz eine Rolle (Williams et al., 2002).

1.2.1.2 AItE, Aae und eDNA

AtIE ist eine 115 kDa schwere Hydrolase und bindet zum einen direkt an Polyethylen
(artifiziell-konditionierten Oberflachen) und spaltet zum anderen als Hydrolase Zellwand-
Peptidoglykane und fiihrt damit zu einer Depolarisation der Zellwand (Otto, 2014, Biswas
et al., 2006). Hierdurch wird das Anlagern an das unpolare Polyethylen, als auch die
Freisetzung von extrazellulirer DNA (eDNA) beglinstigt (Izano et al., 2008, Qin et al., 2007,
Whitchurch, 2002). Extrazelluldre DNA (eDNA) spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der
initialen Adhéirenz. Das Hinzufiigen von DNAse fiihrte in Versuchen dazu, dass Biofilme in
S. epidermidis destabilisiert werden konnten. Extrazellulire DNA wird in S. epidermidis
unter anderem durch das Autolysin AtIE freigesetzt. Zusétzlich bindet AtIE direkt an
Polyethylen sowie an den ECM-Bestandteil Vitronektin (Izano et al., 2008, Qin et al., 2007,
Whitchurch, 2002). Ein weiteres Autolysin ist das 35 kDa Zellwand-assoziierte Autolysin
und Adhisin Aae, welches bakteriolytisch aktiv ist und ebenfalls an Vitronektin, Fibrinogen

und Fibronektin bindet (Heilmann et al., 2003, Foster, 2020).

1.2.2 Akkumulationsphase

An die Phase der initialen Adhérenz schlief3t sich die Phase der Akkumulation an. In dieser
steht die Reifung des Biofilms zu einem mehrschichten, komplexen Konsortium im
Vordergrund. In der Akkumulationsphase werden interzelluldre Adhésine exprimiert, und
es entsteht durch Zell-Zellinteraktionen ein mehrschichtiger Biofilm (Costerton et al., 1995).
Proteine, eDNA und das Polysaccharide Intercellular Adhesin (PIA) sind fiir die
Akkumulation und Reifung des Biofilms von besonderer Bedeutung (Becker et al., 2020).

1.2.2.1 Polysaccharide Intercellular Adhesin (PIA)

Polysaccharide Intercellular Adhesin (PIA) war einer der ersten spezifischen Faktoren, der
biochemisch charakterisiert und fiir den eine unmittelbare Beteiligung an der S. epidermidis
Biofilmbildung gezeigt werden konnte.

Die Bedeutung von PIA konnte im Ratten-ZVK-Infektionsmodell gezeigt werden, in

welchem PIA-positive Stimme signifikant hdufiger zu Abszessen fiihrten oder ZVK-



Infektionen ausldsten, als PIA-negative Stimme. Zugleich haben PIA-positive Stimme eine
hohe klinische Privalenz (73%) (Rohde et al., 2007), und man ging zeitweise davon aus,
dass PIA fiir die Biofilmbildung unabdingbar sei (Rohde et al., 2007, Rupp et al., 1999,
Mack et al., 1996). Es konnte jedoch spéter gezeigt werden, dass es auch klinisch relevante
PIA-negative Stimme gibt, welche einen hauptséchlich Protein-basierten Biofilm ausbilden.
Ein Beispiel ist der Stamm S. epidermidis 5179, bei welchem das Protein Aap eine
bedeutende Rolle spielt (s. u.) (Rohde et al., 2005).

PIA kann nach Aufreinigung aus lebenden Biofilmen, mittels chromatographischer
Methoden, in zwei biochemisch unterschiedliche Formen getrennt werden, welche als
Polysaccharid I und Polysaccharid II benannt werden (Mack et al., 1994). Polysaccharid 11
macht 80% des gesamten PIAs aus (Mack et al., 1996). 80-85% des Polysaccharids II sind
N-acetyliert und deshalb negativ geladen. 20% der nicht-acetylierten Enden sind positiv
geladen und konnen mit den negativ geladenen Teichonsduren, welche sich auf der
Zellwandoberfliche der Bakterien befinden, elektrostatisch interagieren und somit die
interzellulire Adhérenz verstirken (Vuong et al., 2004, Kaplan et al., 2004, Becker et al.,
2014). Zusitzlich wirkt PIA auch als Himagglutinin, also als Virulenzfaktor, der Blutzellen
verklumpen lisst (Fey et al., 1999). Die Synthese von PIA erfolgt durch das icaADBC
Operon, wobei IcaA und IcaD Aminogylcan-Monomere enzymatisch elongieren und IcaC
die entstandenen Ketten exportiert. IcaB ist fiir die Deacetylierung extrazelluldr zustindig
(Vuong et al., 2004, Otto, 2009). Die PIA-Synthese wird durch viele Regulatoren beeinflusst
(z. B. IcaR, SarA, and c®) (Sadykov et al., 2008).

1.2.2.1.1 Regulation von PIA

Die transkriptionelle Regulation des icad DBC-Operon wurde eingehend untersucht. Hierbei
sind neben dem Tricarbonséure (TCA)-Zyklus und weiteren Regulatoren vor allem SarA
und der Stressfaktor Sigma B beteiligt (Knobloch et al., 2004).

IcaR ist der primére Negativregulator von PIA, auf den viele globale Regulatoren wirken.
Uber ihn nimmt der TCA-Zyklus Einfluss auf die PIA-Synthese, genauso wie Sigma B.
SarA bildet eine Ausnahme, da es direkt auf IcaA wirkt.

Der Tricarbonsdure (TCA)-Zyklus stellt eine direkte Verbindung zwischen PIA Produktion
und dem Metabolismus des Bakteriums, bzw. dessen Umfeldes, dar. Wird dieser Zyklus

durch Stress (Eisenmangel, Calciummangel etc.) deaktiviert, resultiert daraus eine starke

10



Enthemmung der PIA-Produktion (Abbildung 2) (Vuong et al., 2005, Sadykov et al., 2008,
Mekalanos, 1992).

Sigma B ist ein weiterer Stressregulator, welcher zum Beispiel durch NaCl oder Alkohol
aktiviert wird und dann zu einer verstirkten Biofilmbildung und PIA Produktion fiihrt
(Abbildung 2) (Vuong and Otto, 2002a, Knobloch et al., 2001, Wang et al., 2010).

Als dritter starker Effektor des icaADBC-Operon gilt SarA. SarA bindet hierbei nicht an
icaR, den Hautregulator, sondern hat eine hohe Affinitit zu icad, ist also ein direkter
Regulator (s. u.). SarA induziert die Transkription am icaADBC-Operon (Tormo et al.,
2005). Zu der Gruppe der Sar Paralogen gehort neben SarA auch SarZ und SarX.

SarZ scheint die Biofilmbildung durch die Induktion des icaADBC Operons in S.
epidermidis zu fordern, die genaue Interaktion konnte bisher noch nicht gezeigt werden
(Wang et al., 2008a). SarZ steigert zusétzlich die Virulenz von S. epidermidis, wie im
Ratten-Modell gezeigt werden konnte (Wang et al., 2010, Wang et al., 2008b). SarX wirkt
direkt am icaADBC Operon und erhoht dort ebenfalls die Transkription (Rowe et al., 2011).

S. epidermidis

icaR icaADBC

Abbildung 2: Diagramm der Regulation von icaR und icaADBC in S. epidermidis. Linien mit Pfeil stellen
Aktivierungen da. Linien, die mit einem “x” enden stehen fiir Repression. Gestrichelte Linien zeigen eine geringe

Aktivierung bzw. Repression (Cerca et al., 2008). Abbildung entnommen aus Cerca et al. 2008 (Cerca et al., 2008)

Neben den PIA-abhingigen Biofilmen gibt es ebenfalls PIA-unabhédngige Biofilme. Bei
diesen Protein-basierten Biofilmen spielen Faktoren wie AtIE (s.0.), Embp oder Aap und
extrazellulire DNA (s.o.) eine Rolle (Rohde et al., 2005, Christner et al., 2010, Biittner et
al., 2020, Biittner et al., 2015).
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1.2.2.2 Extracellular matrix binding protein (Embp)

Das Extracellular matrix binding protein (Embp) ist ein 1 MDa grof3es Protein und besitzt
21 Found-In-Various-Architectures (FIVAR) und 38 G-related-albumin-binding (GA)
Doménen (Christner et al., 2010). Embp nimmt auf die initiale Adhdrenz und auf die
Akkumulation Einfluss.

Die FIVAR- und GA-Dominen sind fiir die Bindung an Fibronektin verantwortlich und
somit bedeutsam fiir die initiale Adhdrenz (Christner et al., 2010). Fibronektin (250kDa) ist
ein ubiquitdr vorkommendes Protein der extrazelluliren Matrix im menschlichen Korper.
Bis jetzt wurden ca. 100 Fibronektin-bindende Proteine identifiziert und die Funktion von
Embp als interzelluldres Adhisin mit diesen konnte gezeigt werden (Christner et al., 2010,
Prabhakaran et al., 2009, Biittner et al., 2020). Das externe Hinzufiigen von FIVAR-GA
Fragmenten erhohte ebenfalls die interzellulire Adhédsion und damit ebenfalls die
Akkumulation (Christner et al., 2010, Biittner et al., 2020, Christner et al., 2012).
Interessanterweise wird Embp nicht regelhaft unter Standardkulturbedingungen in vitro
(z.B. im Kohlenstoff-reichen Tryptic Soy Medium) exprimiert, sondern erst in Anwesenheit
von Serum (Christner et al., 2010). In Serum konnte erst durch die Inaktivierung von sar4
in 1585 ein Biofilm-positiver Phénotyp erzeugt werden. SarA scheint somit ein
Negativregulator von Embp zu sein (s.u.) (Christner et al., 2012). Mit Hilfe von Embp
konnten klinische Isolate einen PIA-negativen und Aap-negativen Biofilm bilden (Christner

etal., 2010).

1.2.2.3 Accumulation assocciated protein (Aap)

Das Accumulation assocciated protein (Aap) ist ein 140-kDa Oberflichenprotein mit
LPXTG-Motif und damit fest an der Zellwand verankert (Heilmann et al., 1997). Es besteht
aus zwei Doménen, der A- und der B-Domine. Wihrend der Adhédrenzphase bindet Aap
iiber die Domédne A an abiotischen Oberflichen (Conlon et al., 2014, Foster, 2020). Nach
dem enzymatischen Abspalten der A-Doméne durch die Matrixmetalloprotease SepA in der
Akkumulationsphase wird Aap zu einem funktionell aktiven, interzelluldren Adhisin
(Abbildung 3) (Rohde et al., 2005, Paharik et al., 2017). Es zeigt sich, dass ein Biofilm-
negativer Stamm durch in-Trans Expression der Doméne B Biofilm-positiv wurde (Rohde
et al., 2005, Conrady et al., 2008, Geoghegan et al., 2010). Aap ist in der Lage, unabhingig
von PIA und Embp, einen Biofilm zu bilden. Die A-Doméne scheint ebenfalls bei der

initialen Adhirenz an Keratinozyten eine Rolle zu spielen und mit Sbp zu interagieren (s.u.)

12



(Macintosh et al., 2009, Decker et al., 2015). Eine weitere Interaktion besteht zwischen Aap
und dem Small Basic Protein (Sbp) (Abbildung 3) (Decker et al., 2015).

Abbildung 3: Interaktionen von Aap innerhalb der Biofilmbildung: Die intakte A-Doméne ermdglicht die Adhdrenz
an abiotischen Oberflachen. In der Akkumulationsphase wird die Doméne A durch SepA abgespalten, sodass die Doméne-
B als Adhésin die Akkumulation fordert. Das Small Basic Protein (Sbp) fordert die Zink-abhéngige Akkumulation
zwischen den B-Doménen , sodass sich Amyloidfibrillen bilden (Foster, 2020). Abbildung entnommen aus Foster 2020

(Foster, 2020)

1.2.2.4 Small Basic Protein (Sbp)

Das Small Basic Protein (Sbp) konnte erst kiirzlich als weiterer funktioneller Faktor der S.
epidermidis Biofilmbildung identifiziert werden (Decker et al., 2015). Sbp scheint hierbei
eine pleiotrope Funktion zu besitzen, die in der Phase der Adhédrenz wie auch der
Akkumulation eine Rolle spielt. Das Protein kann somit ebenfalls in die Gruppe der
multifunktionalen Biofilmproteine eingeordnet werden (Decker et al., 2015).

Bei Sbp handelt es sich um ein 18 kDa Protein mit einem N-terminalen Exportsignal.

Das 513nt kleine sbp-Gen lésst sich ubiquitér in klinischen und kommensalen S. epidermidis
Isolaten nachweisen (Decker et al., 2015). So waren in 52/52 der klinischen Isolate aus
Protheseninfektionen und in 40/40 Stimmen aus Nasenabstrichen das shp-Gen nachweisbar
(Rohde et al., 2004, Rohde et al., 2007).

Die zentrale Rolle von Sbp in der Biofilm-abhingigen Pathogenese von S. epidermidis
Fremdmaterialinfektionen konnte im Tiermodell nachgewiesen werden. Der sbp-positive

und icaADBC-negative Stamm 1585 persistierte iiber sieben Tage im Maus-Venenkatheter-
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Infektionsmodell, wiahrend der Sbp-knock-out Stamm 1585Asbp keine Infektion etablieren
konnte (Decker et al., 2015). Sbp ist somit essentiell fiir die Virulenz und die Entstehung
von PIA-unabhdngigen, Protein-basierten Biofilmen.

Die Untersuchung von Sbp in dem Stamm 1457, welcher einen hauptséchlich PIA-basierten
Biofilm produziert, konnte weitere Erkenntnisse {iber die regulatorische Interaktion von Sbp
mit anderen Bestandteilen des Biofilms erbringen.

Die Inaktivierung von shp flihrt auf diesem genetischen Hintergrund zu einer Verminderung
der Biofilmbildung in vitro. Die Reduktion der Biofilmbildung kann zumindest teilweise
auf eine reduzierte PIA-Produktion in 1457Asbp zuriickgefiihrt werden (Decker et al.,
2015). Die in trans Expression von icaADBC in 1457Asbp unter Kontrolle eines
induzierbaren Promotors restituierte den Biofilm-Phénotyp. Zusétzlich war in 1457Asbp das
icaADBC-Operon signifikant niedriger exprimiert als in 1457. Sbp hat somit ebenfalls einen
Einfluss auf die PIA-abhingige Biofilmbildung. Die genaue Interaktion von Sbp mit PIA
und somit der genaue Einfluss auf die Akkumulation ist jedoch noch unbekannt (Abbildung
4) (Decker et al., 2015). Der Einfluss auf die PIA-abhingige Biofilmbildung durch Sbp ist
jedoch wahrscheinlich eher indirekter Natur, und die regulatorischen Zusammenhinge

bediirfen einer weiterfithrenden Analyse.

Zusitzlich spielt Sbp nicht nur wihrend der Akkumulationsphase eine Rolle, sondern auch
wihrend der initialen Adhédrenz und beim sogenannten ,,Surface Priming®. Unter Surface
Priming versteht man das Anhaften von Sbp an Plastikoberfldchen, um eine suffiziente
Biofilmakkumulation zu gewihrleisten (Abbildung 4). Sbp scheint die Adhirenz an
Fremdmaterialien zu stabilisieren und in Knock-out Mutanten (14574sbp) durch das
Hinzufligen von externen rekombinantem Sbp (rSbp) wieder herzustellen (Decker et al.,

2015).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der einzelnen Funktionen von Sbp. Freie S. epidermidis mit
zellwandgebundenen Sbp adhérieren an artifizieller Oberfliche. Beim “Surface Priming” stabilisiert Sbp die Bildung eines
Biofilms als eine Verbindung zwischen Bakterien und Oberfliche. Wéhrend der “Biofilmakkumulation” interagieren zwei
Aap Molekiile iiber die Doméne B miteinander, wobei Sbp als Amyloidfibrille die nicht-kovalente Bindung zwischen den
beiden Doménen erzeugt. Zusatzlich interagiert Sbp mit PIA auf bisher ungeklarte Weise (Decker et al., 2015). Abbildung
entnommen aus Decker et al. 2015 (Decker et al., 2015)

Im weiteren Verlauf entdeckten Decker et al, dass Sbp mit der Doméne B von Aap
interagiert, welche sowohl bei der Interaktion mit Keratinozyten (initiale Adhérenz)
(Macintosh et al., 2009), wie auch als interzellulires Adhésin (Akkumulationsphase) eine
Rolle spielt. Diese Beobachtung stiitzte die These des ,,Surface Priming (Phase zwischen

initiale Adhirenz und Akkumulation) zusétzlich (Abbildung 4).

Biochemische Analysen zeigen, dass Sbp direkt mit der B-Doméne von Aap interagiert. Die
B-Doméne von Aap ist funktional ein Zink-bindendes Protein, und die Bindung zu Sbp
scheint durch Zink-lonen begiinstigt zu werden. Andere ebenfalls zweifach-positiv-
geladene Ionen, wie Magnesium (Mg?"), weisen diesen Effekt nicht auf (Decker et al., 2015,
Conrady et al., 2013). Die Bindung zwischen zwei B-Doménen von Aap wird somit durch

Sbp ermoglicht, welches hierbei die Rolle von funktionellen Amyloidfibrillen iibernimmt
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und als Gertistprotein fungiert (Wang et al., 2018, Decker et al., 2015). Somit hat Sbp
zusitzlich Relevanz bei der Aap-abhidngigen Biofilmbildung.

Decker et al. beobachten ebenfalls, dass die rdumliche Verteilung von Sbp im Biofilm,
anders als zum Beispiel bei PIA, nicht gleichméBig ist, sondern dass es bestimmte Schichten
im Biofilm gibt, in denen Sbp stirker vorhanden ist (Abbildung 5). In der
Fluoreszenzmikroskopie von Sbp im Biofilm zeigt sich eine stirkere Anhdufung von Sbp in
den tiefen, dem Plastik zugewandten Biofilmschichten, was vermuten lésst, dass Sbp bei der
direkten Bindung an Fremdmaterialien eine Rolle spielt. Diese Beobachtung stiitzt noch

einmal die Theorie des Surface Primings (Abbildung 3) (Decker et al., 2015).
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Abbildung 5:Verteilung von Sbp, PIA und S. epidermidis Bakterienzellen innerhalb des Biofilms. Konfokale Laser
Mikroskopie von einer S. epidermidis 1457 Ubernachtkultur. Die Firbung der Bakterienzellen erfolgte mit dem ©-
Farbstoff DAPI (blau), PIA und Sbp mit Hilfe von Alexa 568 wheat germ agglutinin (rot) und rabbit anti-rSbp / anti-
rabbitlgG-Alexa488 (griin). Hierbei zeigt (A) die zweidimensionale Ansicht entlang der XY / XZ Achsen (Scale bar =
2um) und (B) die dreidimensionale Rekonstruktion (grid unit =1.76um). (C) zeigt die Verteilung von PIA, DAPI (Zellzahl)
und Sbp in Bezug zum Abstand zum Coverslip Die Y-Achse gibt hierbei die jeweils bedeckte Fléche in pm? an. Wihrend
PIA in jeder Schicht gleichmiBig verteilt ist, ist Sbp vor allem in den basalen, dem Coverslip zugewandten Schichten

lokalisiert (Decker et al., 2015). Abbildung entnommen aus Decker et al. 2015 (Decker et al., 2015)

Dem Small Basic Protein (Sbp) scheint somit durch sein ubiquitéres Vorkommen, sowie der
Beteiligung an der Biofilmbildung in PIA-positiven und PIA-negativen Stimmen als auch
der aus seinem Fehlen entstehenden Biofilm-Negativitdt, eine zentrale Rolle in der
Biofilmbildung zuzukommen. Trotz seiner Relevanz ist liber die Zuordnung zu einzelnen

Biofilmphasen oder iiber die Regulation von Sbp wenig bekannt.

1.2.3 Biofilmreifung (detachment)
Auf die Akkumulationsphase folgt die Ausbildung der endgiiltigen Struktur des maturen
Biofilms sowie die Herauslosung kleinerer Zellverbdnde aus dem Biofilm. Dieser

Mechanismus, das Freisetzen von Erregern aus bereits etablierten Biofilmen, trigt zur
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Streuung des Erregers im Wirt bei. Das defachment wird hauptséchlich iiber das Quorum
Sensing System agr induziert, durch dessen Aktivierung die Synthese von Faktoren der
Akkumulationsphase heruntergefahren werden und die Synthese von Exoproteine und

PSMs hochgefahren wird. (s. u.)

1.2.3.1 Phenol-soluble modulins (PSMs)

Ein wichtiger Bestandteil des detachment sind die Phenol-soluble Modulins (PSMs) (Becker
et al., 2014). Phenol-soluble modulins (PSMs) sind amphiphil und wirken somit dhnlich wie
Tenside, indem sie das Herausldsen von S. epidermidis aus der Biofilmmatrix ermdglichen
(Vuong et al., 2004, Yao et al., 2005b). Zudem sind sie fiir die Struktur des reifen Biofilms
von Bedeutung. Mutanten ohne PSMs bildeten einen unstrukturierten und groferen Biofilm,
in welchem weniger Zellen aus dem Biofilmzellverband herausgelost werden (Wang et al.,
2011, Le et al., 2019). Reguliert werden die psm-Gene iiber das Quorum -Sensing System
Agr (s.u.) (Queck et al., 2008).

1.2.4 Regulation der Biofilmbildung

Alle drei Phasen der Biofilmbildung unterliegen der Regulation komplexer regulatorischer
Netzwerke.

Es gibt Stressregulatoren, wie Sigma B oder SarA, welche bei bestimmten Umweltfaktoren
Einfluss auf die Biofilmbildung nehmen oder Systeme die auf Mangelzustinde (z. B.
Eisenmangel) im Bakterienmetabolismus reagieren, wie der Tricarbonsdure (TCA)-Zyklus.
Zusitzlich sind Quorum-Sensing Systeme von grofler Bedeutung in der interzelluldren

Kommunikation innerhalb einer Population.

1.2.4.1 Das Agr-System

Quorum-Sensing exisitert in vielen bakteriellen Spezies und wurde zum Beispiel in
Streptococcus pyogenes (Rgg2 und Rgg3), in Pseudomonas aeruginosa (LasR und
RhlI/RhIR), Streptococcus pneumoniae (Rgg/SH) und Staphylococcus aureus (Agr-System)
eingehend charakterisiert (and and Bassler, 2001, Vuong et al., 2003, Junges et al., 2017,
Kostylev et al., 2019). In S. epidermidis gibt es ein einziges Quorum-Sensing System,
welches durch den -BDCA Locus codiert wird (Vuong et al., 2004). In S. epidermidis gibt
es, je nach Stamm, insgesamt drei Agr-Systeme (Agr I-III), welche sich neuesten

Erkenntnissen nach gegenseitig beeinflussen konnen (Olson et al., 2014).
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Das Quorum-Sensing System "accessory gen regulator” (Agr) besteht aus agrA, agrB, agrC,
agrD und der rnalll. Rnalll ist der Effektor des Agr-Systems und stimuliert die Expression
von extrazelluldren Virulenzfaktoren, wie Enzymen, Toxinen und PSMs und reguliert die
Expression von Adhirenzproteinen herunter (Abbildung 6) (Novick and Geisinger, 2008,
Novick, 2003). Die Aktivitit des Agr-Systems ist abhdngig von der Konzentration an
autoinducing peptides (AIPs). Diese AIP-Konzentration ist in der Adhdrenzphase und zu
Beginn der Proliferation niedrig und somit das Agr-System inaktiviert. Die RNAIII ist in
dieser Phase folglich ebenfalls inaktiv, und somit werden die Proteine der Adhirenz nicht
inhibiert und die Toxine als auch die PSMs, die fiir das Loslosen der Bakterienzellen
verantwortlich sind, werden nicht synthetisiert. Es ist ausschlieBlich der Promotor 2 (P2) zur
Transkription des von agrBDCA zur Synthese der AIPs aktiv (Abbildung 6) (and and
Bassler, 2001, Novick, 2003, Olson et al., 2014).

Die Synthese der AIPs, bestehend aus 7-9 Aminosduren sowie einem Thioacetolring, erfolgt
in mehreren Schritten. AgrD kodiert fiir eine AIP-Vorstufe, welches anschlieBend von
AgrB, einer membranstindigen Peptidase, prozessiert und danach ausgeschleust wird. Die
Detektion dieser AIPs erfolgt mit Hilfe der Histidinkinase AgrC, welche daraufhin bei AIP-
Stimulation AgrA phosphoryliert. Diese Phosphorylierung fithrt zum Ablesen vom
Promotor P2 und P3. Dies fiihrt zur Synthese der RNA III (P3) und zu einer gesteigerten
homologen Synthese von AIPs (P2) (Abbildung 6) (and and Bassler, 2001, Novick, 2003,
Olson et al., 2014).
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Abbildung 6 Das Quorum Sensing System Agr: Sind wenige Bakterien in unmittelbarer Ndhe zueinander, wird iiber P2
dauerhaft AgrA, AgrB, AgrC und AgrD transkribiert. Daraus entstehen bakterieneigene AIPs, welche die P2 dauerhaft als
positive Riickkopplung verstarken. Nimmt mit zunehmender Zellzahl die Konzentration der fremden AIPs (Heterologous
AIPs) zu, wird AgrC gehemmt, wodurch AgrA nicht mehr phosphoryliert wird. Dadurch wird die Transkribierung vom
Promotor P3 induziert. Dies fiihrt zur Transkription von RNA III, welche wiederrum die Synthese von Toxinen induziert
und die Synthese von Oberflachenproteinen hemmt (Novick and Geisinger, 2008). Abbildung entnommen aus Novick;
Geisinger 2008 (Novick and Geisinger, 2008)

Steigt die Konzentration der AIPs in Folge der zunehmenden Zellzahl in der spéten
Akkumulationsphase im interzellularen Raum an, wird folglich AgrC aktiviert und dadurch
AgrA phosporyliert und somit neben dem Promotor P2 zusitzlich Promotor P3 aktiviert.
Diese fiihrt zur Synthese von RNA III und zu der Herunterregulierung von Adhédsinen, wie
AtIE (Novick and Geisinger, 2008, Vuong et al., 2003). Nun leitet das Agr-System durch
RNA I das detachment ein. Dieses geschieht unter anderem durch die Erhéhung der
Expression von PSMs und Proteasen, wie AtIE und 6-Toxin (siche Abbildung: 6) . Belegt
wurde dies dadurch, dass das Ausschalten des Agr-Systems Il in S. epidermidis 1457 zu
einer verdichteten Biofilmarchitektur, ohne die Ausbildung der typischen turmférmigen
Strukturen eines maturen Biofilms fiithrte (Vuong et al., 2003). Die Mutante zeigte aulerdem
eine verstirkte Biofilmbildung sowie eine erhohte Expression von AtlE. Die 8-Toxin

Synthese dagegen war reduziert (Vuong et al., 2003, Van Wamel et al., 1998).
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1.2.4.2 Sigma B (oB)

Sigma B ist ein Stressregulator, welcher in vielen gram-positiven Bakterien, wie zum
Beispiel Bacillus cereus oder S. aureus, gefunden wurde. Hier fordert Sigma B die
Zelldifferenzierung und Biofilmformation (van Schaik et al., 2005, Gertz et al., 2000).
Aktiviert wird Sigma B durch Stress (z. B. Alkohol) und fiihrt durch seine Aktivierung zu
einer verstarkten Biofilmbildung und PIA Bildung in S. epidermidis (Vuong and Otto, 2002a,
Knobloch et al., 2001, Wang et al., 2010). Zusétzlich hat Sigma B eine hemmende Wirkung
auf Agrund somit auf das detachment (Schilcher and Horswill, 2020, O'Gara, 2007), jedoch
einen induzierenden Effekt auf SarA (Knobloch et al., 2004, Tormo et al., 2005).

1.2.4.3 Sar Gruppe

Die Sar Gruppe, erstmals in S. aureus erforscht, umfasst 12 Paralogen, welche dort
malgeblich fiir die Virulenz verantwortlich und an der Biofilmbildung beteiligt sind. Auch
in S. epidermidis sind Vertreter der Sar Gruppe zu finden. Zu diesen gehoren auch die oben
genannten SarZ und SarX (siehe Regulation von PIA).

Ein weiterer wichtiger Regulator aus der Sar Gruppe ist SarA. Die Aminosduresequenz von
SarA in S. epidermidis stimmt zu 84% mit der in S. aureus tiberein, sodass sich Riickschliisse
zwischen den Spezies schliefen lassen (Fluckiger et al., 1998, Tormo et al., 2005). In S.
aureus induziert SarA die Synthese von Fibronektin- und Fibrinogen-bindenden Proteinen
und Toxinen, wihrend die Expression von Protein A und Proteasen supprimiert wird
(Cheung et al., 2004).

In S. epidermidis gibt es in Bezug auf die Wirkung von SarA auf die Biofilmbildung
Unterschiede zwischen dem PIA-negativen Stamm 1585 und dem PIA-positiven Stamm
1457. In S. epidermidis 1457AsarA zeigt sich eine reduzierte Biofilmbildung im Vergleich
zum Wildtyp. Im Stamm 1585Asar4 kommt es hingegen zu einer erhdhten Biofilmbildung.
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Abbildung 7: Einfluss von SarA auf die Biofilmbildung in S. epidermidis. Die Inhibierung von SarA fiihrt zu einer
desinhibierten Transkription von sep4 und embp, wodurch es zu einer Uberexpression dieser Gene kommt und daraus
resultierend zu mehr SepA, Aap und Embp. PIA wird hingegen iiber icaADBC inhibiert. Da 1585 icaADBC-negativ ist,
fiihrt hier die Inhibierung von SarA zu einer verstérkten Biofilmbildung. In 1457 findet die Biofilmbildung vor allem tiber
PIA statt, wodurch hier die Inhibition von sar4 zu einer reduzierten, Embp und Aap betonteren Biofilmbildung fiihrt.
Welche ,.enviromental Factors zur Aktivierung von SarA fiihren ist unbekannt (Biittner et al., 2015).Abbildung

entnommen aus Biittner et al. 2015 (Biittner et al., 2015)

Ursdchlich hierfiir ist die negative Regulation von sar4 in Bezug auf Embp in 1585.
Hierdurch kommt es zu einer gesteigerten Embp-abhdngigen Biofilmbildung in der
Mutante. SarA scheint der Hauptregulator von Embp zu sein (Christner et al., 2012).

In 1457 fiihrte die Inaktivierung von SarA in der Mutante lediglich zu einer Anderung des
Biofilmverhaltens, weg von einem PIA-abhdngigen Biofilm und hin zu einem Protein- und
eDNA-abhingigen Biofilm (Christner et al., 2012), da SarA durch die direkte Bindung an
den icad Promotor als positiver Regulator der PIA-Produktion fungiert (siche oben)
(Handke et al., 2007). SarA ist somit einer der wenigen Regulatoren, der sowohl auf PIA-
positive als auch auf PIA-negative Biofilme Einfluss nimmt. Neben der erhdhten Embp
Expression konnte in den AsarA Mutanten eine erhohte Expression der
Matrixmetalloprotease SepA und vermehrter eDNA Synthese festgestellt werden
(Abbildung 7) (Handke et al., 2007, Christner et al., 2012). Welche dueren Einfliisse zu
einer Aktivierung oder Hemmung von SarA in S. epidermidis fiihren, ist weiterhin

unbekannt (Biittner et al., 2015).
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1.3 Fragestellung

Die Biofilmbildung ist das zentrale Pathogenitétsprinzip im Kontext Fremdmaterial-
assoziierter S. epidermidis Infektionen.

Wihrend die Regulation vieler Faktoren der Biofilmbildung (PIA, Embp) bereits eingehend
untersucht wurde, ist die transkriptionelle Steuerung anderer wichtiger Bestandteile des
Biofilms wie Sbp noch weitgehend unbekannt. Die verminderte Wirksamkeit von
Antibiotika, sowie die reduzierte Effektivitit des Immunsystems in der Bekdmpfung von in
Biofilm-eingebetteten Bakterien tragen zur klinischen Relevanz der S. epidermidis
Infektionen bei. Fiir die Entwicklung neuer therapeutischer Ansatzpunkte zur Privention
und Behandlung Biofilm-assoziierter Infektionen ist deshalb ein tiefergreifendes
Verstindnis der Biofilmentstehung von grofler Bedeutung.

Das Small Basic Protein ist der erste bei S. epidermidis nachgewiesene Faktor, fiir den eine
ortsabhidngige Organisation innerhalb eines lebenden Biofilms dargestellt werden konnte.
Das ubiquitire Vorkommen in PIA-negativen und PIA-positiven Biofilmen und die
essentielle Bedeutung flir die Ausbildung eines stabilen Biofilms unterstreicht die
Bedeutung von Sbp. Die spatiale Anordnung dieses Proteins weist dabei auf eine
differentielle Expression innerhalb des Biofilms hin. Mdgliche Einflussfaktoren auf die
Expression umfassen die Wachstumsphase, die Zelldichte, den O; Partialdruck, den pH-

Wert, die Substrat- und Metabolitkonzentrationen.

Ziel dieser Arbeit ist, die Regulation von Sbp im Hinblick auf Wachstumsphase,
Wachstumsbedingungen und auf die Ausbildung von Subpopulationen mit veréndertem
Expressionsverhalten zu untersuchen. Hierbei wird ein besonderes Augenmerk auf den
Einfluss der globalen Regulationssysteme Agr und SarA gelegt. Ziel der vorliegenden

Arbeit ist es, folgende Fragen zu beantworten:
Ist die Expression von Sbp abhidngig von der Wachstumsphase?

Andert sich die Expression von Sbp in Abhingigkeit von statischer und planktonischer

Kultur?

Steht die Expression von Sbp unter der Kontrolle der Virulenzmasterregulatoren Agr und

SarA?

Weist sbp eine differentielle Expression auf Subpopulationsebene auf?
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2. MATERIAL UND METHODEN
2.1 MATERIAL

2.1.1 Laborgeriite

Tabelle 1: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Geriite.

Geriit Hersteller

BiacoreTM T100 GE Healthcare, Miinchen
Blotmodul Invitrogen, Karlsruhe

Cycler Peqlab-Biotechnologie, Erlangen

Elektrophorese-/SDS-PAGE- Kammer

Invitrogen, Karlsruhe

Elektrophorese-Kammer

MWG-Biotech, Ebersberg

Elektrophorese-Kammer (Mini-PROTEAN Tetra
System)

BioRad, Miinchen

Elektrophorese/Agarosegelkammer

MWG-Biotech, Ebersberg

Elektroporationskiivetten

Peqlab, Erlangen

Elektroporator (GenePulser II)

BioRad, Miinchen

Entwicklergerit (Curix 60)

AGFA, Mortsel

Entwicklerkassette (X-Ray Cassette 13x18)

Fuji Film, Diisseldorf

Fluorometer (Tecan Infinite M200)

Tecan, Crailsheim

Gefrierschrank -80 °C

Kryotek, Hamburg

Gefrierschrinke -20 °C

Liebherr, Biberach an der Riss

Geldokumentation (ChemiDoc XRS)

BioRad, Miinchen

Glasplatten (SpacerPlates und ShortPlates)

BioRad, Miinchen

Inkubatoren Heraeus, Tuttlingen
Kippschiittler GFL, Burgwedel
Kihlschrinke Liebherr, Biberach an der Riss
Mikrowelle Bosch, Stuttgart

Netzgerite (Electrophoresis Power Supply PS3002)

Invitrogen, Darmstadt

Netzgerite (PowerPac 3000 Power Supply)

BioRad, Hercules, USA

Netzgerite (PowerEase 500 Power Supply)

Invitrogen, Darmstadt

pH-Meter

Mettler-Toledo, Giessen

Photometer (SmartSpec 3000)

BioRad, Miinchen
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Pinzette Hartenstein, Wiirzburg
Pipetten Eppendorf, Hamburg
Pipetten Gilson, Den Haag, Niederlande

Pipettus (Accu-Jet Pro)

Brand, Wertheim

Scanner

Canon, Amsterdam, Niederlande

Sterile Werkbénke

Thermo Scientific Eppendorf

Thermoschiittler (Thermomixer 5436)

Hamburg Sartorius, Gottingen

Thermoschiittler Certomar BS-1)

Hamburg Sartorius, Gottingen

Tischzentrifugen (Centrifuge 5417R)

Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifugen (Centrifuge 5415D)

Eppendorf, Hamburg

Transfermembran (Immobilon-P)

Merck, Darmstadt

Ultraschallgerit (Digital Sonifier 250-D)

Branson, Danbury, USA

UV-Transilluminator

BioRad, Miinchen

Vortexer IKA-Labortechnik, Staufen
Waagen (Kern ALS 120-4, Kern 572) Kern & Sohn GmbH, Balingen
Wasserbad Mettler-Toledo

Zentrifugen (Multifuge 1 S-R)

Heraeus, Osterode

Zentrifugen (Centrifuge 5415D, Centrifuge 5417R)

Eppendorf, Hamburg

Zentrifugen (SpeedVAC SC110)

Savant, Dreieich

2.1.2 Software
Volocity Quorum Technologies Ontario, USA

BD FACSDiva™, Becton Dickinson, New Jersey, USA

Prism5, GraphPad Software, Inc., USA
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2.1.4 Chemikalien

Tabelle 2: 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)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Calciumchlorid (CaCl2)

Merck, Darmstadt

DNA-Marker (ADNA-HindIII/®X- Haelll)

Finnzymes, Espoo, Finnland

ECLTM Western Blot Developer Solution

Carl Roth, Karlsruhe

EDTA

Carl Roth, Karlsruhe

Essigsédure (96%)

Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol absolut

Carl Roth, Karlsruhe

Formaldehyd (37 %) Merck, Darmstadt

Glycin Carl Roth, Karlsruhe
Immersionsol Carl Zeiss, Oberkochen
Kalium-di-Hydrogrnphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt
LIFE/DEAD Farbstoff Invitrogen, Carlsbad, USA
Methanol Carl Roth, Karlsruhe

Mowiol Natriumchlorid (NaCl)

Calbiochem/Merck, Darmstadt

Natrium-Dodecylsulfat (SDS)

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumcitrat

Carl Roth, Karlsruhe

Protein-Marker (PageRuler)

Fermentas, St. Leon-Rot

Tris

Merck, Darmstadt

Tween20

Merck, Darmstadt
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2.1.5 Medien und Antibiotika

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Wachstumsmedien

Medium

Zusammensetzung

SOC-Medium

20 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt

0,6 g/l NaCl

0,2 ¢/l KCI

10 mM/1 MgCl12*6 H20

10 mM/1 MgS04*7 H20

20 mM/1 Glukose

LB-Medium

10 g/l Bacto-Tryptone

5 g/l Hefe-Extrakt

10 g/l NaCl

BHI-Medium

30 g/l Brain Heart Infusion Broth

TSB

30 g/l TSB

B2-Briihe

10 g/l Caseinhydrolysat

25 g/l Hefeextrakt

1 g/l K2HPO4

5 g/l Glucose

25 g/l NaCl

SOC-Fliissigndhrmedium

Invitrogen, Karlsruhe

NB2+Fliissigndhrmedium

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

BHI+Fliissigndhrmedium

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

Columbia-Blutagar

Becton Dickinson, Heidelberg

LB-Agar 10 g/L Tryptone
5 g/L Hefeextrakt
10 g/L Natriumchlorid
12 g/l Agar
BHI-Agar s.0. + 12¢g/1 Agarose

ST-Agar (STA)

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

Softagar

Kayser et al.1972 (Kayser et al., 1972)
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Antibiotika

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Antibiotika

Antibiotikum

Hersteller

Ampicillin-Losung (100 mg/mL in Methanol) Sigma-Aldrich, Miinchen

Anhydrotetrazyklin-Losung (1 mg/mL in Aqua ad ini.) | Sigma-Aldrich, Miinchen

Chloramphenicol-Lésung (10 mg/mL in Methanol) Sigma-Aldrich, Miinchen
Erythromycin-Losung (20 mg/mL in Methanol) Sigma-Aldrich, Miinchen
Tetracycin-Losung (20 mg/mL in Methanol) Sigma-Aldrich, Miinchen

2.1.6 Puffer

Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendeten Puffern

Puffer Zusammensetzung
Phosphate buffered saline (PBS), 20-fach | 2,73 M NaCl

53 mM Kcl

166 mM Na2HPO4

53 mM KH2PO4

in MilliporeTM; pH=7,4

PBS/T

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

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4- fach)

Thermo Scientific, Ddanemark

0,5fach-TBE-Puffer

25 mM Tris-Hel

25 mM Borsédure

I mM EDTA in MilliporeTM

Fixierlosung

3,7% Formaldehyd in MilliporeTM

NuPAGE® MES SDS Laufpuffer (20-
fach)

Thermo Scientific, Ddanemark

Destain-Losung 50 ml H20dd

40 ml Methanol

10 ml Essigsdure (96 %)
Transferpuffer (20-fach) 500 mM Bicine,

500 mM Bis- Tris,
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20 mM EDTA,

1 mM Chlorobutamol,
in MilliporeTM

pH 7,2

TFBI1 100mM RbCl

50 mM MnCl2

30 mM K-acetate
10 mM CacCl2

15% Glycerol (w/v)
pH 5,8

TFB2 10 mM MOPS

10 mM RbCl

75 mM CaCl2

15 % Glycerol (W/v)
pH 6,8 (with KOH)

TE Puffer PanReac AppliChem, Darmstadt
Transfer Puffer 25 ml 20x Transfer Puffer
50 ml Methanol

425 ml Millipore




2.1.7 Enzyme

Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendeten Enzymen

Enzyme Hersteller
EcoRI-High Fidality (HF) New England Biolabs
HindIII-High Fidality (HF) New England Biolabs

Lysostaphin Sigma-Aldrich, Miinchen
2.1.8 Kits
Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendeten Kits
Kits Hersteller

iScript cDNA Synthesis Kit

Bio-Rad, Miinchen

QIAGEN® Plasmid Mini Kit QIAGEN, Hilden
QIAGEN® Rneasy Mini Kit QIAGEN, Hilden
TagMan ThermoFischer, Roskilde Danemark
ThermoFischer Scientific TURBO DNA-free™ | ThermoFischer, Roskilde Danemark
Kit
2.1.9 Stimme
Tabelle 8: In dieser Arbeit verwendete Stimme
Stimme Eigenschaften Referenz

Staphylococcus aureus

RN4220

Restriktionsdefiziente Mutante von

RN450

Kreiswirth et al.
1983 (Kreiswirth et
al., 1983)

S. epidermidis 1457

klinisches Isolat

Mack et al. 1992
(Mack et al., 1992)

S. epidermidis 1457 Asbp

Decker et al. 2015

(Decker et al., 2015)
S. epidermidis Handke et al. 2007
1457 AsarA::tet(M) (Handke et al.,
2007)
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S. epidermidis 1457 Aagr
::dhfR

Decker et al. 2015
(Decker et al., 2015)

S. epidermidis 1457 x S. epidermidis 1457 mit Diese Arbeit
pNFEP:sbp::gfp Reporterplasmid Psbp::gfp zur

Darstellung der sbp Promotoraktivitat
S.epidermidis 1457Asbp | S. epidermidis 1457Asbp mit Diese Arbeit
X pNFP:sbp::gfp Reporterplasmid Psbp::gfp zur

Darstellung der sbp Promotoraktivitat
S. epidermidis S. epidermidis 1457AsarA mit Diese Arbeit
1457AsarA::tet(M) x Reporterplasmid Psbp::gfp zur
pNFP:sbp::gfp Darstellung der sbp Promotoraktivitét
S. epidermidis 1457 Aagr | S. epidermidis 1457Aagr mit Diese Arbeit

::dhfR x pNFP:sbp::gfp

Reporterplasmid Psbp::gfp zur

Darstellung der sbp Promotoraktivitat

S. epidermidis 1585

Isolat einer Port-Katheter-Infektion;

Biofilm-, icaADBC-, aap-negativ

Christner et al. 2010
(Christner et al.,
2010) Rohde et al.
2005 (Rohde et al.,
2005)

S. epidermidis 1585Asbp

Decker et al. 2015
(Decker et al., 2015)

S. epidermidis
1585AsarA::tet(M)

Christner et al. 2012
(Christner et al.,
2012)

S. epidermidis 1585Aagr
::dhfR

Decker et al. 2015
(Decker et al., 2015)

S. epidermidis 1585 x
pNFP:sbp::gfp

S. epidermidis 1585 mit
Reporterplasmid Psbp::gfp zur

Darstellung der sbp Promotoraktivitat

Diese Arbeit
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Chemisch kompetente

Zellen

Plasmiden:

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
OlacZAM15AlacX74 nupG recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galE15
galK16 rpsL(StrR) endA1 A-

S. epidermidis S. epidermidis 1585Asbp mit Diese Arbeit
1585Asbp x Reporterplasmid Psbp::gfp zur
pNFP:sbp::gfp Darstellung der shbp Promotoraktivitét
S. epidermidis S. epidermidis 1585AsarA mit Diese Arbeit
1585AsarA::tet(M) x Reporterplasmid Psbp::gfp zur
pNFP:sbp::gfp Darstellung der sbp Promotoraktivitét
S. epidermidis 1585Aagr | S. epidermidis 1585Aagr mit Diese Arbeit
::dhfR x pNFP:sbp::gfp | Reporterplasmid Psbp::gfp zur

Darstellung der sbp Promotoraktivitat
E.coli TOP10 E. coli Wirt zur Klonierung von Invitrogen

2.1.10 Phagen

Tabelle 9: In dieser Arbeit verwendete Phagen

Phagen

Referenz

@A6C

(Rohde et al., 2005)
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2.1.11 Primer

Tabelle 10: In dieser Arbeit verwendete Primer

Primer Sequenz (5°-3") Referenz
pCN57 MCS for | 5'-

CCTGATTCTGTGGATAACCGTATTAC-

3
pCNDUF term rev | 5’-GCAAAGGCGCCTGTCAC-3’

Taq Primer

Tabelle 11: In dieser Arbeit verwendete Primer fiir gPCR

Name Sequenz Tm | Liange | Optimale | Effizienz
c
tpiA_for ta | GTGTGCTCACGTACGTCA | 60,3 22 900
q AACA
tpiA rev t | TGCACCTTCTAACAATTGT | 60,4 27 900
aq ACCAAATC
tpiA_probe | CGATGGCGCTCTTGTAGG | 69,5 24 75 1,969
_taq TGGCGC
tho taq for | TCGATGAACCACCAGAAC | 62,7 24 300
ACCATG

tho taq re | CTTCAATGTTACGTGCTGC 63 25 300
v ACCGAA
tho taq pr | ACGTACATTGTCAGGTGG | 70,9 30 100 1,976
obe GCTTGATCCCGC
gyrB for t | TGGTCTGCGTTCATTTCAC 63 25 300
aq CAAGAC
gyrB rev t | CTTGCCGATGTTGATGGT | 62,4 23 300
aq GCACA
gyrB prob | GGCGGCTGAGCAATATAA | 70,9 29 200 1,94
e taq ACGTAGCCCGC
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SBP taq f | ACGTTAAGATAGGCGAAT 900
or CAATGAAGA

SBP taq r | GTACACGACTTATAGCTTT 900
ev ATGACCAAG

SBP taq p | GCCCTTCATACAAAGCCG 150 1,895
robe TAAAACAACA

2.1.12 Plasmide

Tabelle 12: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide. Alle Plasmide wurden bei der Firma MWG
Eurofins bestellt und synthetisiert.

pNFP:sbp::gfp

Griin-fluoresszierendes Protein (GFP)

unter der Kontrolle des nativen sbp-

Promotors

2.1.13 Antikorper

Tabelle 13: In dieser Arbeit verwendete Antikorper

Antikorper Spezies Hersteller

Anti-rabbit-IgG-Peroxidase Konjugat Maus Jackson ImmunoResearch
(Pennsylvania, USA)

Anti-Sbp Antikorper Kaninchen | Sigma-Aldrich (St. Louis,

USA)
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2.2 METHODEN
2.2.1 Allgemeine mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Anzucht von Bakterienstimmen und Stammbhaltung

Die verwendeten Bakterienstimme wurden mit Hilfe des Drei-Osen-Ausstriches auf
Agarplatten ausgestrichen. Stimme, die das pNFP:sbp::gfp Plasmid enthielten, wurden auf
TSB-Agar mit Erythromycin (10 mg/l) ausplattiert. Staphylococcus-Stimme ohne Plasmid
wurden auf Blut- oder TSB-Agar, E. coli-Stimme auf LB-Agar kultiviert. Inkubiert wurden
die Stamme in der Regel fiir 16 Stunden bei 37 °C in einem Brutschrank (Fest-Medium-
Kulturen) oder als Fliissig-Medium-Kultur in einem Schiittelinkubator bei 160 rpm fiir drei,
fiinf, sieben, 18 und 36 Stunden. Vorkulturen wurden iiber Nacht inkubiert und die
Hauptkultur anschlieBend im Verhiltnis 1:100 beimpft. Die dauerhafte Kryokonservierung
erfolgte in Kryotubes bei -80 Grad.

2.2.1.2 Differenzierung von Bakterien mittels Massenspektrometrie (MALDI-TOF)
Die Differenzierung von Bakterien mittels Massenspektrometrie erfolgte nach
Standardprotokoll. Erregeridentifizierung erfolgte ab einem MALDI Score von grof3er 2.

Stamme mit MALDI Score unter 2 wurden verworfen.

Die Empfindlichkeitspriifungen dienten vorrangig der orientierenden Erfolgskontrolle nach
Phagentransduktion. Hierzu wurde eine Kultur mit Hilfe eines Wattetupfers in 1 ml steril-
filtriertem PBS gelost und anschlieend auf einer Agar-Platte ausgestrichen. Nachdem die
Suspension getrocknet war, wurde die Platte mit dem Antibiogrammstempel versehen. Nach
24 Stunden Inkubation im 37 °C Brutschrank konnte das Antibiogramm abgelesen werden,

indem die Hemmhofe ausgemessen und nach EUCAST bewertet wurden.

2.2.2 Phinotypische Analysen

2.2.2.1 Biofilm Test

Der Biofilmtest dient der phinotypischen Analyse des Biofilms durch Messung der
Absorption nach Gram-Farbung.

Aus der Ubernacht-Vorkultur wurden im Verhiltnis 1:100 eine Nuclon Delta Surface 96
Well Platte (Thermo Fisher Scientific, Roskilde Dédnemark) mit 200 pl Hauptkultur beimpft.
Von jedem Stamm wurden biologische Quaduplikate angefertigt. Anschlieend wurde die

Platte fiir 20 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach 20 Stunden wurde der Uberstand verworfen
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und dreimal mit 1x PBS gespiilt. Nach Verwerfen der letzten PBS-Spiilung wurde der
Biofilm getrocknet und danach mit Gentiana Violett gefirbt. Nach 15 Minuten wurde der
Farbstoff dekantiert, der Biofilm dreimal mit Wasser gespiilt und danach wurde der
Biofilmassay getrocknet. Nach abgeschlossener Trocknung wurde die Absorption im

Infinite M200 (Tecan, Crailsheim) nachfolgenden Angaben gemessen:

Tabelle 14: Angaben zur Absorption beim Biofilmtest

Absorption:

Messung 570 nm
Referenz 405 nm
Anzahl der Blitze 10 Stiick

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse

Die Gewinnung des Plasmids erfolgt hierbei durch die alkalische Lyse der Bakterienzelle,
gefolgt von einer Denaturierung und Prézipitation der chromosomalen DNA und Proteine,
wohingegen die Plasmid-DNA in Lsung verbleibt.

Ausgangsmaterial fiir die Plasmid-Préparation waren 4-6 ml einer tiber Nacht beimpften
Flissig-Medium-Kultur, welcher ein Antibiotikum im Verhédltnis 1:1000 zur
Selektionierung zugesetzt wurde. Die Plasmidpriperationen wurde mit dem QIAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen, Karlsruhe, Deutschland) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Abweichend vom Herstellerprotokoll wurde dem Lysepuffer, in dem die Staphylokokken
geldsten werden, 3 pl Lysostaphin (Sigma-Aldrich, Miinchen) (1500 U/ml) hinzugefiigt und

diese Suspension bei 37 °C auf einem Schiittler fiir 60 Minuten inkubiert.

2.2.3.2 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung der DNA erfolgte mittels Restriktionsendonukleasen. Diese erkennen
spezifische, pallindromische Sequenzen innerhalb eines DNA-Doppelstrangs und teilen
beide Stringe an definierter Stelle. Zum Nachweis der Ubereinstimmung der bei der
Klonierung entstandenen Plasmide erfolgt ein Restriktionsverdau. Der Verdau des Plasmids
pNFP:sbp::gfp erfolgte mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen EcoRI und HindIII
(BioLabs, Ipswitch), die Inkubation bei 37 °C fiir 12 bis 24 Stunden.

36



Tabelle 15: Exemplarisch ein Pipettierschema fiir einen 20 pl Restriktionsverdau.

Reagenz Volumen
Plasmid-Préiparation 2l
Restriktions-Enzym A 1 ul
Restriktions-Enzym B 1 ul

Puffer (passend zu A und B) | 2 ul (10 % v/v)

Aqua ad. iniectabilia 15 pul

Gesamtvolumen 20 ul

2.2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von verdauten Plasmiden

Zur Auftrennung der Plasmid- bzw. DNA-Fragmente wurde die horizontale
Gelelektrophorese eingesetzt. Das Agarosegel fordert durch Poren unterschiedlicher Grof3e
die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach GroBe und Ladung. Fiir das Gel wiirden 1g
SeaKem LE Agarose (Lonza, Rockland USA) auf 100 ml 0,5-fach TBE-Puffer in der
Mikrowelle aufgekocht und anschlieBend mit 5 pl RedSafe (Intron Biotechnologie,
Stidkorea) versetzt.

Die Elektrophorese wurde in den dafiir vorgesehenen Kammern (MWG-Biotech, Ebersberg;
Owl Seperation Systems Thermo Scientific, Roskilde Ddnemark) bei 80 bis 120 V fiir 1-2
Stunden durchgefiihrt. Als Laufpuffer diente ebenfalls der 0,5-fach TBE-Puffer. Die
Dokumentation erfolgte anschlieBend mit Hilfe eines UV-Transilluminator (BIO-RAD

Laboratories, Segrate Mailand, Italien).

2.2.4 Transformation von Bakterien

2.2.4.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurden 250 ml LB-Medium (37 °C warm)
mit einer frischen Vorkultur E. col/i TOP10 im Verhéltnis 1:100 beimpft und in einem
Erlenmeyerkolben bei 37 °C und 180 rpm fiir 60-90 Minuten bis zu einer optischen Dichte
(ODsoo) ~ 0,5 (0,4 - 0,6) inkubiert. Nachdem die Kultur fiir 5 Minuten auf Eis gekiihlt wurde,
erfolgte eine Zentrifugation fiir fiinf Minuten bei 4000 rpm bei 4 °C Kiihlung. Das E. coli-
TOP10 Zellpellet wurde in 37,5 ml gekiihlten TFB1-Puffer resuspendiert und anschlieBend
erneut 90 Minuten auf Eis gestellt. Danach erfolgt eine erneute Zentrifugation. Nachdem
das Pellet der gewaschenen Zellen in 5 ml eisgekiihlten TFB2-Puffer aufgenommen wurde,

konnte die Suspension aliquotiert und bei -80 °C gelagert werden.
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2.2.4.2 Chemische Transformation mittels Hitze-Impuls

Zur chemischen Transformation der hergestellten E. coli-TOP10 Zellen wurden diese auf
Eis aufgetaut und mit 1 pg Plasmid-DNA vermischt. Nach leichtem Umriihren wurde die
Zell-Plasmid-Suspension flir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Durch den anschlieBenden
Hitzeschock bei 42 °C, auf einem Heizblock (Labnet International Inc., Iselin New York)
fiir 30 Sekunden, gelangt das Plasmid in das Bakterium. Danach wurden die Zellen erneut
fiir zwei Minuten auf Eis gestellt, anschlieBend der Losung 250 pl SOC-Medium beigefiigt
und eine Stunde bei 37 °C und ca. 200 rpm inkubiert. Danach wurden 100 pl
Bakteriensuspension auf einer Agarplatte mit Ampicillin ausplattiert und iiber Nacht bei 37

°C im Brutschrank inkubiert.

2.2.4.3 Herstellung elektrokompetenter S. aureus Zellen

Die Transformation des Plasmids pNFP:sbp::gfp in Staphylokokken erfolgte mit Hilfe der
Elektroporation. Hierfiir werden elektrokompetente Zellen bendtigt, die das Plasmid
aufnehmen kdnnen.

Dazu wurden aus einer iiber Nacht inkubierten S. aureus RN4220- oder S. aureus PS187-
Vorkultur ein Milliliter in 50 ml frische B2-Briihe gegeben. Diese Hauptkultur wurde in
einem Schiittelinkubator bei 37 °C und 200 rpm bis zu einer optischen Dichte (ODgoo) von
0,6 bis 0,8 angeziichtet. Die Bakteriensuspension wurde dann in ein 50 ml Falcon-Tube
(Greiner, Kremsmiinster) gegeben, fiir 15 Minuten auf Eis gestellt und danach fiir 15
Minuten bei 4332 x g und 4 °C zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde dreimal mit je
25 ml 4 °C, kaltem autoklavierten Millipor-Wasser gewaschen. Hiernach wurde das Pellet
einmal mit 5 ml und einmal mit 2,5 ml 10 %igem Glycerin (in Millipor) gewaschen. Nach
erneutem Zentrifugieren wurden die elektro-kompetenten Staphylokokken, abhéngig von
der gemessenen optischen Dichte (ODsoo), in 600-800 pl zehnprozentiger, 4 °C kalter
Glycerinlosung resuspendiert. AbschlieBend wurden die kompetenten Zellen a 70 pl

aliquotiert und direkt verwendet oder bei -80 °C eingefroren.

2.2.44 Elektroporation
Alle Phasen der Elektroporation erfolgten, sofern nicht anders beschrieben, auf Eis.
In die Aliquots der -elektrisch-kompetenten Zellen wurden 300-500 ng des zu

transformierenden Plasmids hinzugefiigt, durch Riihren mit der Pipettenspitze vermischt
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und anschlieBend auf Eis gestellt. Nach 30 Minuten wurde die Losung in eine gekiihlte
Elektroporationskiivette (1 mm, Biozym Scientific GmbH, Oldendorf) pipettiert und bei 100
Q Widerstand und 25 pF elektrischer Kapazitit der Kondensatoren bei 2-2,5 kV Spannung
elektroporiert. Danach wurden die Zellen unmittelbar in 390 pl 37 °C warmer B2-Briihe
aufgenommen, dann in ein 2 ml Eppendorf-Tube gegeben und fiir eine Stunde im
Schiittelinkubator (37 °C, 200 rpm) inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl der Suspension
auf TSB-Agar Platten mit Erythromycin (10 mg/l) ausgestrichen und im Brutschrank bei 37
°C fiir mindestens 24 Stunden inkubiert.

2.2.4.5 Phagengewinnung

Eine Kolonie des Ausgangsstammes Staphylococcus epidermidis 1457Aagr mit dem
Plasmid pNFP:sbp::gfp wurde fiir ca. vier Stunden bei 37 °C und 200 rpm in 3 ml
NB2+Medium inkubiert.

AnschlieBend wurde die Kultur auf eine optische Dichte (ODsoo) von ~ 0,1 eingestellt.
Parallel wurden 0,5 ml einer Verdiinnungsreihe von 10~ bis 10% Phagenlysat mit NB2+
Medium im Verhéltnis 1:1 gemischt und in 3 ml ST-Softagar gegeben.

Danach wurde die Suspension auf ST-Agar-Platten gegeben und fiir 24 Stunden bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurden 5 ml NB2+Medium auf die Agarplatten pipettiert und
danach der Softagar abgenommen und in ein 50 ml Falcon Tube {iberfiihrt.

Nach zehnsekiindigen Ultraschallpuls (70 % Amplitude) wurde die Suspension bei 4 °C und
5000 rpm fiir 15 min zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand steril filtriert und konnte bei

4°C im Kiihlschrank gelagert werden.

2.2.4.6 Phagentitration

Eine Kolonie des Ausgangsstammes wurde fiir ca. vier Stunden bei 37 °C und 200 rpm in 3
ml NB2+Medium inkubiert. AnschlieBend wurde die Kultur auf eine optische Dichte
(ODgoo) von ~ 0,1 eingestellt. Parallel wurden 0,5 ml einer logarithmischen
Verdiinnungsreihe von 107 bis 10¢ Phagenlysat mit NB2+ Medium im Verhéltnis 1:1
gemischt und mit drei Milliliter ST-Softagar {iberschichtet. Danach wurde die Suspension
auf ST-Agar Platten verteilt und fiir 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Die entstanden Plaques

wurden anschlieend ausgezihlt, um die Aktivitit des Phagenlysats zu bestimmt.
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2.2.4.7 Phagentransduktion

In 5 ml NB2+ Medium wurde eine Suspension des Zielstamms bei einer optischen Dichte
(ODsoo) von ~ 11 eingestellt. Dieses Phagenlysat (Aktivitdt bis mindestens 109 PBE/ml)
wurde im Verhéltnis 1:1 mit 1 ml der Suspension gemischt und fiir 30 min bei 37 °C
inkubiert. Die Adsorption des Phagen A6C wurde durch 40 pl 1 M Natriumcitrat-Losung
gestoppt. Darauthin wurde die Losung bei 5000 rpm und 4 °C fiir 15 min zentrifugiert, in
BHI+ Medium resuspendiert und anschlieend zweimal gewaschen. Dann wurde das Pellet
in BHI-Medium mit Zusatz von Erythromycin aufgenommen und fiir 60 min bei 37 °C und
200 rpm inkubiert. Zuletzt erfolgte die Zugabe von 3 ml BHI-Softagar und das Ausplattieren
auf entsprechendem Erythromycin Selektivndhrboden. Dieser wurde nach dem Aushérten

des Softagars fiir bis zu 48 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

2.2.5 RNA Priparation

Alle Schritte der RNA Préparation erfolgten, sofern nicht anders beschrieben, auf Eis.

Die 25 ml Hauptkulturen (1:100 aus Vorkultur beimpft), wurden 6 oder 18 Stunden
angeziichetet und anschlieBend aus den Erlenmeyerkolben in Falcon-Tubes (Sarstedt,
Darmstadt) umgefiillt. Statische Biofilmkulturen wurden mit einem Cell Scraper (Sarstedt,
Darmstadt) aus der Nuclon Delta Surface Platte (Thermo Scientific, Roskilde Dédnemark)
abgetragen und danach in ein Falcon-Tube tiberfiihrt.

Die Kultur in den Falcon-Tubes wurde bei 6000 rpm fiir zehn Minuten bei 4°C zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Danach resuspendierte man das Pellet in 2 ml steril filtriertem
PBS mittels Ultraschalles und lie} die Probe anschlieBen mit 3 ml RNA Protect (Qiagen,
Hilden) fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren. Dann wurde die Lésung erneut fiir
10 Minuten bei 6000 rpm zentrifugiert und das Pellet in 200 pl TE Puffer (PanReac
AppliChem, Darmstadt) resuspendiert.

Handelte es sich um den Stamm S. epidermidis 1457, folgte erst ein weiterer Waschschritt
mit 25 ml eiskaltem PBS und angeschlossener Ultraschallbehandlung fiir dreimal 30
Sekunden. AnschlieBend wurde die Losung erneut bei 4°C bei 6000 rpm fiir 10 Minuten
zentrifugiert und erst dann das Pellet in 200 pl TE-Puffer gelost.

Nun wurde die Probe mit 20 pl Lysostaphin (Sigma-Aldrich, Miinchen) fiir 20 Minuten bei
37°C inkubiert. Danach wurde die verdaute Suspension in ein Shredder Tube (Sarstedt,
Darmstadt) mit 0,5 ml Schredder Beeds (Roth, Karlsruhe) tiberfiihrt, mit 700 pl RLT Puffer
und 10 pl Mercaptoethanol vermischt, und bei 6500 rpm dreimal 20 Sekunden fiir 5 min
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geschreddert. AnschlieBend wurde die Losung fiir eine Minute bei 13000 rpm
(Raumtemperatur) zentrifugiert und der Uberstand in ein Eppendorf Tube pipettiert. Die
Weitere Praparation erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Die RNA wurde mit 50 pl Wasser eluiert und danach bei -80°C eingefroren oder direkt

weiterverwendet.

2.2.5.1 Messung der RNA Konzentration

Zur Ermittlung der RNA Konzentration wurde der Qubit Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad
USA) genutzt, welcher mittels Fluoressenz die RNA Konzentration misst. Hierfiir wurde
ein Mastermix angesetzt, der aus 199 pul ,,Qubit RNA HS Buffer” und 1ul ,,Qubit RNA HS
Reagent 200X Konzentrat™ besteht. Zu 199 pl dieses Mastermixes wurden 1 pul RNA
hinzugefiigt und nach zweiminiitigem Inkubieren mittels Fluoressenzmessung die RNA
Konzentration ermittelt. Danach wurden die unterschiedlichen RNA-Konzentrationen auf

dieselbe Konzentration durch Verdiinnung mit RNA freiem Wasser angeglichen.

2.2.5.2 DNAse Verdau

Der DNAse Verdau wurde bendtigt, um die DNA-Reste der RNA-Prédparation zu
eliminieren, damit diese nicht die Ergebnisse der spédteren qPCR verfélschen.

Fiir den DNAse Verdau wurde 1,5 pl Thermofischer DNAse und 1 pl Thermofischer Puffer
mit 7,5 pl verdiinnter RNA fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Danach wurde erneut 1 pl
DNAse hinzugefiigt und erneut fiir 30 Minuten bei 37°C auf dem Schiittelinkubator
Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg) verdaut.

Zur Enzyminaktivierung wurden 3 pl ,,DNAse Inactivation Reagenz* nach vorherigem
fiinfminiitigem Vortexen der Probe hinzugefiigt. Nach zweiminiitigem Vortexen erfolgte
eine Zentrifugation bei 10000 x g fiir 90 Sekunden. Der Uberstand wurde dann in ein neues

Eppendorf Tube pipettiert und konnte bei -80 °C eingefroren werden.

2.2.5.3 cDNA Synthese

Fiir die cDNA Synthese wurde das Bio-Rad iScript cDNA-Synthese Kit verwendet.

Dieser Schritt war erforderlich, da die ,,TagMan Polymerase* (Thermofischer Scientific,
USA) der qPCR ausschlieBlich DNA vervielfdltigen kann und deswegen die zuvor
gewonnene RNA mittels der Reversern Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden

muss.
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Hierbei wurden je Probe 4 ul ,,5x iScript Reaction Mix*“, 10 ul RNA-freies Wasser und 1 pl
,»1Script Reverse Transkriptase® im Mastermix angesetzt und mit 5 pl Template vermischt.
Die eigentliche cDNA Synthese fand im Thermocycler (Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen) statt:

1. Heat Lid auf 110 °C
2. 5 Minuten bei 25 °C
3. 30 Minuten bei 42 °C
4. 5 Minuten bei 85 °C
5. Kiihlen bei 4 °C

Danach konnte die Probe bei -4 °C eingefroren werden.

2.2.5.4 Quantitative PCR (qPCR)

Die Quantitative PCR ist eine Methode, um die relative Transkription von Genen
dazustellen.

In diesem Fall wurde die sbp-Transkription in Relation zu der Transkription der drei
Housekeeping-Gene gyrB, tpid und rho untersucht. Hierbei wurden jeweils Mastermixe fiir

jedes einzelne Gen erstellt.

Tabelle 16: Pipettierschema fiir einen 15 pl Ansatz pro Well.

Reagenz Volumen
Wasser 1,5 ul
Primer I (forward) 1,5 ul
Primer I (reverse) 1,5 ul
Probe 1,5 ul
TagMan Polymerase | 7,5 pl
Proben-cDNA 1,5 ul
Gesamtvolumen 15 pul

Der Mastermix wurde auf eine spezielle 96 Well Platte (Roche, Basel) aufgetragen und

anschlieBend mit 1,5 pl cDNA versetzt und mit einer transparenten Folie (Roche, Basel)
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verklebt, um Verdunstung und Vermischen der Proben zu verhindern. Zur Durchfiihrung
der qPCR wurde der LightCycler 480 (Roche, Basel) verwendet.

Von jeder Probe wurden technische Duplikate und biologische Triplikate erzeugt, um die
Daten statistisch auswerten zu kénnen.

Im ersten Schritt wurde der Mittelwert der technischen Replikate gebildet, danach erfolgte
die Bildung des Mittelwerts der housekeeping Gene gyrB, rho und tpi4. Von diesem Wert
wurde der Mittelwert von sbp abgezogen. Hieraus entstanden die ACt Werte. Mit diesen ACt
Werten erfolgte die Durchfilhrung von t-Tests und die anschlieBende Auftragung in

Tabellen,

2.2.6 PCR
Ziel der PCR war, es die Plasmide nach erfolgreicher Phagentransduktion oder
Elektroporation in den Zielstimmen nachzuweisen. Hierzu wurde das Phusion-High-

Fidelity-PCR Kit (Thermo Scientific, Roskilde Dédnemark) verwendet.
Tabelle 17: Ansatz der PCR

Ansatz bestehend aus: | Volumen
Puffer 4 ul
dNTP’s 0,4 ul
Forward Primer I ul
Reverse Primer I ul
DNA 1 ul
Phusion Enzym 0,2 ul
Aqua ad. Injectab. 12,4 ul
Gesamt 20 ul
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Nach Hinzugabe der DNA wurde jeder einzelne Ansatz gevortext und zentrifugiert. Danach
erfolgte eine PCR nach Standardprotokoll im PeQLab Cycler (Peqlab Biotechnologie
GmbH, Erlangen):

Tabelle 18: Darstellung des Ablaufs der Phusion PCR.

Temperatur | Zeit
Initiale Denaturierung 98 °C 2 min
Zyklus 35 Mal

1. Denaturierung 98°C 30 sek

2. Annealing 56°C 30 sek

3. Elongation 72°C 90 sek
Ende des Zyklus

Finale Elongation 72°C 5 min

Die Produkte wurden danach mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese analysiert oder bei -

20°C eingefroren.

2.2.7 Proteinchemische Methoden

2.2.7.1 Proteinpriparation

Die Anzucht der Bakterien erfolgte f als statische Biofilmkultur sowie als Schiittelkultur bei
37°C, entweder in Nuclon Delta Surface Platten (Thermo Scientific, Roskilde Dédnemark)
oder in Erlenmeyerkolben.

Die 25 ml Fliissig-Medium-Kultur wurde in 50 ml Falcon gegeben und bei 5000rpm fiir 15
Minuten zentrifugiert, danach wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 25ml 1x
PBS resuspendiert. Hiernach erfolgte mit Hilfe des Photometers die Einstellung der Proben
auf eine gleiche Zellzahl. AnschlieBend wurde die Probe erneut bei 5000 rpm fiir 15 Minuten
zentrifugiert und das Pellet in 200-300 pl 1x LDS Puffer (Invitrogen, Carlsbad USA)
resuspendiert und anschlieBend 10 Minuten bei 72°C aufgekocht. Nach erneutem
Zentrifugieren konnte der Uberstand in neue Eppendorf Tubes (Eppendorf, Hamburg)
iiberfiihrt und direkt auf das SDS Gel aufgetragen oder bei -80°C eingefroren werden.

2.2.7.2 Natriumdodecylsulfat — Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Ein SDS-Gel besteht aus einem Trenn- und einem Sammelgel. Die Zusammensetzung kann

der Tabelle 18 entnommen werden. Zuerst wurde das Trenngel in die vorgesehene Bio-Rad
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Glasplatten (BioRad, Miinchen) gegossen und mit Isopropanol bedeckt, um Blasenbildung
zu vermeiden. Nach 10-20 Minuten des Aushirtens wurde das Sammelgel dariiber gegossen
und ein Kamm eingesetzt, um damit Geltaschen fiir die Proben zu erzeugen. Es erfolgte eine
erneut 10-20ige Aushdrtung. Danach war das Gel direkt verwendbar, oder es bestand die

Moglichkeit, das Gel feucht bei 4 °C zu lagern.

Tabelle 19: Zusammensetzung und einzelne Bestandteile von Trenn- und Sammelgel.

30%  Degassed 10% w/v
ddH.0 Gel-Puffer APS | TEMED
Acrylamide/Bis SDS
4 %-Sammelgel | 6,1 ml | 1,3 ml 2,5 ml 0,1 ml 50 ul [ 10 pl
10 %-Trenngel | 4,1 ml | 3,3 ml 2,5 ml 0,1 ml 50ul | 5pul

PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder

kDa

—~250~

"“‘15" ——

@
S

4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Product #s 26619, 26620
Abbildung 6: Standard-Markierung des Page Rulers + (Thermo Scientific, Roskilde Ddnemark). Die Aufteilung erfolgt

Blot

der Grofe nach in Kilodalton (Scientific).

Beladen wurde die erste Gel Tasche mit einem 3,5 pl des Page Ruler + (Thermo Scientific,
Roskilde Dianemark). In die darauffolgenden Taschen wurden je 20 ul Probe gegeben und
das Gel lduft bei 150 Volt fiir 60 bis 90 Minuten.
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2.2.7.3 Western Blot

Ziel des Western Blots war die Detektion von Proteinen durch spezifische Antikorper, bzw.
durch polyklonale Seren.

Die zuvor im SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels Elektroblot zur Anode auf
eine Polyvinyldifluorid-Membran (PVDF-Membran) iibertragen. Dazu wurde die PVDF-
Membran (Transfer Membranes Immobilon-P, Thermo Scientific) zuerst mit Methanol
aktiviert.

Beim Einlegen der Membran in die Western Blot Kammer wurden Filterpapier und
Schwimme mit eingelegt, um die Anhaftung von SDS-Gel und PVDF Membran zu
verbessern. SchlieBlich wurde der Transfer-Puffer der Kammer hinzugefiigt. Nachdem die
Proteine bei 25 V fiir eine Stunde auf die PVDF Membran gewandert war, wurden sie zur
Fixierung iiber Nacht in 3% BSA geblockt, um unspezifische Bindungsstellen auf der

Membran abzuséttigen.

2.2.7.4 Immundetektion

Die Immundetektion hat den Zweck, spezifische Proteine mittels Antikorperbindung
nachzuweisen.

Nachdem die PVDF-Membran mit 3% BSA iiber Nacht geblockt wurde, erfolgten zwei
Waschschritte mit PBS-T (0,05%). Danach wurde die Membran fiir eine Stunde mit dem
Primér-Antikorper (1:10000 in PBS-T) inkubiert. In diesem Fall wurde ein Maus-Anti-
FLAG Antikorper oder ein Kaninchen-Anti-Sbp Antikdrper verwendet.

Darauthin folgten drei Waschschritte mit PBS-T fiir 15 Minuten, anschlieBend wurde die
Membran fiir eine weitere Stunde mit dem Sekundirantikérper (1:10000 in PBS-T)
inkubiert. Bei den Sekundérantikdrpern handelte es sich entweder um einen Anti-Maus oder
einen Anti-Kaninchen Antikorper, der an eine Horseradish Peroxidase (HRP) gekoppelt ist.
Danach erfolgten erneut drei Waschschritte mit PBS-T fiir 15 Minuten.

Danach konnte die Immundetektion mittels Chemolumineszenz durch Zugabe einer 1:1
Mischung der Komponenten des verwendeten ECL-Western-Blotting-Kits (GE Healthcare,
United Kingdom) durchgefiihrt werden. Die Auswertung der Immunreaktion erfolgte mittels

Fotofilm (Fujifilm, Japan) in einer Rontgenkammer.
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2.2.8 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie beschreibt eine Methode, bei welcher einzelne Zellen an einem
Lichtstrahl vorbeiflieBen und je, nach Form oder Struktur, den Lichtstrahl unterschiedlich
emittieren. Sind diese Zellen zusétzlich auch mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, wird
die Methode fluorescence-activated cell sorting, kurz FACS genannt. Mit dieser lassen sich
Aussagen iiber GroB3e, Oberflichenstrukturen und intrazelluldre Reaktionen detektieren.
Man unterscheidet mehrere Qualitidten von Streulicht, welches durch das Bestrahlen der
Zelle entsteht. Zum einen verwendet man den Forward Scatter, der der strahlenden
Lichtquelle gegeniiber liegt und fiir die Bestimmung des Volumens der Zelle verantwortlich
ist. Zum anderen der Side Scatter, welcher orthogonal zur Lichtquelle liegt und durch das
Detektieren des Seitenstreulichts die Dichte bzw. Granulierung der Zelle misst. In dieser
Arbeit wurde das FACS Aria Fusion (BD, Heidelberg) unter einer S2 Arbeitswerkbank
genutzt (Adan et al., 2017).

Es wurde mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes LIVE/DEAD (Invitrogen, Carlsbad, USA)
zwischen toten und lebenden Zellen unterschieden. Dieser Farbstoff ist
membranimpermeable und reagiert ausschlieBlich in Zellen mit kompromittierter
Zellmembran mit intrazelluldren Nukleinsduren, sodass nur tote Bakterien bei einer
Wellenldnge von 568nm detektierbar und von lebenden Zellen unterscheidbar sind. Die
Quantifizierung der sbp-Promotoraktivitit wurde mit Hilfe des Plasmids pNFP:sbp::gfp
erreicht. Dadurch steht die Expression des extrachromosomalen GFP unter der Kontrolle
des sbp-Promotors (siche Tabelle: 8). Mit Hilfe dieses Plasmids konnte innerhalb der
Population zwischen GFPMeh GFP™@" und GFPY Bakterien unterschieden werden
(Invitrogen, 2020) .

In diesem Versuch wurden verschiedene S. epidermidis Staimme in Schiittelkultur (25ml
TSB in Erlenmeyer Kolben) und statischer Biofilmkultur (25 ml in 10cm Kulturschalen)
untersucht. Nach sechs bzw. 18 Stunden Wachstum wurden die statischen Biofilme zundchst
mit Hilfe eines Zellschabers aus der Schale geldst und zusammen mit den Schiittelkulturen
jeweils in ein Falcon iberfiihrt und mittels Sonifizierung vereinzelt. Hierzu wurde ein
Impuls fiir 30 Sekunden bei einer Amplitude von 35% benutzt und die Probe auf Eis
behandelt. Im Anschluss wurden alle Suspensionen 1:10 verdinnt und mit 1 mM
LIVE/DEAD Farbstoff fiir 60 min bei Raumtemperatur gefarbt. Die Analyse erfolgte am
FACS AriaFusion (BD, Heidelberg) und die Datenprozessierung mit der FACS Diva™
Software (BD, Heidelberg).
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3. ERGEBNISSE
3.1 Nachweis der S. epidermidis Sbp-Produktion im Western Blot

Ziel der Untersuchung war es, mittels Western Blot das auf der S. epidermidis Zelloberflache
lokalisierte Sbp zu detektieren sowie die Menge des dort gebundenen Proteins zu schitzen.
Diese Aspekte sollten im zeitlichen Verlauf der bakteriellen Wachstumskinetik der S.
epidermidis Staimme 1585 und 1457 analysiert werden.

Die Expression von Oberflichenproteinen wird bei S. epidermidis zentral durch die
Masterregulatoren Agr und SarA gesteuert. Daher sollte neben der zeitlichen Dynamik der
Sbp-Produktion auch der Einfluss dieser Regulatoren auf die zeitliche und quantitative Sbp-
Produktion untersucht werden. Hierzu wurden im Verlauf des bakteriellen Wachstums
Oberflichenproteine nach flinf (friihe exponentielle Wachstumsphase), sieben (spéte
exponentielle Wachstumsphase), 18 (stationdre Wachstumsphase) und 36 Stunden

(Absterbephase) pripariert.

3.1.1 Analyse der Sbp-Produktion in S. epidermidis 1585 und 1457
Schiittelkultur
1585 1585Asbp

5h 7h 18h 36h | 5h 7h 18h 36h
——— <« 18kDa

statische Kultur

1585 1585Asbp

WB
[a-rSbp]

Sh 7h 18h 36h| 5h 7h 18h 36h
| —aen <« 18kDa

Abbildung 8: Western Blot Analyse von Oberflichenproteinpriparationen von S. epidermidis 1585. Die Kultur der
Bakterien erfolgte in Schiittelkultur (oberes Panel) oder statischer Kultur (unteres Panel). Die Bakterien wurden flinf,
sieben, 18 und 36 Stunden angeziichtet. Nach Normalisierung der Zellzahl anhand der optischen Dichte wurden
Zelloberflachenproteine durch Aufkochen in LDS-Puffer geldst, anschlieBend auf einem SDS PAGE getrennt und auf eine
PVDF Membran geblottet. Sbp wurde mittels eines polyklonalen Kaninchen anti-Sbp Antiserums und einem HRP
konjugiertem anti Kaninchen IgG detektiert. 1585Asbp fungierte als Negativkontrolle.

Kaninchen a-Sbp Antiserum: 1:10.000, Sekundérantikdrper a-Kaninchen IgG gekoppelt mit HRP: 1:10.000. Belichtung:
60 Sekunden.
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In der Western Blot Analyse zeigte sich, dass S. epidermidis 1585 sowohl in Schiittelkultur
als auch in statischer Biofilmkultur zu jedem der untersuchten Zeitpunkte Sbp an der
Oberflache exprimiert. Die im Wesentlichen identische Intensitit der Banden nach statischer
Kultur zeigt, dass die Sbp-Produktion unabhingig von der Wachstumsphase als
weitestgehend gleichbleibend betrachtet werden kann. Nach Wachstum in Schiittelkultur
zeigten sich nach fiinf und sieben Stunden Kultur schwache Sbp-spezifische Banden,

wihrend nach 18 Stunden Kultur eine Bande stirkerer Intensitdt zur Darstellung kam.

Insgesamt war die Bandenintensitét in statischer Kultur zu jedem Zeitpunkt groBer als in

Schiittelkultur.

Schiittelkultur
1457 1457Asbp

5h 7h 18h 36h | Sh 7h 18h 36h
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1457 1457Asbp
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Abbildung 9: Western Blot Analyse von Oberflichenproteinpriparationen von S. epidermidis 1457. Die Kultur der
Bakterien erfolgte in Schiittelkultur (oberes Panel) oder statischer Kultur (unteres Panel). Die Bakterien wurden flinf,
sieben, 18 und 36 Stunden angeziichtet. Nach Normalisierung der Zellzahl anhand der optischen Dichte wurden
Zelloberflachenproteine durch Aufkochen in LDS-Puffer geldst, anschlieBend auf einem SDS PAGE getrennt und auf eine
PVDF Membran geblottet. Sbp wurde mittels eines polyklonalen Kaninchen anti-Sbp Antiserums und einem HRP
konjugiertem anti-Kaninchen IgG detektiert. 1457Asbp fungierte als Negativkontrolle.

Kaninchen a-Sbp Antiserum: 1:10.000, Sekundérantikdrper a-Kaninchen IgG gekoppelt mit HRP: 1:10.000. Belichtung:
60 Sekunden.

Bei der Analyse der S. epidermidis Stimme 1457 und 1457Asbp konnte Sbp in S.
epidermidis 1457 zu jedem untersuchten Zeitpunkt auf der Oberfldche dargestellt werden.

Anders als bei S. epidermidis 1585 ist die Protein Expression im 1457, sowohl in
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Schiittelkultur als auch in statischer Kultur, iiber die Zeit gleichbleibend. Hierbei zeigten
sich allerdings in statischer Kultur stdrker-intense Sbp-spezifische Banden. Dies kann als

Hinweis auf eine unter diesen Kulturbedingungen stérkere Sbp-Produktion gewertet werden.

Vergleicht man die Stimme 1585 und 1457 miteinander, so ist die Intensitét der Sbp-
spezifischen Banden in S. epidermidis 1457 stirker als in S. epidermidis 1585. Dieser
Unterschied ist akzentuiert beim Vergleich der Bandenintensitaten nach Kultur der Erreger

in Schiittelkultur.

3.1.2 Untersuchung der Sbp-Produktion in den Regulator-Mutanten S. epidermidis
1585AsarA, 1457 AsarA und 1457 Aagr

In den nachfolgend beschriebenen Experimenten sollte der Frage nachgegangen werden, ob
die globalen Regulatoren SarA und Agr einen Einfluss auf die Produktion von Sbp in S.
epidermidis 1457 und 1585 haben.

A Schiittelkultur B Statische Kultur
1457 AsarA 1457 Aagr 1457AsarA 1457 Aagr
Sh 7h 18h 36h | 5h 7h 18h 36h 5h 7h 18h 36h| 5h 7h 18h 36h
et B e GRS | - a— ] 18kDa
& B
/M =2
@n
=z € 1585AsarA z € 1585AsarA
= =
5h 7h 18h 36h 5h 7h 18h 36h
-———, — <« 18kDa o S T S <« 18kDa

Abbildung 10: Western Blot Analyse von Oberflichenproteinpriparationen von S. epidermidis 1585AsarA,
1457AsarA und 1457Aagr. Die Kultur der Bakterien erfolgte in Schiittelkultur (oberes Panel) oder statischer Kultur
(unteres Panel). Die Bakterien wurden fiinf, sieben, 18 und 36 Stunden angeziichtet.Nach Normalisierung der Zellzahl
anhand der optischen Dichte wurden Zelloberfldchenproteine durch Aufkochen in LDS-Puffer geldst, anschliefend auf
einem SDS PAGE getrennt und auf eine PVDF Membran geblottet. Sbp wurde mittels eines polyklonalen Kaninchen anti-
Sbp-Antiserums und einem HRP konjugiertem anti Kaninchen -gG detektiert.

Kaninchen a-Sbp Antiserum: 1:10.000, Sekundérantikdrper a-Kaninchen IgG gekoppelt mit HRP: 1:10.000. Belichtung:
60 Sekunden.

In den Western Blot Analysen der Stimme S. epidermidis 1585AsarA, 1457AsarA und
1457Aagr zeigte sich, dass die untersuchten Stimme zu jedem der analysierten Zeitpunkte
Sbp produzieren. In statischer Biofilmkultur konnte gefunden werden, dass sich die
Intensitit der Banden iiber die untersuchten Zeitpunkte hinweg nicht wesentlich verénderte.

Auch in Schiittelkultur scheint die Sbp Oberflachenexpression relativ konstant zu bleiben.
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Lediglich in S. epidermidis 1585AsarA und 1547AsarA fand sich in Schiittelkultur eine
Abnahme nach sechs Stunden (1457), beziehungsweise nach sechs und 36 Stunden (1585).
Die Intensitdt der Sbp-spezifischen Banden ist, wie auch schon bei der Untersuchung der
Wildtypen dargestellt, in statischer Kultur hoher als in Schiittelkultur. Lediglich im Stamm
1457Aagr ist keine Anderung der Sbp Oberflichenexpression bei unterschiedlichen

Wachstumsbedingungen erkennbar.

Insgesamt konnen die gewonnen Daten dahingehend interpretiert werden, dass in Agr und

SarA keinen Einfluss auf die Sbp-Produktion in S. epidermidis 1585 und 1457 nehmen.

51



3.2 Quantitative Analyse der sbp-Transkription mittels real-time-PCR

Ziel der quantitativen Transkriptionsanalyse von sbp war es, mogliche Unterschiede der sbp-
Transkription in Abhéngigkeit von Wachstumsbedingungen (Schiittelkultur versus statische
Biofilmkultur) und Wachstumsphase (exponentielles versus stationdres Wachstum) zu
detektieren. Um dieses Ziel zu erreichen, wurde RNA nach sechs und 18 Stunden
Wachstum, unter den genannten Kulturbedingungen, gewonnen. Die shp-Transkription
wurde im relativen Verhéltnis zur Transkription von drei housekeeping Genen (rho, tpiA
und gyrB) quantifiziert. Die daraus entstechenden ACt Werte dienten dazu, Unterschiede
beziiglich der sbp-Transkription zu quantifiziert und wurden auf Graphen aufgetragen.
Hierbei gilt, je niedriger die ACt Werte sind, desto hoher ist die sbp-Transkription im
Vergleich zu ihren jeweiligen housekeeping Genen. AnschlieBend wurde mittels Student’s
t-Test die Signifikanz dieser Unterschiede ermittelt und das Signifikanzniveau mittels

Sternchen in den Grafiken markiert [* p<0,05; ** p<0,01].

3.2.1 Analyse der zeitlichen sbp-Transkription innerhalb S. epidermidis 1585 und
1457

Die Analyse der Sbp-Produktion im zeitlichen Verlauf der Wachstumskurve im Western
Blot hatte keine Hinweise auf eine signifikante Abhédngigkeit von der Wachstumsphase
erbracht. Dieser Befund sollte durch Untersuchung der sbp-Transkription mittels qPCR

validiert werden.
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Abbildung 11: Darstellung der relativen shp-Transkription (ACt) in S. epidermidis 1585 im Scatter Plot. Ausgefiillte
Punkte reprasentieren ACt Werte nach Kultur unter statischen Bedingungen, offene Kreise zeigen die Werte nach Kultur
in Schiittelkultur. Jedes Symbol représentiert den Mittelwert der ACt Werte aus jeweils 2 technischen Replikaten.
Insgesamt wurden 3 Proben pro Stamm erstellt (n=3). Je niedriger die ACt Werte desto hoher ist die relative sbp-
Transkription. Die Ergebnisse wurden mittel t-Test auf mogliche statistisch signifikante Unterschiede hin untersucht.( * =
p <0,05)

Hierbei zeigte sich, dass es beim Stamm S. epidermidis 1585 weder nach Kultur unter
statischen noch dynamischen Bedingungen signifikante Unterschiede in der sbp-
Transkription zwischen den Zeitpunkten sechs Stunden und 18 Stunden gibt (Abbildung
11). Der gleiche Befund wurde auch bei der Analyse des Stamms S. epidermidis 1457
gemacht (Abbildung 12). Interessanterweise ergab sich beim Vergleich der shp-
Transkription zwischen statischer und dynamischer Kultur im Stamm S. epidermidis 1585
der Nachweis einer 5,5-fach hoheren sbp-Transkription in statischer Kultur (2-24¢T=5,56).
Dieser Befund lieB3 sich im Stamm S. epidermidis 1457 nicht reproduzieren. Es muss jedoch
darauf verwiesen werden, dass aufgrund einer gro3en inter-Assay Varianz valide Aussagen
zur sbp-Transkription nach 18 Stunden statischer Kultur nur bedingt gemacht werden

konnen (Abbildung 12).
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1457 Wildtyp nach 6 bzw. 18 Stunden Wachstum in Schiittelkultur und in
statischer Biofilmkultur
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Abbildung 12: Darstellung der relativen sbp Transkription (ACt) in S. epidermidis 1457 im Scatter Plot. Ausgefiillte
Punkte reprasentieren ACt Werte nach Kultur unter statischen Bedingungen, offene Kreise zeigen die Werte nach Kultur
in Schiittelkultur. Jedes Symbol représentiert den Mittelwert der ACt Werte aus jeweils zwei technischen Replikaten.
Insgesamt wurden 3 Proben pro Stamm erstellt (n=3). Je niedriger die ACt Werte desto hoher ist die relative sbp-
Transkription. Die Ergebnisse wurden mittel t-Test auf mogliche statistisch signifikante Unterschiede hin untersucht.( * =

p <0,05)

3.2.2 Vergleich der sbp-Transkription zwischen S. epidermidis 1457 und 1585

Bei Betrachtung der sbp-Transkriptionsanalyse in S. epidermidis 1585 und 1457 ergaben
sich Hinweise auf mogliche transkriptionelle Unterschiede zwischen diesen beiden
Stimmen. Aus diesem Grund wurde die sbp-Transkription in beiden Stdmmen direkt

verglichen.
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1457 Wildtyp vs. 1585 Wildtyp in
Schiittelkultur und statischer Biofilmkultur
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Abbildung 13: Vergleich der relativen sbp Expression (ACt) zwischen S. epidermidis 1585 und 1457. Symbole
représentieren die relative sbp-Transkription, dargestellt als ACt Wert. Jedem Symbol liegt der Mittelwert der Ct Werte
aus zwei technischen Replikaten zugrunde. Insgesamt wurden 3 Proben pro Stamm erstellt (n=3). Je niedriger die ACt
Werte desto hoher ist die relative sbp-Transkription. Die Ergebnisse wurden mittel t-Test auf mogliche statistisch
signifikante Unterschiede hin untersucht.( * = p <0,05)

Tatsdchlich konnte festgestellt werden, dass es nach 18 Stunden in dynamischer, wie auch
nach sechs Stunden in statischer Kultur, statistisch signifikante Unterschiede in der
Transkription von sbp zwischen den untersuchten Stdmmen gab. So war die sbp-
Transkription in S. epidermidis 1585 nach 18 Stunden dynamischer Kultur um den Faktor
45 niedriger als in S. epidermidis 1457 (22T = 0,0221) (Abbildung 13). Nach sechs
Stunden statischer Kultur konnte im Vergleich zu S. epidermidis 1457 in S. epidermidis
1585 eine um den Faktor 9 erniedrigte sbp-Transkription nachgewiesen werden (2"24CT =
9,30). Eine abschlieBende Bewertung moglicher transkriptioneller Unterschiede von sbp

wird durch die Varianz der ermittelten ACt Werte beim Stamm S. epidermidis 1457
erschwert (Abbildung 13).
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3.2.3 Vergleich der sbp-Transkription in S. epidermidis 1457 und 1585 mit den
korrespondierenden Mutanten Adagr und AsarA

Eine weitere Frage war, inwiefern des Quorum Sensing System Agr sowie SarA Einfluss
auf die Transkription von sbp nehmen. Zu diesem Zweck wurde ebenfalls die sbp-

Transkription dieser Stimme miteinander verglichen.

1457 Wildtyp vs. 1457 Aagr und 1457 AsarA in Schiittelkultur
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Abbildung 14: Darstellung der relativen sbp-Transkription (ACt) in S. epidermidis 1457 und der Mutanten Aagr
und AsarA im Scatter Plot. Jedes Symbol représentiert den Mittelwert der ACt Werte aus jeweils zwei technischen
Replikaten. Insgesamt wurden 3 Proben pro Stamm erstellt (n=3). Je niedriger die ACt Werte desto hoher ist die relative
sbp-Transkription. Die Ergebnisse wurden mittel t-Test auf mogliche statistisch signifikante Unterschiede hin untersucht.(
*=p<0,05)

In der durchgefiihrten Untersuchung konnte kein differentieller Einfluss von Agr auf die
sbp-Transkription im Stamm S. epidermidis 1457 gezeigt werden. In Schiittelkultur zeigt
sich in zu keinem der beiden untersuchten Zeitpunkte ein signifikanter Unterschied in der
sbp-Transkription (Abbildung 14). Anders ist dies in statischer Biofilmkultur (Abbildung
15), hier scheint Agr in 1457 nach sechs Stunden Wachstum einen Sbp induzierenden Effekt
zu haben. Die Transkription in der Mutante ist um den Faktor 10,55 reduziert (24T =0,09).

Eine abschlieBende Bewertung moglicher transkriptioneller Unterschiede von sbp wird
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durch die Varianz der ermittelten ACt Werte beim Stamm S. epidermidis 1457 erschwert

(Abbildung 14 und 15).

Im Hinblick auf die sarA lasst sich fiir den Stamm 1457 feststellen, dass sar4 weder in
Schiittelkultur noch in statische Biofilmkultur einen Einfluss auf die shp-Transkription zu
haben scheint. Auch hier muss erwéhnt werden, dass eine grof3e inter-Assay Varianz vorliegt

(Abbildung 15).

1457 Wildtyp vs. 1457Aagr und 1457AsarA in
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Abbildung 15: Darstellung der relativen sbp-Transkription (ACt) in S. epidermidis 1457 und der Mutanten Aagr
und AsarA im Scatter Plot. Jedes Symbol représentiert den Mittelwert der ACt Werte aus jeweils zwei technischen
Replikaten. Insgesamt wurden 3 Proben pro Stamm erstellt (n=3). Je niedriger die ACt Werte desto hoher ist die relative
sbp-Transkription. Die Ergebnisse wurden mittel t-Test auf mogliche statistisch signifikante Unterschiede hin untersucht.(
*=p<0,05)

Vergleich der sbp-Transkription zwischen den Stimme S. epidermidis 1585 und seiner
Mutante 15854sarA

Die sich anschlieBende Frage war, ob sar4 bei dem PIA-negativen Stamm S. epidermidis

1585 einen Einfluss auf die shp-Transkription hat.
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Abbildung 16: Darstellung der relativen sbp-Transkription (ACt) in S. epidermidis 1585 und der Mutanten
1585AsarA im Scatter Plot. Jedes Symbol représentiert den Mittelwert der ACt Werte aus jeweils zwei technischen
Replikaten Insgesamt wurden 3 Proben pro Stamm erstellt (n=3). Je niedriger die ACt Werte desto hoher ist die relative
sbp-Transkription. Die Ergebnisse wurden mittel t-Test auf mogliche statistisch signifikante Unterschiede hin untersucht.(
*=p<0,05)

Der Stamm 1585AsarA weist nach 18 Stunden Wachstum in Schiittelkultur eine signifikant

hohere sbp-Transkription um den Faktor 40 auf. SarA scheint hier einen inhibierenden

Effekt auf die Transkription von sbp in 1585 zu haben (Abbildung 16).

Ansonsten fiihrt die Inaktivierung von sar4 in S. epidermidis 1585 und 1457 zu keinen
signifikanten Anderungen der shp-Transkription. Weder im Stamm 1585 noch im Stamm
1457 (Abbildung 14 und 15) ist ein Unterschied zu einem Zeitpunkt signifikant. Dies deckt

sich ebenfalls mit den Western Blot Ergebnissen in statischer Biofilmkultur.
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3.3 Untersuchung der sbp-Transkription in lebenden Biofilmen mittels eines Gfp-
basierten Reportersystems

Die Analyse der sbp-Expression mittels Western Blot und qPCR weist den Methoden-
inhdrenten Nachteil auf, dass stets unselektiv die gesamte Population der S. epidermidis
Zellen analysiert wird. Dementsprechend entgehen diesen Methoden mogliche
differenzielle Expressionsereignisse, die sich auf Subpopulationsniveau abspielen. Um
dieses Problem zu adressieren, sollte ein System aufgebaut werden, das die Untersuchung
der sbp-Transkription auf Einzelzellebene ermdglichen sollte. Zu diesem Zweck wurde in
Vorarbeiten das Reporter-Plasmid pNF Py, :gfp etabliert, in welchem die Gfp-kodierende

Sequenz (gfp) unter Kontrolle des nativen sbp-Promotor (Pgsp) gebracht worden war.

3.3.1 Erzeugung von Stimmen zur Untersuchung der sbp-Promotoraktivitiit mittels
eines GFP-basierten Reportergenassays

Ziel war es, das Plasmid pNFPg,::gfp in die Stimme S. epidermidis 1585, 1585Asbp,
1585Asar4 und 1585Aagr sowie S. epidermidis 1457, 1457Asbp, 1457AsarA und 1457 Aagr
zu transduzieren und somit die Synthese von Gfp unter die Kontrolle des shp-Promotors zu

stellen, um damit eine Fluoreszenzsignal in Abhéngigkeit zur Sbp-Synthese zu generieren.

Die Transformation des Plasmids in die Zielstimme erfolgte im ersten Schritt liber die
Elektroporation in den Stamm S. aureus RN4220 und anschlieBend in den Stamm S.
epidermidis 1457Aagr. Aus diesem konnte mittels Phagentransduktion das Plasmid in die
oben genannten Stidmme transduziert werden. Der Nachweis der erfolgreichen
Phagentransduktion erfolgte mittels einer Erregerdifferenzierung durch MALDI-TOF mit
der Uberpriifung der antibiotischen Empfindlichkeit im Agardiffusionstest (Antibiogramm).
Im Antibiogramm war nach Transduktion eine zusétzliche Makrolidresistenz in allen
Stimmen nachweisbar, welche durch ein auf dem Plasmid kodiertes, genetisches Element
vermittelt wird. Die endgiiltige Bestitigung der erfolgreichen genetischen Manipulation
erfolgte durch PCR-Detektion des auf pNFPg,::gfp lokalisierten gfp sowie durch
Restriktionsanalysen der aus den Transduktanten isolierten Plasmide.

SchlieBlich wurden die neu generierten Transduktanten im Biofilmassay in Bezug auf ihren

Biofilmphinotyp untersucht.
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Abbildung 17: Biofilmtest der Stimme 1585, 1585Asbp, 1585AsarA und 1585Aagr sowie 1457, 1457 Ashp,
1457AsarA und 1457Aagr ohne und mit dem Plasmid pNFPg,::gfp. Jeder Punkt représentiert einen
Biofilmtestmesswert. Ab einer Absorption von 1 ist geht man von einer Oberfachen-assoziierten Biofilmorganisation
aus. Nach vorrangegangenem dreimaligem Spiilen mit 1x PBS wurde die Losung mit Gentiana Violett geférbt,
getrocknet und anschlieBend die Absorption bei einer Wellenldnge von 570 nm gemessen.

Bei der Auswertung der Biofilmtests der Stimme S. epidermidis Stimme 1585 und 1457
ohne Plasmid fiel auf, dass bis auf 1457 kein Stamm klar Biofilm-positiv war. Dies war zu
erwarten und deckte sich mit vorherigen Ergebnissen aus der Arbeitsgruppe. Ebenfalls fiel
auf, dass die Mutanten mit Plasmid, im Hinblick auf die Biofilmbildung, sich dhnlich wie

thre Ausgangsstimme verhielten. Somit waren die Transduktaten dafiir geeignet,

Riickschliisse auf das Verhalten der Ausgangstdmme zu ziehen. Lediglich die 1585Asar4 x
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pNFPgp::gfp zeigte anders als der Stamm Ausgangsstamm, jetzt eine leichte
Biofilmbildung. Diese phdnotypische Varianz muss bei der Auswertung beriicksichtigt
werden. Die so neu generierten Mutanten mit dem Plasmid pNFPg;,.:gfp wurden nun mit

Hilfe von FACS untersucht.

3.4 FACS Analyse zur Analyse der sbp-Expression auf Einzelzellebene

Nachdem die erfolgreiche Transformation der S. epidermidis Stimme 1457, 1585 und
abgeleiteter Mutanten mit Plasmid pNFPg,:.gfp dokumentiert worden war, wurden die
Stimme mittels FACS analysiert. In bisherigen fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen zeigten sich unterschiedliche Sbp-Expressionsintensititen, je nach
Bakterienlokalisation innerhalb des Biofilms (Decker et al., 2015). Es konnte in diesen
Experimenten eine vermehrte Sbp-Expression an den basalen, am Fremdmaterial
befindlichen Schichten gezeigt werden (Decker et al., 2015). Auch bei unseren Mutanten
zeigten sich in der Mikroskopie einzelne Inseln mit stirkerer und schwicherer Sbp-
Expression (Abbildungen nicht dargestellt).

Es stellte sich auf der Grundlage dieser Beobachtungen die Frage, ob es je nach
Wachstumsbedingung, = Wachstumszeitpunkt und  genetischem  Hintergrund zu
unterschiedlich starken Sbp-Expressionen in Subpopulationen kommt bzw. ob sich diese
quantifizieren lassen.

Die gro3e Varianz im Hinblick auf die Sbp-Expressionsintensititen zwischen den einzelnen
Stimmen, welche sich bereits in der PCR gezeigt hatten, erschwerte die Bestimmung klarer
Grenzwerte der Fluoreszenzintensitdt. Daher wurde auf die Definition von klaren
Fluorenszenzintensititswerten verzichtet und die Subpopulationen in Bezug zur
Hauptpopulation definiert:

Die Hauptpopulation musste iiber 75 % aller Zellen enthalten und wurde als GFPmain
definiert. Populationen mit einer sbp-Promotoraktivitit unterhalb GFP™" wurden als
GFP'"°¥ bezeichnet. Populationen mit einer stirkeren shp-Promotoraktivitdt als GFP™ain

wurden als GFPgh bezeichnet.

3.4.1 Vergleich der differentiellen shp-Promotoraktivitit in 1457 und 1585 zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach statischer Biofilmkultur und Schiittelkultur
Im ersten Schritt wurde die sbp-Promotoraktivitit in S. epidermidis 1457 und 1585

untersucht und miteinander verglichen.
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Abbildung 18: Analyse der shp-Promotoraktivitit in 1457 und 1585. S. epidermidis Stdmme wurden nach 6 Stunden
und 18 Stunden als Biofilm- beziehungsweise Schiittelkultur mittels Ultraschallbehandlung vereinzelt, mit LIVE/DEAD
Farbstoff gefarbt und im FACS Aria hinsichtlich GFP Emission untersucht. Die obere Abbildung zeigt das Histogramm
(x-Achse: FITC-A Kanal (griin); y-Achse: Zellzahl (count). Die untere Abbildung zeigte die Verteilung im griin-roten
Kanal (x-Achse: APC-A-Kanal (Tod Farbstoff: Tod ab 10%); y-Achse: FITC-A Kanal (griin). Es wurden 2-6 Replikate
mit der FACS DICA Software analysiert. Je biologisches Replikat wurden 10° Zellen aufgenommen.

Die Auswertung zeigte, dass beinahe alle Bakterienzellen (99,5-96,5%) sich der
Hauptpopulation GFP™" mit durchschnittlicher shp-Promotoraktivitit zuordnen lieBen.

Nach sechs Stunden kategorisierten sich in 1457 wund 1585 in beiden
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Wachstumsbedingungen lediglich 0,1-0,3% der Bakterien zu GFP%, wohingegen nach 18

Stunden sich keine GFP'*Y Subpopulation bestimmen lief3.

Eine GFPhi¢h Population war in keinem der Stimme zu finden. Der GroBteil der Bakterien
bewegte sich hinsichtlich der shp-Expression innerhalb der Normalverteilung von GFP™ain,

sodass eine Bildung von Subpopulationen in diesen Versuchen nicht gezeigt werden konnte.

3.4.2 Einfluss von Mutationen der Regulatoren agr und sarA auf die differenzielle
sbp-Promotoraktivitit in S. epidermidis 1457 und 1585

In statischer Biofilmkultur und Schiittelkultur konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den Mutanten (Asar4 und Aagr) und 1457 bzw. 1585 aufgezeichnet werden. Auf

die Darstellung aller dieser fast identischen Graphen wurde deshalb verzichtet.

18h stat. Biofilmkultur

1585 1585Aagr 1585Asard

+1,000)
1.000)

LRI R,

| © S
10 10 2 o 0® 0 10 10 10 10
28 APC-A

27 Brca " ! 199 APC-A

Abbildung 19: Analyse der sbp-Promotoraktivitit in 1585 und deren Mutanten Aagr und AsarA: S. epidermidis
Stimme wurden nach 6 Stunden und 18 Stunden als Biofilm- beziehungsweise Schiittelkultur mittels
Ultraschallbehandlung vereinzelt, mit LIVE/DEAD Farbstoft gefarbt und im FACS Aria hinsichtlich GFP Emission
untersucht. Die obere Abbildung zeigt das Histogramm (x-Achse: FITC-A Kanal (griin); y-Achse: Zellzahl (count). Die
untere Abbildung zeigte die Verteilung im griin-roten Kanal (x-Achse: APC-A-Kanal (Tod Farbstoff: Tod ab 10%); y-
Achse: FITC-A Kanal (griin). Es wurden 2-6 Replikate mit der FACS DICA Software analysiert. Je biologisches Replikat

wurden 10 Zellen aufgenommen.

Bei der Analyse von S. epidermidis 1585 und 1457 und der korrespondierenden agr und
sarA Mutanten (Abbildung 19) zeigten sich in statischer Biofilmkultur und Schiittelkultur
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keine Unterschiede zu 1547 und 1585. Die entsprechenden Graphen zur Schiittelkultur und
zum Zeitpunkt 6h sind nicht dargestellt.

Zusammenfassend konnte in diesen Experimenten die Bildung von Subpopulationen nicht

gezeigt werden. In allen Stimmen zeigte sich eine Normalverteilung.
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4. DISKUSSION

S. epidermidis spielt im klinischen Alltag als Verursacher nosokomialer, meist
Fremdmaterial-assoziierten Infektionen eine bedeutende Rolle. Infektionen durch S.
epidermidis sind damit wesentlich mit Krankenhausaufenthalt-assoziierter Morbiditdt und
hieraus resultierender 6konomischer Mehrbelastung fiir das Gesundheitssystem assoziiert
(Becker et al., 2020). S. epidermidis ist regulirer Bestandteil der humanen, Haut-assoziierten
Mikrobiota (Grice and Segre, 2011, Naik et al., 2012, Zhou et al., 2020). Der evident
apathogene Charakter kontrastiert mit dem invasiven Potential des Erregers im Kontext
nosokomialer Infektionen. Forschungsaktivtiten der vergangenen 30 Jahre konnten
zweifelsfrei nachweisen, dass S. epidermidis iiber ein spezifisches pathogenes Potential
verfiigt, welches fast ausschlieBlich nach Implantation von Fremdmaterialien entsteht. Diese
Assoziation beruht mafgeblich auf der Fahigkeit des Erregers, auf der Oberfliche von
implantierten Fremdmaterialien mehrlagige Biofilme auszubilden (Becker et al., 2020).
Das Small basic protein (Sbp) ist funktionell an der S. epidermidis Biofilmbildung beteiligt
(Decker etal., 2015). Sbp ist ein 18 kDa grof3e Protein und ist bei nahezu allen S. epidermidis
Stimmen nachweisbar (Decker et al.,, 2015). Sbp ist direkt und indirekt in zentrale
Mechanismen der S. epidermidis Biofilmbildung integriert. So interagiert Sbp direkt mit
dem Zelloberflichenprotein Aap und ist hierdurch an der Aap-vermittelten Bifilmbildung
beteiligt (Decker et al., 2015). Andererseits moduliert die Sbp-Expression {iber bislang nicht
aufgeklirte Regulationsmechanismen die Produktion von PIA. Damit ist Sbp in der Lage,
die interzelluldr adhdsiven Eigenschaften von S. epidermidis indirekt zu modulieren.
Besonders charakteristisch fiir die Anordnung von Sbp in lebenden Biofilmen ist die
Akkumulation des Proteins an der Grenzfliche zwischen Bakterium und der besiedelten
Oberfliche (Decker et al., 2015, Wang et al., 2018). Diese Organisation ist funktionell
relevant, da die Oberflichenbindung von Sbp die Adhdrenz von S. epidermidis an
kiinstlichem Materialien verstirkt, die selbst die Bindung von Bakterien nur in geringem
Umfang untersiitzen (Decker et al., 2015). Die Mechanismen, iiber welche S. epidermidis
diese signifikante rdumliche Organisation realisiert, sind derzeit unbekannt. So kdnnte Sbp
inhdrente Eigenschaften aufweisen, die zur Assemblierung an der Grenzfliche beitragen.
Diese Annahme wird durch die kiirzlich publizierte Beobachtung unterstiitzt, dass Sbp zur
Ausbildung von groBen Amyloid-Stringen in der Lage ist (Wang et al., 2018). Des Weiteren
scheint es moglich, das spezifische Regulationsmechanimen dazu fiithren, dass Sbp

préferentiell in S. epidermidis Zellen am Boden der Biofilmstruktur exprimiert wird. In der
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Tat ist die rdumliche und zeitliche Steuerung der Genexpression in S. aureus Biofilmen am
Beispiel des cid-Operons gut beschrieben (Moormeier et al., 2014).

In Staphylokokken wird die Expression von Proteinen und Biofilmfaktoren massgeblich
durch die einzelnen Phase der Biofilmbildung reguliert und lésst sich dadurch in der Regel
einer bestimmten Phase zuordnen (Keinhorster et al., 2019, Bronner et al., 2004, O'Gara,
2007). So wird AtIE vor allem zu Beginn in der Adhérenzphase als Adhédrenzfaktor fiir die
Bindung an Polyethylen und Vitronektin und als Protease benétigt, im Weiteren Verlauf der
Biofilmbildung wird AItE jedoch herunterreguliert (Otto, 2009, Hoiby et al., 2010).

Die Wachstumsphasen-abhéngige Expression von Sbp war bislang nicht bekannt. Zu diesem
Zweck wurde in dieser Arbeit eine Sbp-Expression im Verlauf der Wachstumsphase
erstmalig untersucht.

Um mogliche Unterschiede der Genexpressionskontrolle in Abhéngigkeit vom genetischen
Hintergrund zu erfassen, wurden die Analysen in zwei voneinander unabhéngen klinischen
S. epidermidis Isolaten (S. epidermidis 1457 und 1585) durchgefiihrt.

Klinische und kommensale S. epidermidis sind durch relevante Unterschiede in ihrer
Fahigkeit zur Biofilmbildung gekennzeichnet. So kdnnen in klinischen Materialien sowohl
Biofilm-positive, wie auch Biofilm-negative Stimme (in-vitro) isoliert werden (Both et al.,
2021, Rohde et al., 2007, Ziebuhr et al., 1997, Liu et al., 2020, Post et al., 2017, Harris et
al., 2016, Fredheim et al., 2015). Dariiberhinaus unterliegt die Expression eines Biofilm-
positiven Phénotyps einer differentiellen Expression. Diese macht es S. epidermidis
moglich, den Biofilmphénotyp dynamisch zu steuern und sich hierdurch an verdnderte
Umweltbedingungen anzupassen (Schilcher and Horswill, 2020, Lerch et al., 2019,
Schoenfelder et al., 2019, Hoang et al., 2019).

So bildet eine Variante des Stamms 1585 einen PIA-negativen proteinbasierten Biofilm,
wohingegen der Stamm 1457 einen Polysaccharid (PIA)-abhidngigen Biofilm bildet. Je nach
genetischem Hintergrund sind unterschiedliche Faktoren fiir die Ausprigung des
Biofilmphinotyps von unterschiedlicher Bedeutung. So zeigte sich in S. epidermidis in
einem PIA-negativen, Biofilm-positiven Stamm, dass die Deletion des Fibrinogen-
bindenden Oberfldchenproteins fbe zu einer signifikant niedrigeren Biofilmbildung fiihrte
(Pei et al., 1999). Diese erheblichen Unterschiede in der relativen Expression von Genen
und Gengruppen konnte erst kiirzlich auch in klinischen S. epidermidis Isolaten aus
Protheseninfektionen dokumentiert werden (Both et al., 2021). Besonders erstaunlich in
dieser Untersuchung war der Befund, dass innerhalb einer Infektion auf Einzelzellebene

parallel unterschiedliche Sub-Populationen eines Klons mit zum Teil erheblich
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unterschedlichen Transkriptomen existieren (Both et al., 2021). Diese aktuellen Befunde
zeigen, dass eine globale Analytik der Sbp-Produktion und ihrer Determinanten notwendig
ist, wobei auch die Mdglichkeit von Unterschieden der Sbp-Produktion auf der Ebene
einzelner Subpopulationen innerhalb eines Biofilms in Betracht gezogen werden muss. Ein
wesentliches Ziel dieser Arbeit war daher, die Wachstumsphasen-abhéngige Expression von

Sbp sowohl auf Populations-, als auch auf Subpopulationsebene zu untersuchen.

4.1 Gibt es eine Wachstumsphasen-abhéngige Steuerung der Sbp-Expression?

Die durchgefiihrten Experimente, in welchen die Sbp-Produktion auf Populationsebene
anhand von Zelloberflichenproteinpraparationen und RNA-Pridparation mittels Western
Blot und qPCR untersucht wurde, zeigten keine Wachstumsphasen-abhidngige Expression
des Proteins.

Somit ist ein zentrales Ergebnis dieser expreimentellen Arbeit, dass es sich bei sbp um ein
Wachstumsphasen-unabhéngiges, also konsitutiv exprimiertes Gen handelt. Die konstitutive
Expression von sbp wurde durch Beobachtungen in der FACS Analyse validiert. Der
konstitutive Charakter der sbp-Expression unterscheidet das Protein von vielen anderen
Faktoren der Staphylokokken Biofilmbildung (Martinez and Vadyvaloo, 2014, Baldry et al.,
2020). So ist bekannt, dass beispielsweise Oberflachenproteine, welche die Bindung der
Bakterienzellen an die Oberflidche eines Implantats unterstiitzen, typischerweise in der Lag-
(Anlaufphase) und der frithen Log-Phase (exponentielle Phase) produziert werden (Weiss et
al., 2016, McCourt et al., 2014). In der stationdren Phase hingegen ldsst sich vor allem die
Expression von Mechanismen darstellen, die die Persistenz des Erregers durch zum Beispiel
Abwehr von Immuneffektormechanismen und Aufnahme von Kohlenstoffquellen
sicherstellen (Windham et al., 2016, Moche et al., 2015). Eine Ursache fiir die konstitutive
Expression von sbp konnte darin liegen, dass Sbp in verschiedenen Phasen der
Biofilmbildung spezifische Funktionen {ibernehmen kann. So macht die Eigenschaft der
Oberflichenmodifikation mit daraus resultierender optimierter Bindung der S. epidermidis
Zellen eine Produktion in einer frithen Phase der Fremdmaterial-Kolonisation notwendig.
Unabhéngig von dieser Funktion spielt Sbp jedoch auch eine Rolle als Interaktionspartner
fiir Aap und unterstiitzt hierdurch die Aap-abhéngige S. epidermidis Biofilmbildung (Banner
et al., 2007, Rohde et al., 2005). Hierfiir ist jedoch auch eine Expression in der
akkumulativen Phase der S. epidermidis Biofilmbildung notwendig. Unabhéngig von der

Bedeutung bei der Biofilmbildung, scheint Sbp auch fiir die Integritit der S. epidermidis
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Zellwand Bedeutung zu haben. Diese Inaktivierung von sbp flihrt zu einem schnelleren
Absterben der Zellen (Autolyse) und einer erhohten Empfindlichkeit gegeniiber
Vancomycin (Rohde, nicht publizierte Daten). Orientierende Transkriptom-Analysen
zeigen, dass im Vergleich zum Wildtyp eine shp-Mutante in S. epidermidis 1457 eine starke
Aktvierung der stringent response zeigt, passend zu einer Destabilisierung der Zellwand
(Corrigan et al., 2016) (Rohde, nicht publizierte Daten). Diese basale Bedeutung von Sbp
fiir die bakterielle Zellwandphysiologie konnte den konstitutiven Expressionsmodus

erklaren.

4.2 Ist die Produktion von Sbp unabhingig vom Anzuchtmodus?

Im Rahmen der ersten Charakterisierung von Sbp konnte mittels mikroskopischer Methoden
gezeigt werden, dass Sbp eine ungewdhnliche Anordnung innerhalb eines S. epidermidis
Biofilms aufweist (Decker et al., 2015). Diese Anordnung ist dadurch charakterisiert, dass
Sbp an der Grenzfliche zwischen der Oberfliche und der basalen Bakterienschicht des
Biofilms akkumuliert. Weitere Experimente zeigten, dass durch diese Sbp Ablagerung die
Oberflache in einer Weise verdndert wird, welche die Bindung der Staphylokokken
unterstiitzt (Decker et al., 2015). Erkenntnisse aus der Analye von Vibrio cholerae deuten
darauf hin, dass viele Bakterien spezifische Mechanismen nutzen, um die Eigenschaften von
Oberflichen zu modifizieren und hierdurch die bakterielle Besiedlung zu begiinstigen
(Absalon et al., 2011). Da ein solches Priming moglicherweise besonders relevant wird,
wenn die Bakterien statisch (also in sessiler Form) angeziichtet werden, wurde hier die
Hypothese verfolgt, dass der Wachstumsmodus (statische versus geschiittelte Kultur) die
quantitative Expression von Sbp modulieren konnte. Diese Hypothese wurde durch Befunde
in anderen Organismen (Enterokokken, P. aeruginosa, B. cepacia) unterstiitzt (Lim et al.,
2017, Jean-Pierre et al., 2016, Buroni et al., 2014). Die hier fiir S. epidermidis erhobenen
Daten zeigen, dass es keinen generellen Einfluss von statischen oder agitierten
Wachstumsbedingungen auf die Expression von Sbp gibt. So fand sich in S. epidermidis
1457 weder unter Verwendung von qPCR, noch vom Western Blot ein Hinweis darauf, dass
Sbp unter einer der genannten Bedingungen verstirkt produziert wird. Dem gegeniiber steht
der Befund in S. epidermidis 1585, in dem mittels qPCR eine im Vergleich zur statischen
Kultur signifikant hohere sbp-Transkription in Schiittelkultur nachgewiesen werden konnte.
Dieser Befund lieB3 sich allerdings im Western Blot nicht nachvollziehen. Wahrend offenbar

Stamm-abhingige Unterschiede in der Expressionskontrolle von sbp existieren, konnen
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diese Unterschiede in Bezug auf die Anzucht, auf Basis der hier erhobenen Daten, nicht

zurlickgefiihrt werden.

4.3 Haben die globalen Regulatoren Agr und SarA Einfluss auf die Sbp-Expression?
Eine mogliche Ursache fiir die beobachtete differentielle Verteilung von Sbp in einem
lebenden Biofilm konnte eine spezifische shp Transkription in den basalen Abschnitten des
Biofilms sein. In der Tat unterliegen fast alle an der S. epidermidis Biofilmbildung
beteiligten  Faktoren einer strengen, durch Umwelteinfliisse modulierbaren
Expressionskontrolle (Mack et al., 2000, Mack et al., 2004, Mack et al., 2002). Diese ist
exemplarisch am Beispiel der Kontrolle des fiir die PIA Synthese maligeblichen icaADBC
Operons analysiert worden. Hierbei zeigte sich, dass zum Beispiel 4 % NaCl die Expression
von icaADBC induzieren. An dieser Regulation ist der alternative Sigma Faktor Sigma B
entscheidend beteiligt (Knobloch et al., 2004, Knobloch et al., 2001). Sigma B wiederum ist
jedoch in S. epidermidis in libergeordnete regulatorische Kontexte integriert, die zumindest
modulierend die Aktivitdt von Sigma B beeinflussen (Biittner et al., 2015). Mindestens zwei
iibergeordnete regulatorische Systeme sind in Staphylokokken zweifelsfrei identifiziert
worden.

Bei diesen handelt es sich zum einen um den sogenannten acessory gene regulator (Agr),
zum anderen um den staphylococcal acessory regulator SarA (Kavanaugh and Horswill,
2016, Le and Otto, 2015).

Das Quorum Sensing System Agr ist sowohl in S. aureus als auch in S. epidermidis der
zentrale Regulator der Biofilmbildung. In. S. aureus nimmt Agr maf3geblich Einfluss auf die
Virulenz, durch die Regulation von Exotoxinen (Novick and Geisinger, 2008, Novick,
2003). In S. epidermidis wird iiber Agr neben der Regulation von anderen Biofilmfaktoren
auch indirekt die Expression von PIA reguliert (Novick and Geisinger, 2008). Anders als
erwartet, flihrte die Deletion des agr-Lokus jedoch nicht zu einer geringeren, sondern
vielmehr zu einer stirkeren Biofilmbildung in S. epidermidis 1457. Dieser Befund konnte
dadurch erkldrt werden, dass ein phenol soluble modulin Hld, Agr-abhingig exprimiert
wird. HId besitzt durch seine Struktur amphiphile Eigenschaften und ist in der Lage, durch
detergensartige Mechanismen einen Biofilm zu destablisieren (Novick and Geisinger, 2008,
Novick, 2003, Le et al., 2014).

Ein zweiter zentraler Regulator der Biofilmbildung ist der Stressregulator SarA. Zum einen

nimmt dieser Stressregulator iiber die Bindung an Agr direkt Einfluss auf das Quorum
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Sensing und zum anderen, iiber die Bindung an den Promotor von icaADBC, direkt Einfluss
auf die PIA-Synthese. Zusétzlich reguliert SarA die Embp Expression, was die Bedeutung
von SarA in PIA-negativen Stdmmen unterstreicht (Christner et al., 2012, Biittner et al.,
2015). Aufgrund der bekannten, zentralen Funktion von SarA und Agr bei der Steuerung
der S. epidermidis Biofilmbildung sollte in der vorliegenden Arbeit desweiteren untersucht
werden, ob eine Beeinflussung der Sbp-Produktion vorliegt.

Um dieses Ziel zu erreichen, wurde die Sbp Produktion in spezifischen Knock-out
Mutanten, in welchen agr oder aber sarA deletiert worden waren, auf der Ebene der
Transkription sowie der Proteinsynthese analysiert. Hierbei zeigte sich weder in S.
epidermidis 1457, noch in S. epidermidis 1585 ein belastbarer Hinweis auf eine
Beeinflussung der Sbp-Produktion durch Agr. Im Gegensatz dazu konnte in S. epidermidis
1585 festgestellt werden, dass im Vergleich zum Wildtyp 1585 in der sar4 Mutante
1585AsarA nach 18 und 36 Stunden in Schiittelkultur eine stérkere Sbp-Expression in der
qPCR, wie auch im Western Blot dargestellt weden konnte. Diese Beobachtungen konnten
jedoch in S. epidermidis 1457 und der korrespondierenden Mutante 1457AsarA nicht
nachvollzogen werden. Die SarA-abhidngige Regulation der Sbp-Expression scheint
dementsprechend durch den jeweiligen klonalen Hintergrund moduliert zu werden.

Wie oben beschrieben, ist SarA ein Regulator der S. epidermidis Biofilmbildung. Neben der
positiven Beeinflussung von Biofilm-assoziierten Faktoren konnte gezeigt werden, dass
SarA auch Biofilm-supprimierende Einfliisse aufweist. So zeigte sich, dass die Inaktivierung
von sarA in S. epidermidis 1585 zur Induktion eines Biofilm-positiven Phédnotyps fiihrt. Als
Ursache hierfiir konnte gezeigt werden, dass SarA ein negativer Regulator der Embp-
Expression ist. Durch die Inaktivierung von sar4 kommt es in einer sar4A-Mutante zu einer
verstidrkten Embp Produktion mit nachfolgender Biofilmbildung. Zusitzlich steuert SarA
auch die Expression von Exoproteasen. In der sar4-Mutante 1585Asar4 kommt es zu einer
Uberexpression von Proteasen, die wiederum zu einer Spaltung und nachfolgend
funktionellen Aktivierung des AutolysinsE fiihren. Hierdurch wird im Zuge der verstirkten
Autolyse eDNA freigesetzt, und diese unterstiitzt zusétzlich zu Embp die S. epidermidis
Biofilmbildung in einer sarA-Mutante (Christner et al., 2012). Basierend auf diesen
Beobachtungen, kann festgestellt werden, dass SarA gleichsam einem molekularen Schalter
entspricht, der es S. epidermidis ermdglicht, zwischen verschiedenen Mechanismen der
Biofilmbildung zu wiéhlen. Die Befunde dieser Arbeit geben Hinweise dafiir, dass auch Sbp

in dieses differentielle Regulationsnetz integriert ist. Zukiinftige Arbeiten miissen kldren, ob
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die Co-Regulation von Sbp und anderer Mechanismen in der S. epidermidis Biofilmbildung

eine funktionelle Relevanz aufweist.

4.4 Analyse der sbp-Expression auf Subpopulationsebene

Traditionelle Methoden zur Analyse von Gentranskriptom und Proteinproduktion basieren
auf der Analyse von ganzen Bakterienpopulationen. Neben technischen Limitierungen lag
dieser Strategie die Annahme zugrunde, dass eine Bakterienpopulation weitestgehend durch
nahezu identische Einzelzellen gekennzeichnet ist (Ma et al., 2019). Heute weill man, dass
eine bakterielle Population durch eine zum Teil ausgeprigte Populationsheterogenitit
gekennzeichnet ist. Diese prigt sich auf Ebene des Transkriptoms, des Proteoms und
nachgeschaltet der gesamten Physiologie einer individuellen Zelle aus (Elowitz et al., 2002).
Die Ursachen dieser Heterogenitét sind vielgestaltig und im Detail noch nicht verstanden.
So koénnen stochastische Fluktuationen zur zufélligen Diversifikation einer Population
beitragen (Huh and Paulsson, 2011, Elowitz and Leibler, 2000, Amir and Balaban, 2018),
jedoch auch zum Beipiel spezifische Bedingungen des Mikromilieus innerhalb einer Kultur
eine Heterogenitét bedingen (Tan et al., 2009, Martins and Locke, 2015, Fu et al., 2018).
Ein Biofilm stellt aufgrund seiner dreidimensionalen Struktur ein prototypisches Modell fiir
die Entwicklung bakterieller Populationsheterogenitdt dar, denn es ist gut dokumentiert,
dass es innerhalb eines Biofilms zu massiven lokalen Begrenzungen von Nahrstoffen,
Sauerstoff und Kommunikationsmolekiilen kommt, wihrend es zum Beispiel durch
Behinderungen der Diffusion zur erheblichen Akkumulation von sekunddren Metaboliten
kommen kann (Murugesan et al., 2017, Kohanski et al., 2010, Ackermann, 2015). CLSM-
basierte Untersuchung der Verteilung von Sbp in lebenden S. epidermidis Biofilmen hatte
gezeigt, dass das Protein eine charakteristische Akkumulation an der Grenzfldche zwischen
Oberfliche und der basalen Zellebene des Biofilms zeigt (Decker et al., 2015). Eine
mogliche Ursache hierfiir konnte sein, dass es innerhalb eines S. epidermidis Biofilms zur
Auspragung einer sbp-Transktiptionsheterogenitdt kommt, die durch eine spezifische
Expression von Sbp in Zellebenen nahe der besiedelten Oberflidche gekennzeichnt wére. Um
diese Hypothese zu priifen, wurde ein Plasmid in S. epidermidis eingebracht, in welchem
die Expression von Gfp unter die Kontrolle des shp-Promotors gestellt worden war. Dieses
Konstrukt erlaubt es, die Gfp Produktion als Mal} fiir die sbp-Promotorraktivitit zu
verwenden. Um einen ersten Anhalt fiir eine mogliche Heterogenitit der sbp-Transktiption
zu erhalten, wurden S. epidermidis 1457 x pNFPg,::gfp und 1585 x pNFPgy,::gfp nach
statischer und geschiittelter Kultur mittels FACS analysiert. Hierbei konnte festgestellt
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werden, dass sowohl nach 6 wie auch 18 h ein Grofiteil der S. epidermidis Population sbp-
Promotor Aktivitéit aufwiesen. Auch die Analyse der sbp-Promotoraktivitdt in sar4 und agr-
Mutanten der Stimme S. epidermidis 1457 und 1585 é&nderte an diesem Befund nichts.
Dementsprechend ergab sich in der FACS-Analyse kein Anhalt fiir eine ausgeprigte
Heterogenitét der sbp-Promotoraktivitét. Dies schlieB3t allerdings die Mdglichkeit, dass die
lokale Akkumulation von Sbp durch eine differentielle shp-Expression induziert wird, nicht
aus. Aus diesem Grund wird es notwendig sein, zukiinftig die Verteilung von Zellen mit
unterschiedlich starker sbp-Promotoraktivitit auch ortsaufgeldst zu analysieren. Hierzu
stehen mikroskopische Methoden wie die konfokale Laserscanningmikroskopie zur
Verfiigung (Ma et al., 2019). Auch bei Verwendung mikroskopischer Methoden muss
allerdings beachtet werden, dass die Maturations- wie auch Abbaudynamik der hier
genutzten Gfp-Isoform (superfolder [s]Gfp) erheblichen Einfluss auf die Ergebnisse nimmt.
Es ist bekannt, dass sGfp innerhalb von 10 min eine funktionale Konformation einnimmt
und daher die Induktion von Promotoraktivitit gut tiberwacht werden kann. Jedoch ist
derzeit nicht bekannt, wie schnell sGfp in S. epidermidis abgebaut wird. Fiir eine andere
Gfp-Isoform (Gfpmus.1) konnten Halbwertszeiten von etwa sieben Stunden bestimmt werden
(Franke et al., 2007). Hieraus ergibt sich, dass die alleinige Betrachtung der Gfp-Intensitét
nicht geeignet ist, um Fluktuationen in der sbp-Promotoraktivitdit mit ausreichender
Sensitivitit zu erfassen. Aus diesem Grund sollten zukiinftig unabhédngige Technologien
genutzt werden, um die sbp-Promotoraktivitdt ortsaufgeldst zu erfassen. Hierzu erscheint es
besonders lohnenswert zu sein, Fluoreszenzreporter mit extrem verkiirzter Halbwertszeit zu

verwenden (Houser et al., 2012).
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5. ZUSAMMENFASSUNG

S. epidermidis 1ist der hiufigste Erreger Fremdmaterial-assoziierter Infektionen.
Fremdmaterial-assoziierte ~ Infektionen, wie zum  Beispiel Infektionen von
Gelenkendoprothesen, intravasalen Kathetern oder kiinstlichen Herzklappen, gehen mit
einer substantiellen Morbiditit und Mortalitit einher. Die hohe Inzidenz dieser
Erkrankungen fiihrt aulerdem zu einer signifikanten 6konomischen Mehrbelastung des
Gesundheitssystems.

Die Behandlung von S. epidermidis Fremdmaterial-assoziierten Infektionen wird durch die
Biofilmbildung, dem Hauptpathogenititsfaktor des Erregers, erschwert. Die Einbettung des
Erregers in bakterielle extrazelluldre Matrix erschwert den Zugriff der Wirtsimmunitit und
vermittelt eine verminderte Empfindlichkeit gegeniiber Antibiotika.

Der Aufbau der komplexen Architektur des Biofilms lduft in mehreren Phasen unter der
Beteiligung von Polysaccharid- und Proteinfaktoren (Embp, PIA, Aap, AtIE und Sbp) sowie
extrazellulirer DNA ab. Die Phasen werden unter anderem iiber Masterregulatoren wie
SarA und Agr reguliert.

Diese Doktorarbeit widmet sich der Untersuchung der Regulation des ubiquitdren und fiir
die Biofilmbildung essentiellen Faktors des Small basic protein (Sbp) in Abhédngigkeit von
Kulturbedingungen, lokaler Anordnung im Biofilm und dem bakteriellen genetischen
Hintergrund.

Es zeigte sich, dass Sbp, anders als viele andere Biofilmfaktoren, zu jedem
Wachstumszeitpunkt exprimiert wird. Eine klare Zuordnung zu einer bestimmten Phase der
Biofilmbildung konnte weder im auf Protein Ebene (Western Blot) noch auf der Ebene der
Genexpression (qPCR) nachgewiesen werden. Auch hat die Art der Anziichtung
(planktonische Schiittelkultur oder statische Biofilmkultur) keinen Einfluss auf die Sbp-
Expression. Der Einfluss des bakteriellen genetischen Hintergrunds wurde anhand von zwei
S. epidermidis Stimmen untersucht. Der Stamm 1457 bildet einen starken, hauptsichlich
Polysaccarid-basierten Biofilm, wéihrend der Stamm 1585 einen schwicheren, rein Protein-
basierten Biofilm bildet. Sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Expressionsebene zeigte
der Stamm 1457 eine erhdhte Sbp-Expression.

Der Knock-Out der zwei grolen Masterregulatoren Agr und SarA hatte in beiden Stimmen
keinen Einfluss auf die Sbp-Expression.

In der mikroskopischen Untersuchung von S. epidermidis Biofilmen mit Fluoreszenz-
markiertem Sbp zeigte sich eine differentielle rdumliche Verteilung des Proteins mit einer

erhohten Konzentration nahe der Basis des Biofilms auf dem Fremdmaterial. Diese raumlich
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ungleichméfige Verteilung eines Biofilmfaktors ist bisher fir S. epidermidis
Biofilmfaktoren nicht beschrieben worden. Auf dem Boden dieser Beobachtung stellte sich
deshalb die Frage, ob es innerhalb der Gesamtpopulation einzelne Subpopulationen gibt,
welche eine stirkere oder eine geringere Sbp-Expression aufweisen?

Hierfiir wurde eine FACS Analyse der S. epidermidis Stimme 1585 und 1457 mit
jeweiligem Knock-out der Masterregulatoren Agr und SarA auf die unter der Kontrolle des
sbp-Promotors stehenden GFP Fluoreszenz (Plasmid: pNF Py, :gfp) in der exponenetiellen

und stationdren Wachstumsphase, sowohl unter planktonischen und als auch unter statischen
Wachstumsbedingungen untersucht.

Bei der Auswertung dieser Ergebnisse zeigte sich, dass mindestens 96% aller
Bakterienzellen eine durchschnittliche Sbp-Expression (GFP™") aufwiesen. Dabei konnten
keine klaren Subpopulationen detektiert werden.

Zusammenfassend zeigte sich wéhrend der S. epidermidis Biofilmbildung eine
Wachstumsphasen-unabhingige Sbp-Expression sowohl in planktonischer, als auch
stationdrer Kultur. Es konnte kein Einfluss der Hauptregulatoren der Biofilmbildung Agr
und SarA festgestellt werden. Geringe Unterschiede zeigten sich zwischen den beiden
untersuchten Wildtypstimmen 1457 und 1585. Eine regulatorische Grundlage der
differentiellen raumlichen Verteilung innerhalb des Biofilms konnte nicht zeigen werden

und bedarf weiterer Experimente.
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6. SUMMARY

S. epidermidis is the most prevalent pathogen of foreign material-associated infections.
Foreign-material-associated infections, such as prosthetic joint infections, infections of
intravascular catheters or infections of artificial heart valves, are associated with substantial
morbidity and mortality. The high incidence of these diseases results in a significant
additional economic burden on the healthcare system.

Treatment of S. epidermidis foreign material-associated infections is complicated by biofilm
formation, the main pathogenic factor of the pathogen. Embedding of the pathogen in
bacterial extracellular matrix impedes access of host immunity and mediates decreased
sensitivity to antibiotics.

The assembly of the complex architecture of the biofilm proceeds in several phases
involving polysaccharide and protein factors (Embp, PIA, Aap, AtlE, and Sbp) and
extracellular DNA. These phases are regulated by master regulators such as SarA and Agr.

This thesis investigates the regulation of the essential and ubiquitous factor “small basic
protein” (Sbp), depending on culture conditions, local arrangement in the biofilm and the
bacterial genetic background.

It was shown that Sbp, unlike many other biofilm factors, is expressed at every growth time
point. A clear assignment to a specific phase of biofilm formation could not be demonstrated
in either the protein level (Western blot) or the gene expression level (QPCR). Also, the type
of cultivation (planktonic shake culture or static biofilm culture) did not influence sbp-
expression. The influence of bacterial genetic background was investigated using two S.
epidermidis strains. Strain 1457 forms a strong, mainly polysaccaride-based biofilm,
whereas strain 1585 forms a weaker, purely protein-based biofilm. At both the mRNA and
protein expression levels, strain 1457 showed increased sbp-expression.

Knock-out of the two major master regulators Agr and SarA had no effect on sbp-expression
in either strain.

Microscopic examination of S. epidermidis biofilms with fluorescently labeled Sbp revealed
a differential spatial distribution of the protein with an increased concentration near the base
of the biofilm on the foreign material. This spatially non-uniform distribution of a biofilm
factor has not been previously described for S. epidermidis biofilm factors. On the basis of
this observation, the question therefore arose as to whether there are individual
subpopulations within the overall population that exhibit stronger or lower Sbp expression?
For this purpose, FACS analysis of S. epidermidis strains 1585 and 1457 with respective

knock-out of the master regulators Agr and SarA for GFP fluorescence (plasmide:
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pNFPgp::gfp) under the control of the sbp-promoter was investigated in exponential and
stationary growth phase, both under planktonic and static growth conditions.

Analysis of these results showed that at least 96% of all bacterial cells had average Sbp
expression (GFP™@"), No clear subpopulations could be detected.

In summary, during S. epidermidis biofilm formation, growth phase-independent sbp-
expression was evident in both planktonic and stationary culture. No influence of the main
regulators of biofilm formation Agr and SarA could be detected. Minor differences were
shown between the two wild-type strains 1457 and 1585 studied. A regulatory basis of the
differential spatial distribution within the biofilm could not be shown and requires further

experiments.
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7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A

Aap Accumulation assocciated protein
Abb. Abbildung

AIP autoinducing Peptides

AItE

AP Alkalische Phosphatase

B

BHI Brain Heart Infusion

C

D

DNA Desoxyribonukleinséure

E

E. Escherichia

eDNA extrazellulire DNA

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

Fbe Fibrinogen binding protein
FIVAR Found in various Architectures

G

Gfp griin-fluoreszierenden Protein

H

h Stunde

I

IL-8 Interleukin 8

ini. (Aqua ad ini.)

Wasser zu Injektionszwecken

J

K

KISS Krankenhaus Infektions Surveillance System

KNS Koagulase-negative Staphylokokken

L

LB Luria Bertani

M

MALDI Massenspektrometrie

Mg?* Magnesium

min Minute

MSCRAMM Microbial surface component recognizing adhesive matrix
molecule

N

O

77



P

PBS Phosphate buffered saline
PBS/T PBS mit 0,005 % Tween-20
PCR Polymerasekettenreaktion
PIA Polysaccharide Intercellular Adhesin
PJI Prosthetic Joint Infection
PSM Phenol-soluble Modulins
PVDF-Membran | Polyvinyldifluorid-Membran
Q

qPCR Quantitative PCR

R

RE Restriktionsendonuklease
rpm rounds per minute

rSbp rekombinantes Sbp

S

S. Staphylococcus

sbp Small basic Protein

Sbp Small Basic Protein

Sdr Serine-Aspartat Repeat
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
sek Sekunde

T

TA Teichonsduren

Tab. Tabelle

™ Transmembranregion

TSB Trypticase Soy Broth
TSST-1 Toxic Shock Syndrom Toxin -1
U

Uuv Ultraviolett

v

\% Volt

W

X

Y

Z

ZVK Zentralvenoser Katheter

- Antikorper (gegen-)

A Wellenldnge (in nm)
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