Aus dem Universitatsklinikum Munster
Institut fur Medizinische Mikrobiologie
- Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. G. Peters -

Molekulare Charakterisierung des Staphylococcus aureus-Oberflachenproteins

SasC und Rolle in der Zell-Zell-Interaktion

INAUGURAL-DISSERTATION
zur
Erlangung des doctor medicinae
der Medizinischen Fakultat der

Westfalischen Wilhelms-Universitat Minster

vorgelegt von
Mario Jularic
aus
Dortmund
2016



Gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der Westfalischen

Wilhelms- Universitat MUnster



Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. W. Schmitz

1. Berichterstatter: PD Dr. rer. nat. C. Heilmann
2. Berichterstatter: PD Dr. med. A. Mellmann
Tag der mundlichen Prufung: 22.02.2016



Aus dem Universitatsklinikum Munster
Institut fir Medizinische Mikrobiologie

- Direktor: Univ.- Prof. Dr. med. W. Schmitz -
Referent: PD Dr. rer. nat. C. Heilmann
Konferent: PD Dr. med. A. Mellmann

ZUSAMMENFASSUNG
Molekulare Charakterisierung des Staphylococcus aureus-Oberflachenproteins SasC und

Rolle in der Zell-Zell-Interaktion

Mario Jularic

In der vorliegenden Arbeit wurde das vormals uncharakterisierte Oberflachenprotein SasC von
Staphylococcus aureus auf seine Funktion hin untersucht. Zunachst erfolgte die Bestimmung der
Pravalenz des entsprechenden Gens sasC im Genom von 66 S. aureus- Stammen, die im Institut
fur Medizinische Mikrobiologie des Universitatsklinikums Munster isoliert wurden. Es zeigte sich,
dass das fur SasC kodierende Gen in 64 der 66 klinischen Isolate vorkommt und damit
madglicherweise eine wichtige Funktion in der Pathogenese hat. Nach Klonierung des sasC-Gens
in den Expressionsvektor pCX19 und Transformation in den apathogenen Stamm S. carnosus
TM300 konnte erstmals die Funktion des SasC als Zell-Zell-Adhasion vermittelndes Protein
bestimmt werden. Nach Expression des Proteins an der Oberflache von S. carnosus zeigten sich
im Gegensatz zum Wildtypstamm schon bei Wachstum in der planktonischen Phase
makroskopisch und mikroskopisch sichtbare Zellaggregate, die konzentrationsabhangig durch die
Serinproteinase Trypsin aufgelést werden konnten. Auch zeigten die Bakterien aufgrund ihrer
Expression des SasC- Proteins eine verstarkte Biofilmbildung auf Polystyroloberflachen, was am
ehesten auf die Vermittlung von interzellularer Adhasion durch das Protein zurtickzufihren ist. Fur
die Akkumulationsphase der Biofilmentstehung wurde zuletzt bei einer Vielzahl von
Untersuchungen das Vorhandensein von sogenannten PIA-unabhangigen Mechanismen
nachgewiesen und vor allem bei S. aureus-Biofilmen die Bedeutung von extrazellularer DNA und
insbesondere Proteinen herausgestellt. Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass das Protein
SasC eine mogliche Rolle in der proteinvermittelten Biofilmakkumulation hat und einen wichtigen
Pathogenitatsfaktor in der Pathogenese der klinisch schwierig zu beherrschenden Biofilm-

assoziierten Infektionen von Staphylococcus aureus darstellen kdnnte.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das humanpathogene Bakterium Staphylococcus aureus

Friedrich Julius Rosenbach beschrieb im Jahr 1884 zwei unterschiedlich
pigmentierte Kolonietypen von Staphylokokken, Staphylococcus aureus und
Staphylococcus albus. Die letztere Spezies beschreibt eine wachsende Zahl von
Koagulase-negativen  Staphylokokken,  darunter auch  Staphylococcus
epidermidis. Die Bezeichnung Staphylococcus bezieht sich auf die typische
Wachstumsmorphologie der Bakterien. Die spherischen Zellen, welche einen
Durchmesser von 1 um haben, erscheinen mikroskopisch als kleine Zellhaufen
und zeigen als solche Ahnlichkeit mit Trauben (griechisch: staphyle) (54).
Zugrunde liegt eine Zellteilung in mehreren Ebenen, die jeweils orthogonal
zueinander liegen.

Das humanpathogene Bakterium S. aureus gehdrt zur Gattung Staphylococcus.
Diese wurde aus historischen Grunden bezuglich des Phanotyps der heterogenen
Familie der Micrococcaceae zugeordnet. Bei diesen werden die vier Gattungen
Staphylococcus, Micrococcus, Planococcus und Stomatococcus unterschieden,
bei denen es sich um Gram-positive, meist Katalase-positive Kokken handelt, die
Uberwiegend fakultativ anaerob wachsen (77). Sie metabolisieren Kohlenhydrate
demnach sowohl aerob als auch durch Fermentation. Die vier genannten
Gattungen unterscheiden sich jedoch stark auf molekularer Ebene wie z.B. im
GC-Gehalt und in der Zusammensetzung der Zellwand (22, 36). Die
Bakterienchromosome der Staphylokokken besitzen diesbezlglich im Gegensatz
zu Micrococcus einen niedrigen GC-Gehalt und sind die einzige Gattung der
genannten Gruppe, welche Teichonsaure in der Zellwand und eine Kapsel
enthalten (98). Aufgrund von 16S rRNA-Vergleichen werden daher die Gattungen
Enterococcus, Bacillus, Salinicoccus, Planococcus, Brochothix und Listeria und
nicht die Gattung Micrococcus als die nachsten Verwandten der Staphylokokken

angesehen (22). S. aureus ist in der Lage innerhalb eines Temperaturbereichs
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von 15 bis 45 °C und bei NaCl-Konzentrationen von bis zu 15% zu wachsen. Das
Temperaturoptimum von S. aureus Kkorreliert jedoch mit der Kérpertemperatur des
menschlichen Wirts und liegt bei 30-37 °C. Auf bluthaltigen Nahrmedien sind S.
aureus-Kolonien haufig von einem vollstandigen gelblichen Hamolysehof (beta-
Hamolyse) umgeben, in dem keine intakten Erythrozyten mehr vorhanden sind.
Die Bakterien sind relativ resistent gegenluber UV-Strahlen, Austrocknung und
verschiedenen Desinfektionsmitteln. Die hohe Tenazitat ist ein Grund fur die
rasche Verbreitung von S. aureus im Krankenhaus, was man als Staphylokokken-
Hospitalismus bezeichnet. Das Genus Staphylococcus weist eine grolde Spezies-
Vielfalt auf und wurde aufgrund der Praktikabilitdt und klinischen Relevanz in
Plasmakoagulase-positive (S. aureus-Gruppe) und -negative Arten unterteilt (77).
Eine infektiologische Bedeutung als Krankheitserreger beim Menschen haben vor
allem die Koagulase-positive Staphylokokken-Spezies Staphylococcus aureus
sowie die Koagulase-negativen Arten Staphylococcus epidermidis und

Staphylococcus saprophyticus.

1.2 S. aureus-Infektonen

Obwohl mehr als 30 Staphylokokken-Spezies beschrieben sind, scheinen
insbesondere S. aureus und S. epidermidis eine Rolle als menschliches Pathogen
zu spielen. Staphylococcus aureus ist eines der haufigsten bakteriellen
Pathogene, das neben oberflachlichen Haut- und Bindegewebsinfektionen auch
schwere Krankheitsbilder wie endovaskulare Infektionen, wie um Beispiel
Endokarditis, Ventrikulitis, tiefe Gewebsabszesse sowie Knochen- und
Gelenksinfektionen verursacht (91). S. aureus ist verantwortlich fir 70-80% aller
Wundinfektionen, 50-60% aller Osteomyelitiden, 15-40% aller
Gefalprotheseninfektionen, bis zu 30% aller Falle von Sepsis und Endokarditis
und 10% aller Pneumonien. Er ist damit einer der haufigsten bakteriellen Erreger

sowohl von ambulant erworbenen als auch von nosokomialen Infektionen (54)
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und hat insbesondere bei schwerst kranken Patienten einen grof3en Einflul® auf
die Mortalitat (140, 176).

Aufgrund der immer fortschrittlicheren medizinischen Versorgung, welche unter
anderem die haufige Verwendung medizinischer Fremdkorper beinhaltet, sind die
Infektionen selber und damit auch ihre Therapie deutlich komplexer und
schwieriger geworden (53, 87). Vor allem die Verwendung einer Vielzahl von
Kathetern und anderen medizinischen Fremdkorpern ist hier problematisch. So
betrug in einer Studie beispielsweise die 12-Wochen-Mortalitadt aufgrund von
Staphylokokken-Infektionen 17% bei Patienten mit permanenten Blasenkathetern
und sogar 35% bei Patienten mit kinstlichen Herzklappen (83). Die infektidose
Endokarditis gehort zu den schwersten Komplikationen einer S. aureus-Infektion
und nimmt in ihrer Inzidenz zu (53). S. aureus wurde im Rahmen einer
internationalen Kohortenstudie in 30% aller Endokarditisfalle als Pathogen isoliert
und stellt damit die haufigste Ursache infektioser Endokarditis-Erkrankungen dar
(115).

Insgesamt haben Staphylokokken eine groRe Bedeutung als Pathogen und
Staphylococcus aureus-Infektionen haben nicht nur eine hohe Pravalenz, sondern
nehmen aktuell in einem weltweiten Rahmen zu (16, 44, 185). In einer Studie
zeigte sich, dass im Jahr 2003 allein in den USA 400 000 Patienten wegen einer

S. aureus-Infektion stationar behandelt werden mussten (110).

1.3 Pathogenese von S. aureus-Infektionen

S. aureus stellt sowohl ein Kommensal als auch ein Pathogen dar. Der
Nasenvorhof ist die hauptsachliche dkologische Nische fur S. aureus. Beinahe
20% der Bevolkerung sind permanent an dieser Lokalisation kolonisiert, wahrend
weitere 30% zumindest intermittierend betroffen sind. Daneben gibt es weitere
Pradilektionsstellen wie die Axilla, Leiste und den Gastrointestinaltrakt. Im
Krankenhaus kann die Tragerrate bei Arzten und beim Pflegepersonal tiber 90%

betragen. Bei diesem Personenkreis findet sich der Erreger v.a. im Nasenvorhof,
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auf den Handen und im Perinealbereich (54). Die kolonisierten Bereiche stellen
ein Reservoir dar, von dem zum Beispiel bei Zerstérung der schitzenden
epithelialen Hautbarriere eine Infektion ausgehen kann. Eine Besiedlung mit S.
aureus stellt verschiedenen Studien nach eindeutig ein Risikofaktor fur eine
nachfolgende Infektion dar (73, 177, 184). In der Mehrzahl der Falle finden sich
Infektionen mit den kolonisierenden Stammen (73, 177). In einer Studie konnte
gezeigt werden, dass die aus Blutkulturen von Bakteridamie-Patienten isolierten
Stamme zu 82% identisch mit den jeweils kolonisierenden Stdmmen waren (73).
Besondere Gefahrlichkeit kommt dem Erreger deshalb zu, weil Uber 80% aller
Stamme im Krankenhaus Penicillinase bilden und daher gegen Penicillin G und
die meisten seiner Derivate resistent sind. Seit 1962 sind Methicillin-resistente S.
aureus-Stamme aufgetaucht, so genannte MRSA-Stamme, die gegen alle beta-
Laktam-Antibiotika  resistent sind (54) und die Therapie von
Staphylokokkeninfektionen demensprechend zunehmend schwieriger machen.

Bei der Initierung einer Staphylokokkeninfektion als erster Phase des
Infektionsprozesses hat eine Vielzahl von Oberflachenmolekilen ein zentrale
Bedeutung. Diese sogenannten MSCRAMMSs (microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules) fungieren als Adhasine, die an
verschiedene Molekule der extrazelluldaren Matrix und des Serums wie
Fibrinogen, Fibronektin und Kollagen binden (125). MSCRAMMs haben
desweiteren eine Schllsselrolle in der Initierung von endovaskularen,
Fremdkorper-assoziierten sowie Knochen- und Gelenkinfektionen (40, 108, 125,
172). Wahrend des weiteren Infektionsprozesses produziert S. aureus Enzyme
wie Proteasen, Lipasen und Elastasen. Diese ermdglichen durch ihre
enzymatischen Eigenschaften, weiter in das Wirtsgewebe einzudringen und im fur
den Patienten ungunstigsten Fall Anschlu® an das Gefal3system zu gewinnen.
Sobald S. aureus an Wirtsgewebe oder Fremdkorper gebunden hat, kommen
neben den genannten Enzymen zur Etablierung der Infektion des weiteren
verschiedene wichtige Mechanismen zum Tragen. Eine entscheidende Strategie,

um dabei dem Immunsystem des Wirtes und der Wirkung von Antibiotika zu
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entgehen, ist die Ausbildung eines Biofiims (31), der es dem Pathogen
ermdglicht, im Wirt zu persistieren. Die Fahigkeit, Biofilme auszubilden scheint in
diesem Zusammenhang einer der Hauptgrinde zu sein, aus dem bei
Fremdkorper-assoziierten Infektionen in der Regel die Biomaterialien entfernt
werden mussen, um die Infektion beherrschen zu kdnnen. Des weiteren wurde
gezeigt, dass S. aureus in der Lage ist, in epitheliale und endotheliale Zellen
sowie Osteoblasten einzudringen und in diesen zu persistieren (34, 42, 55, 62,
111, 121, 156). Grundlage der Persistenz scheint die Bildung sogenannter ,small
colony variants® (SVCs) zu sein. Dieser Phanotyp zeichnet sich durch ein
verzogertes  Wachstum, kleine  Koloniegrofle und stark  reduzierte
Stoffwechselaktivitat aus. SVCs sind in vitro in der Lage, innerhalb von
Wirtszellen zu existieren ohne einen Zelltod hervorzurufen. Zu spateren
Zeitpunkten koénnen sie dann zum virulenteren Wild-Typ revertieren und dann
nach einer Phase der Infektionsremission erneut Infektionen verursachen (71,
133, 134). Neben diesen beiden Mechanismen besitzt S. aureus weitere
Mdglichkeiten, dem Immunsystem wahrend einer Infektion zu entgehen. So
besitzen viele S. aureus-Stamme eine Polysaccharid-Kapsel, die antiphagozytare
Eigenschaften besitzt und wohl dadurch an der Formation von Abszessen
beteiligt ist (119, 173). Das zur MSCRAMM-Familie gehérende Protein A kann auf
der Oberflache nahezu aller S. aureus-Stamme nachgewiesen werden. Es bindet
den Fc-Teil von Immunglobulinen (29) und verhindert damit die Opsonisierung der
Bakterien durch die Antikérper. Auch der Fibrinogen-bindende Clumpingfaktor
(Fibrinogenrezeptor) ist Bestandteil beinahe aller S. aureus-Zelloberflachen (106).
Die Plasmakoagulase (91) bewirkt eine Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin.
Dies fuhrt letztlich zur Bildung der charakteristischen Fibrinkapsel, die das
Bakterium in der frihen Phase der Infektion vor der Wirtsabwehr schutzt. Dieser
Fibrinschutzwall kann spater nach entsprechender Vermehrung durch die
ebenfalls von den Staphylokokken gebildete Staphylokinase uber die

Umwandlung von kérpereigenem Plasminogen in Plasmin wieder gelost werden.
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Auch die extrazellularen Proteine wie das CHIPS (chemotaxis inhibitory protein of
staphylococci) und das spater naher diskutierte Eap (extracellular adherence
protein), welche mit der Chemotaxis und Neutophilenextravasation interferieren,
haben in der Immunevasion eine Bedeutung (39). Ein weiteres extrazellulares
Protein ist das Leukozidin, das Uber eine Homoaggregation zu Porenbildung in
der Zellmembran von Leukozyten flhrt und diese dadurch lysiert (50).

In der aus pathogenetischer Sicht letzten Phase der Infektion kommt es zur
Schadigung des Wirts durch das Pathogen. Diese Fahigkeit ist grundsatzlich das
Ergebnis ihrer Toxinproduktion (77).

Des Weiteren kann S. aureus einen septischen Schock induzieren, indem es mit
dem Immun- und dem Komplementsystem interagiert und diese aktiviert.
Peptidoglykan, Lipoteichonsaure und alpha-Toxin spielen hier eine Rolle (6, 61,
167). Zusatzlich dazu produzieren einige S. aureus-Stamme Superantigene, die
zu verschiedenen Toxikosen fuhren wie zum Beispiel dem foxic shock syndrome
(30, 105). Andere Stamme wiederum produzieren Epidermolysine, die das
staphylococcus scalded skin syndrome und eine Infekt-assoziierte Impetigo
bullosa auslésen kénnen (132).

Die Regulation der Virulenzfaktoren spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese
von S. aureus-Infektionen. Um unnétige metabolische Belastungen zu reduzieren
und den jeweiligen Umweltbedingungen anzupassen, erfolgt ihre Expression in
einer hochkoordinierten Weise (11). Die Expression der MSCRAMMs erfolgt so
zum Beispiel vor allem in der Replikationsphase, auch exponentielle oder log-
Phase genannt, wahrend sekretierte Proteine vorwiegend in der stationaren
Phase exprimiert werden (11). Die Expression der MSCRAMMSs in der frihen
Infektionsphase ermdglicht die Initiierung und Etablierung der Infektion, die
Expression zum Beispiel der sekretierten Virulenzfaktoren, wie Toxinen oder
Enzymen in der spateren Phase dient der weiteren Invasion und Verbreitung der
Infektion.

Eine zentrale Rolle in der Regulation der Genexpression spielen dabei vor allem

zwei globale Regulatorsysteme. Neben den so genannten quorum sensing-
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Systemen, zu denen das als am intensivsten untersuchte accessory gene
requlator (agr)-System zahlt, nimmt die SarA-Protein-Familie, zu der das
namengebende SarA gehoért, eine wichtige Stellung bei der Regulation der
Genexpression ein. Die quorum sensing Systeme, auch als Zwei-Komponenten-
Systeme bezeichnet, ermdglichen durch Sensorproteine an der Zellmembran
(erste Komponente) die Wahrnehmung verschiedener Umweltbedingungen, wie
zum Beispiel der Zelldichte, und flhren in einem weiteren Schritt Uber einen
response regulator (zweite Komponente) und Mitglieder der zuvor erwahnten
SarA-Proteinfamilie und weiterer alternativer Transkriptionsfaktoren zu einer
differentiellen Expression verschiedener Gene (166, 187). Diese stellen die
Effektormolekile dieses Systems dar und ermdglichen den Bakterien neben
Anderungen des Phanotyps einzelner Zellen mittels sezernierter Botenstoffe auch
eine Kommunkation und damit eine interzellulare Koordination in Abhangigkeit
des vorliegenden Mikromilieus (116, 187). Insgesamt ist die Regulation der
Expression der verschiedenen Virulenzfaktoren ein hochkomplexer Prozess, der
in seiner Gesamtheit noch nicht vollstandig verstanden ist. Die einzelnen
Regulatorsysteme sind jedoch haufig mit typischen Veranderungen des
Genexpressionmusters, und bestimmten Phanotypen assoziiert und ihre
Wichtigkeit in der Pathogenese ist in verschiedenen Untersuchungen belegt. So
haben zum Beispiel agr-Mutanten eine signifikant geringere Virulenz verglichen
mit dem Wildtyp (12).

1.4 Biofilme

Wie oben beschrieben ist fir die Persistenz der Staphylokokken im Rahmen des
Infektionsprozesses insbesondere die Ausbildung von Biofilmen von
herausragender Bedeutung. Biofilme werden als sessile Populationen mikrobieller
Zellen angesehen, die an biologische oder kunstliche Oberflachen binden und in
der Folge zu einer vielschichtigen Struktur akkumulieren, in welcher die

Mikroorganismen von einer extrazellularen Matrix aus polymeren Substanzen



Einleitung 8

umschlossen sind. Biofilme sind strukturell komplexe biologische Systeme und
stellen in natlrlichen Umgebungen haufig die dominierende bakterielle
Lebensform dar, bei der sich die Bakterien bezlglich Genexpression und in der
Folge auch phanotypisch deutlich von planktonischen Zellen unterscheiden (31).
Die Biofilmformation ist Bestandteil einer intrinsischen bakteriellen
Uberlebensstrategie, die gewdhnlich im Rahmen von suboptimalen
Umweltbedingungen induziert wird, und ermdglicht das Wachstum und Uberleben
auch unter diesen Umstanden. Der Ubergang von planktonischen in Biofilm-
assoziierte Zellen wird grundsatzlich unter anderem durch verschiedene
Umweltfaktoren induziert. So wird eine Verstarkung der Biofilmbildung beobachtet
bei bestimmten Glukosekonzentrationen (13) sowie Zustanden wie Eisenlimitation
(41), subinhibitorischen Antibiotikakonzentrationen (88), Temperaturerhdhung,
hoher Osmolaritat des umgebenden Mediums (88), anaeroben Bedingungen (49)
oder unter Einfluss von Ethanol (147).

Mit der Ausbildung eines Biofilms geht die Notwendigkeit eines hohen Malles an
Organisation und Koordination zwischen den Zellen innerhalb des Biofilms einher.
Da Biofilmbakterien in dichten mikrobiellen Verbanden existieren, ist die
Verflugbarkeit von Nahrstoffen und die Konzentration toxischer Abfallprodukte von
der metabolischen Aktivitat benachbarter Zellen abhangig.

Der Sauerstofpartialdruck in den Mikrokolonien ist aullerst gering, zum Teil
herrschen sogar anaerobe Bedingungen (93). Durch offene Fliel3verbindungen
werden Nahrstoffe zwar zum Teil in den Biofilm transportiert, gelangen aber
aufgrund von Diffusionsbarrieren oft nicht bis ins Zentrum der Mikrokolonien, so
dass vor allem in zentralen Anteilen des Biofilms ein Nahrstoffmangel herrscht
(28, 31, 97). Die Bakterien in adharenten Biofilmen unterscheiden sich in der
Folge hinsichtlich vieler Merkmale deutlich von ihren planktonischen Verwandten.
Sessile Zellen exprimieren verschiedene Gene starker oder exprimieren zum Teil
andere Gene als planktonische Bakterien (21, 74, 135). Diese veranderte
Genexpression hat die Ausbildung eines fur Biofilme typischen Phanotyps

bakterieller Zellen zur Folge. Verglichen mit planktonischen Zellen sind Bakterien
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in adharenten Biofilmen kleiner, haben eine starker ausgepragte Zellwand und
enthalten weniger Gesamtprotein. Als besonders wichtige Eigenschaft zeigen sie
des Weiteren ein stark differierendes Wachstumsverhalten. Bei zunéachst
exponentiellem  Wachstum bei  entschieden geringerer  Wachstums-
geschwindigkeit findet sich ein frlihes Eintreten in die stationare
Wachstumsphase (28). Molekulare Grundlage dieser Veranderungen sind eine
Reihe verschiedener Regulationsysteme. Am besten untersucht sind hierbei die
bereits erwahnten staphylococcal accessory regulator (sarA) und accessory gene
regulator (agr)-Systeme. SarA wird in verschiedenen Studien als essentiel fur die
Ausbildung eines Biofilms beschrieben (4, 5, 174). Die Transkription von sarA
wird in Biofilmen hochreguliert und Mutationen im sarA-Genlokus flhren zu
deutlich verringerter Biofilmbildung (112, 174). Dieser Effekt kann durch die
externe Wirkung von Proteaseinhibitoren oder einer Deletion im Gen nuc,
welches die thermostabile DNAse von Staphylococcus aureus kodiert, umgekehrt
werden (171). Es ist daher vorstellbar, dass durch den bekannt negativen Einfluss
von sarA auf die Gentranskription von nuc und extrazellularen Proteasen die
Degradation von Proteinen und extrazellularer DNA verhindert wird, die als
wichtige Strukturelemente der Biofilme gelten (66, 139, 158) und so
Biofilmbildung ermdglicht wird. Bezuglich des agr-Systems zeigte sich, dass eine
entscheidende Voraussetzung flir die Ausbildung eines Biofiims die Repression
des agr-Systems ist (8). Die Induktion des Systems erfolgt unter anderem bei
hoher Konzentration von auto-inducing peptide (AIP), welches ein von den
Bakterien produziertes Peptid ist und konzentrationsabhangig die Zelldichte
anzeigt. Es fuhrt unter anderem tber eine Induktion extrazellularer Proteasen und
Surfaktant-ahnlicher Peptide zu einer Dispersion von Zellen oder ganzen
Zellverbanden aus den Biofilmen (8, 78, 82). Die beiden Systeme scheinen daher
bezlglich der Biofilmregulation komplementar zu agieren, wobei sie jeweils
gegensatzliche Wirkung zu haben scheinen. SarA induziert Biofilmformation
durch Induktion Biofilm-férdernder Adhasine sowie die Repression von Biofilm

degradierenden Faktoren wie Proteasen und Nukleasen. Bei entsprechend hoher



Einleitung 10

Zelldichte im Biofilm wird demgegenuber durch Aktivierung des agr-Systems die
Dispersion einzelner Teile des Biofilms gefordert, so dass es zu einer weiteren
Dissemination der Infektion kommen kann. Neben den in dieser vereinfachten
Darstellung genannten Regulatoren sind zahlreiche an der Biofilmregulation
beteiligte Systeme wie MgrA (170), icaR (9), SigB (175), ArIRS (168), RsbU (74),
Rbf (25), TcaR (67), Rsp (85), und /uxS (81) bekannt, deren genaues
Zusammenwirken bisher aufgrund des hohen Grades an Komplexitat noch nicht
Uberzeugend in einem zusammenfassenden Modell dargestellt werden konnte

und daher Gegenstand intensivster Forschung ist.

1.4.1 Struktureller Aufbau des Biofilms

Die Entwicklung des konfokalen Rasterelektronenmikroskops (REM) ermdglichte
es, den Aufbau nativer Biofilme in situ zu untersuchen (51, 148). Es konnte
gezeigt werden, dass Biofilme eine heterogene und dynamische Struktur
besitzen. Die Zellen im Biofilm existieren als gruppiert liegende Zellverbande, so
genannte Mikrokolonien (31, 93, 120), und sind haufig in eine von ihnen
produzierte Exopolysaccharidmatrix eingebettet, die bei der REM-Darstellung in
Form von fibrillaren Strukturen zur Darstellung kommt (Abb. 1-1). Die chemische
Zusammensetzung dieser polymeren Substanz ist speziesspezifisch (165).
Zwischen den matrixumschlossenen Mikrokolonien finden sich
Flissigkeitskanale, die einen hydrodynamischen Fluss durch den Biofilm
gewahrleisten und eine offene Verbindung zwischen oberflachlichen und tiefen
Schichten des Biofiims herstellen. Diese Kandle ermoglichen den
Nahrstofftransport vom umgebenden Medium in den Biofilm und den Abtransport
metabolischer Stoffwechselendprodukte (26, 31, 120, 148, 165).
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Abbildung 1-1 S. aureus Biofilm (aus Archer et al. 2011 (2))

1.4.2 Mechanismus der Biofilmbildung

Der Prozess der Biofilmbildung verlauft grundsatzlich in mehreren Phasen (122).
In der ersten Phase erfolgt die primare Adhasion an eine zu besiedelnde
Oberflache. In der darauf folgenden Akkumulationsphase vermehren sich die
Bakterien, bilden Mikrokolonien aus, produzieren in vielen Fallen eine
charakteristische  Exopolysaccharidmatrix und erzeugen somit einen
vielschichtigen, reifen Biofilm (Abb. 1-2). Der letzte Schritt im Rahmen der
Biofilmentstehung ist ein diskreter Prozess. Er bezieht sich auf die transiente
Mobilitat und die Loslésung von einzelnen Zellen und Zellhaufen des Biofilms und
hat zentrale Bedeutung in der Reifung, aber auch der Ausbreitung und

Disseminierung einer Infektion (122).
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1.4.3 Initiale Adharenz

Die primare Adharenz ist insbesondere in vivo ein komplexer Prozess. Sowohl die
Bakterienoberflache als auch die Polymeroberflache im Falle von Fremdkoérper-
assoziierten Infektionen werden durch verschiedene Mechanismen von Seiten
des Wirtsorganismus verandert. Durch Kontakt mit Serum beziehungsweise
interstitieller Flussigkeit kdnnen zum Beispiel Fibronektin, Fibrinogen, Kollagen
oder andere Molekule die Oberflachen der Fremdkdrper beschichten und dadurch
die adhasiven Eigenschaften entscheidend beeinflussen (72, 178).

Zunachst ist die initiale Bindung von mehreren unspezifischen Charakteristika der
beiden an der Adharenz Dbeteiligten Oberflachen abhangig. Die
Oberflachenstruktur, Ladung und vor allem die Hydrophobizitat haben einen
Einfluss auf diesen Prozess. So verstarkt eine hydrophobe Zelloberflache die
Bindung von Staphylokokken an Polymerstrukturen. Es ist jedoch sehr
wahrscheinlich, dass spezifische Bindungen notwendig sind, um eine dauerhafte
Adharenz und die Entwicklung eines Biofilms zu ermdglichen. Es sind in der
Vergangenheit eine Reihe spezifischer Faktoren fur die primare Adhasion von
Staphylokokken an beschichteten oder unbeschichteten Polymeren identifiziert
und untersucht worden. Insbesondere Autolysin/Adhasin AtIE (58), sowie das
Autolysin/Adhesin Aae (60) bei S. epidermidis und das homologe Aaa bei
Staphylococcus aureus (57) sind aufgrund ihrer adhasiven Eigenschaften in der

Lage, diesen ersten Schritt der Biofilmformation zu vermitteln.

1.4.4 Akkumulative Phase

In einem mehrschichtigen Biofilm haben nur sehr wenige Bakterien direkten
Kontakt zur Polymeroberflache (131). Zu seiner Ausbildung sind demnach
Faktoren notwendig, die eine Bindung zwischen den Zellen vermitteln kbnnen, um
eine permanente und vor allem unkontrollierte Abloésung von Bakterien zu
verhindern. Erste Erklarungen eines molekularen Mechanismus dieser
spezifischen Bindungen bezogen sich auf die Bildung einer amorphen Substanz,

die hauptsachlich aus dem interzellularen Polysaccharidadhasin PIA besteht und
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in welche die proliferierenden Bakterien eingebettet sind (56, 96). Dieses
Polysaccharid ist ein lineares, aus circa 130 (-1,6-N-Acetylglucosamin-
Monomeren aufgebautes Homoglykan und wurde zunachst bei Staphylococcus
epidermidis isoliert und auf seine chemische Komposition hin untersucht (96).
Jedoch kommt es ebenso bei S. aureus- Stammen vor — dort als PNAG bezeichet
- und wird wahrend des Infektionsprozesses exprimiert (20, 107). Die PIA-
Biosynthese ist abhangig vom Genprodukt der icaADBC-Gene, die einem
gemeinsamen Operon angehdren (59). Bei Transposon-Insertionen innerhalb
dieses Operons entstehen Mutanten, die keine interzellulare Aggregation zeigen
und daher nicht mehr Biofilm-bildend sind. Genauso zeigen sich bei ica-
komplementierten Klonen des Biofiim-negativen Stamms S. carnosus grolle
Zellaggregate, was eine PlA-vermittelte Zell-Zell-Interaktion nahelegt (56). Es hat
sich gezeigt, dass icaADBC in beinahe allen S. aureus-Stammen (43, 75, 107,
127, 146) vorkommt und ebenso bei klinisch relevanten S. epidermidis-Stammen
(45, 145). Trotz dieser hohen Pravalenz wurde zuletzt die Rolle von PIA/PNAG in
bei der Biofilmentstehung insbesondere bei S. aureus in Frage gestellt. Das
PIA/PNAG-degradierende Enzym Dispersin B war bei S. epidermidis-Biofilmen in
der Lage diese aufzulésen, hatte jedoch keinen Einfluss auf S. aureus-Biofilme
(66). Es scheinen bei vielen S. aureus-assoziierten Biofilmen zusatzich vor allem
Proteine und extrazellulare DNA wichtiger struktureller Bestandteil zu sein.

Neben PIA/PNAG konnte dementsprechend flir eine Reihe weiterer Faktoren eine
Bedeutung in der interzellularen Adhasion gezeigt werden, die ica-unabhangig
verlauft und in welcher offenbar das Fehlen von PIA kompensiert werden konnte
(38, 144, 154, 164, 168). Nach Mitomycin-Mutagenese von S. epidermidis RP62A
wurde eine Biofilm-negative Mutante isoliert, bei der allein ein 140 kDa
Oberflachenprotein, das sogenannte Akkumulations-assoziierte Protein Aap, nicht
exprimiert wurde, wahrend die PIA-Biosynthese nicht beintrachtigt und auch die
initiale Adharenz unverandert war (152). Auch in S. aureus konnte fur das
homologe Protein SasG eine Rolle in der Biofilmbildung gezeigt werden (19). Der

transformierte Stamm SH1000, bei welchem die Genexpression von sasG durch
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das eingebrachte Plasmid pMUTIN4sasG induziert wurde, bildete deutlich mehr
Biofilm als der Wildtyp. Auch in diesem Fall war der Biofilm nicht abhagig von ica.
Desweiteren wurde von Cucarella et al. nach Transposon-Insertion eine S.
aureus-Mutante isoliert, bei welcher das sogenannte biofilm associated protein
(Bap) nicht exprimiert wurde und in Folge dessen die interzellulare Adhasion
signifikant reduziert war (23). Es scheint, als kbnne Bap das vollkommene Fehlen
der Funktion der ica-Gene kompensieren, wie eine Studie zeigt, in der das ica-
Operon eines Bap-positiven S. aureus-Stammes ausgeschaltet wurde. Die
Biofilmbildung war im Gegensatz zu einem Stamm, bei welchem weder PIA noch
Bap exprimiert wurden, nicht beintrachtigt (24). Es ist jedoch wahrscheinlich, dass
das Bap-Protein bei der Biofilmbildung humanpathogener Stamme keine
Bedeutung hat, da sich das entsprechende Gen bap nur bei Isolaten infizierter
Rinder findet. Zuletzt wurde auch fir Protein A eine Biofilm-vermittelnde Funktion
gefunden. Bei einer ica-Deletionsmutante war der Biofilm-positive Phanotyp
abhangig von spa (109). Auch fur die bereits erwahnten Fibrinogen-bindenden
Proteine (FNBPs) konnte eine Rolle in der Biofilmbildung gefunden werden (118).
Insgesamt unterstitzen diese Arbeiten die Hypothese, dass insbesondere bei S.
aureus Protein-vermittelte Zell-Zell-Bindung in vielen Fallen das Fehlen von PIA
kompensieren kann. Ein weiterer wichtiger Bestandteil von Biofilmen ist wie
erwahnt extrazellulare DNA (eDNA). Die Mutation des cidA Gens, welches an der
Regulation von Apoptose beteiligt ist, flhrte zu einem deutlich geringeren Anteil
an eDNA in der Biofiimmatrix. Die Behandlung dieses von eDNA unabhangigen
Biofilmtypus mit DNAsel fuhrte nicht zu einer Dispersion, wahrend der eDNA
enthaltende Biofilm des Wildtypstamms durch die DNAsel deutlich vermindert
wurde (139). Im Hinblick auf eDNA gibt es weitere Mdglichkeiten, DNA in der
Biofiilmmatrix zu akkumulieren. So ist das wahrend der Biofilmbildung
hochregulierte Staphylococcus aureus Autolysin Atl durch seine Fahigkeit zur
Hydrolyse von Zellen in der Lage, die Biofilmmatrix mit eDNA zu verstarken.

In Zusammenschau ist es sehr wahrscheinlich, dass bei der Biofilmbildung

unterschiedliche Mechanismen Bedeutung haben, welche sich erganzen oder
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einander gegenseitig kompensieren kénnen. Diese kdnnten mdglicherweise auch
abhangig von Umweltbedingungen zu verschiedenen Zeitpunkten der

Biofilmentstehung zum Tragen kommen.

1.4.5 Dispersion

Nach und wahrscheinlich bereits wahrend der Akkumulation muss im Hinblick auf
die Versorgung aller Zellen des Biofiims mit Na&hrstoffen eine diesen
Anforderungen gerecht werdende Biofilmarchitektur aufgebaut werden. Dieser
notwendigerweise fein regulierte Prozess beinhaltet eine kontrollierte Ablésung
einzelner Zellen oder ganzer Zellverbande und wird mit dem Begriff
Biofilmstrukturierung (engl. biofilm structuring) beschrieben (123). Um eine
geordnete Dispersion mdglich zu machen, sind verschiedene Regulationssysteme
wie das bereits erwahnte agr-System notwendig. Bezlglich der Effektormolekile
dieser Regulationsmechanismen sind zuletzt Surfactant-ahnliche Peptide (PSM,
phenol-soluble modulins) in den Fokus der Forschung gekommen (128). Diese
Molekule vermitteln sowohl die Ausbildung der charakteristischen Kanale
innerhalb des Biofilms, als auch die Ablésung und Disseminierung von Zellen aus
dem Biofiimverband. Daneben gibt es Hinweise auf eine Beteiligung von
extrazellularen Proteasen (8) und DNA degradierenden Enzyme (100) an diesem

Prozess.
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Abbildung 1-2 Mechanismus der Biofilmenstehung (aus Otto et. al 2008 (122))

Schematische Darstellung der Phasen der Biofilmentstehung: initiale Adharenz (attachment),

akkumulative Phase (maturation) sowie Dispersion (detachment) mit beteiligten Faktoren

1.5 Biofilm-assoziierte S. aureus-Infektionen

Es ist heutzutage grundsatzlich anerkannt, dass Biofilme insbesondere bei
chronischen Infektionen eine bedeutende Rolle spielen. Einen kausalen
Zusammenhang im Rahmen der Pathogenese dieser Infektionen im Sinne der
Kochschen Postulate zu beweisen ist jedoch schwierig. Daher werden aktuell
Infektionen als Biofilm-assoziiert angesehen, wenn die Prasenz von adharenten,

in einer Matrix eingebetteten Bakterienclustern nachgewiesen werden kann, die
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eine erhdhte Antibiotikaresistenz verglichen mit planktonischen Zellen besitzen
(124). Vor allem die bei Staphylokokken-Infektionen haufig beobachteten
chronischen und remittierenden Infektionen stellen ein besonderes medizinisches
Problem dar (52) und kénnen nach den genannten Kriterien in der Regel als
Biofilm-assoziiert gelten. Des Weiteren bieten gerade im Rahmen der
medizinischen Versorgung verwendete medizinische Fremdkorper
Oberflachenstrukturen, auf welchen Staphylokokken vorzugsweise adharieren
und Biofilme bilden. Dieses sind unter anderem intraventse Katheter,
Gelenkprothesen, Herzschrittmacher und kinstliche Herzklappen. Bakterien in
Biofilmen sind gut geschutzt gegen die Immunabwehr und in hohem Male
resistent gegen Antibiotika (63, 69, 76, 162). Selbst durch eine hochdosierte und
gezielte Antibiotikatherapie kénnen viele Biofilme nicht eliminiert werden (69,
162). Diese Eigenschaften liefern eine Erklarung fur die oft chronische und
therapieresistente Natur von Infektionen mit S. aureus, aber auch S. epidermidis.
Da in der klinischen Krankenversorgung aktuell sehr haufig Fremdkorper zum
Einsatz kommen, die wie oben beschrieben ideale Bedingungen fir
Biofilmbildung liefern, steht S. aureus vor allem bei nosokomial erworbenen
Infektionen als Erreger nunmehr an erster Stelle. Von allen nosokomialen

Infektionen sind ungefahr 65 % mit Biofilmbildung assoziiert (162).

1.5.1 Mechanismen der Antibiotikaresistenz in Biofilmen

Eine intrinsische Eigenschaft von Biofilmen ist wie bereits beschrieben eine
erhdhte Resistenz sowohl gegenlber einer Antibiotikatherapie (69, 76, 162) als
auch dem wirtseigenen Immunsystem, was entscheidend zur Persistenz des
bakteriellen Erregers beitragt (99, 161). Adharente Biofilmbakterien zeigen eine
bis zu 1000-fache Erhéhung der Resistenz gegenlber verschiedenen
antimikrobiellen Substanzen verglichen mit planktonischen Zellen der gleichen
Spezies (95). Der verminderten Empfindlichkeit gegenuber Antibiotika liegen eine
Reihe von Mechanismen seitens der Bakterien zugrunde, von denen ein

verandertes bakterielles Wachstumsmuster insbesondere in tiefen Schichten des
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Biofilms, ein differierender Phanotyp sowie eine insgesamt abweichende
Genexpression und die Ausbildung einer Diffusionsbarriere  mittels
extrazellularem Polysaccharid zu den Wichtigsten gehoéren (27, 46). Durch das
Zusammenspiel dieser unterschiedlichen Faktoren kommt es bei Biofilm-
ausbildenden Bakterien unter antibiotischer Therapie insgesamt nur zu einem
Abtéten der Bakterien, welche sich in den Randbereichen der Mikrokolonien
befinden, wahrend die tiefer liegenden Zellen haufig nicht eliminiert werden
konnen. Jene bilden wiederum einen Nidus, der zu persistierenden und
wiederkehrenden Infektion beitragt (64, 189).

Durch die Expression von Exopolysaccharid wird bespielsweise die Diffusion von
antimikrobiellen Substanzen erschwert und die Wirkung einzelner antibiotischer
Molekule durch Interaktionen mit verschiedenen Matrixmolekilen abgeschwacht
(32, 157). Weiterhin sind Biofilm-assoziierte Zellen verglichen mit planktonischen
Zellen durch eine reduzierte Wachstumsrate gekennzeichnet, was zu einer
geringeren Aufnahme anitimikrobieller Substanzen und im Speziellen bei beta-
Lactam-Antibiotika zu einer verminderten Wirkung fuhrt (31). So hat eine
reduzierte Wachstumsrate auch bei Fluorchinolonen einen direkten Einfluss auf
die Empfindlichkeit von S. epidermidis-Biofilmen (33). Aktuelle Studien zeigen,
dass hauptsachlich so genannte Persisterzellen, die eine phanotypische Variante
bei in Biofilmen organisierten Bakterien darstellen, fur die Antibiotikaresistenz
verantwortlich sind (1). Bei einem Mangel an Nahrstoffen oder anderen extremen
Umweltbedingungen teilen bakterielle Zellen sich nicht weiter, sondern
konvertieren langsam zu Persisterzellen. Diese kdnnen vom Persisterstatus zu
einem spateren Zeitpunkt zum normalen Phanotyp revertieren und dann ein

Nachwachsen des Biofilms bewirken (141, 153).

1.5.2 Immunevasion
Haupteffektorzellen des Immunsystems im Kampf gegen Staphylokokken-
Infektionen sind  polymorphkernige  Granulozyten (PMN). Sie werden

chemotaktisch angelockt, phagozytieren und téten die aufgenommenen
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Mikroorganismen mit oxidativen (Sauerstoffradikalproduktion) und nicht-
oxidativen (Defensinausschuttung) Mechanismen (47) ab. Erstgenannter
Mechanismus fuhrt Uber die Bildung toxischer Sauerstoffradikale durch Enzyme
wie Myeloperoxidase und NADPH-Oxidase zur Zerstérung der phagozytierten
Bakterien (113). Defensine sind kleine kationische antimikrobielle Peptide
(CAMPs), die ubiquitar in der Natur vorkommen und in erster Linie die bakterielle
Zytoplasmamembran schadigen. Dies fuhrt Uber die Erhéhung der Permeabilitat
und den Zusammenbruch des Membranpotentials zum Zelltod (18, 47, 155). Als
Beispiele seien die humanen neutrophilen Proteine (HNP 1-3) genannt, die in den
Granula humaner PMN gespeichert sind und nach der Ingestion von
Mikroorganismen ausgeschuttet werden. S. aureus ist resistent gegenuber einer
Vielzahl von Defensinen und bakteriolytischen Enzymen (188). Die Entdeckung
zweier S. aureus-Gene (dIit und mprf) zeigte, dass dabei vor allem die
Oberflachenladung der Zellmembran eine Rolle spielt. Das Vorhandensein des
dIitABCD Operons fuhrt zum vermehrten Einbau von D-Alanin in Teichonsauren
der bakteriellen Zellwand. Das mpr-Gen kodiert flir MprF, welches die
Modifikation von Membranlipiden mit L-Lysin vermittelt. Beide Mechanismen
reduzieren die Oberflachennegativitat von S. aureus, erschweren somit die
Bindung der positiv geladenen Defensine und stellen entscheidende
Resistenzfaktoren gegen nicht-oxidative Abwehrmechanismen von PMN dar (79,
80, 129, 130). Auch die Ladung der CAMPs scheint von Bedeutung zu sein. S.
aureus ist resistent gegen die humanen-beta-Defensine HBD1 und HBD2, die von
diversen menschlichen epithelialen Zellen produziert werden (149). Es konnte
jedoch ein drittes beta-Defensin HBD3 aus epidermalen Keratinozyten von
Psoriasis- Patienten isoliert werden, welches bakterizide Aktivitat gegen S. aureus
besitzt (68). HBD3 unterscheidet sich neben der hoheren Affinitat zur
Dimerbildung in Lésungen durch eine hdhere positive Oberflachenladung als
HBD1 und HBD2, was als Ursache flur die Bakteriziditat gegen S. aureus vermutet
wird (149). Gegenulber toxischen Sauerstoffmetaboliten sind planktonische S.

aureus-Einzelzellen in vitro sensibel und werden von PMNs effizient abgetotet,
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wenn die Produktion von Sauerstoffradikalen gewahrleistet ist (68). Sind PMNs
jedoch nicht in der Lage, toxische Sauerstoffmetabolite zu bilden, kénnen S.
aureus-Bakterien nicht suffizient abgetdtet werden. Dieses wurde am Beispiel von
Patienten entdeckt, die an einer chronischen septischen Granulomatose (engl.
chronic granulomatous disease) litten und deren PMNs aufgrund eines erblichen
Defektes keine Sauerstoffradikale bilden konnten (90).

Adharente S. aureus-Zellen hingegen induzieren im Vergleich zu planktonischen
S. aureus-Zellen eine reduzierte Superoxidanionenproduktion von PMNs (138).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass extrazellulares Poysaccharid per se die
Sauerstoffradikalproduktion der PMN reduziert (84). Untersuchungen mit dem
Bakterium der oralen Flora Streptococcus mutans zeigten, dass die Produktion
von Exopolysacchariden die bakterizide Aktivitat von PMN durch Formation einer
physiologischen Barriere und Reduktion der Sauerstoffradikalproduktion
vermindert (159). Leid et al. (86) zeigten in einem in-vitro Modell, dass humane
Leukozyten an einen sieben Tage alten S. aureus Biofilm adharieren und auch
tief in den Biofilm eindringen kénnen, wenn dieser unter dem Einfluss laminarer
Scherkrafte gebildet wurde. Sie sind jedoch nicht in der Lage, die Staphylokokken
im Biofilm zu phagozytieren, wohingegen planktonische S. aureus-Zellen aktiv
phagozytiert werden. Erfolgt die Biofilmbildung unter statischen Bedingungen,
kénnen die Leukozyten zwar an die Oberflache eines zwei Tage alten Biofilms
binden, ihn aber nicht penetrieren (86). S. aureus bildet unter statischen
Bedingungen deutlich mehr Biofilm und dieser enthalt mehr extrapolymeres
Substrat (in diesem Fall PIA) als ein unter dem Einfluss von Scherkraften
entstandener Biofilm (160). Vuong et al. zeigten, dass PIA per se S. epidermidis
vor Phagozytose durch humane PMN schatzt (179). Somit bildet der Biofilm eine
Art mechanischen Schutz gegen Angriffe des menschlichen Immunsystems und
zusatzlich besteht die Vermutung, dass PIA S. aureus direkt vor Phagozytose

schitzt.
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1.6 Sortase und LPXTG-Motif

Die Zellwand gram-positiver Bakterien ist eine makromolekulare, exoskeletale
Struktur, die sich an designierten Stellen organisiert und verandert. Funktionell
erlaubt die Zellwand eine Interaktion mit der Umwelt der Bakterien, im Speziellen
mit infizierten Geweben. Unabdingbar ist in diesem Zusammenhang die korrekte
raumliche Anordnung der oberflachlichen Proteine und Enzyme, welche
ebendiese Funktionen erfullen (114). Es gibt diesbezuglich zwei grundsatzliche
Mechanismen, das sorting und das targeting, wobei sorting den Vorgang der
kovalenten Bindung von Oberflachenproteinen an das Peptidoglykan der
Zellwand beschreibt, wahrend targeting auf der Herstellung einer korrekten,
nichtkovalenten Bindung zwischen spezifisch aufgebauten Domanen der Proteine
einerseits und polymeren Molekllen der Zelloberflache wie beispielsweise
Polysacchariden oder Teichonsauren andererseits beruht (114). Das sorting der
Oberfachenproteine gram-positiver Bakterien beruht auf der Funktion des Enzyms
Sortase (102), welches eine Transpeptidationsreaktion zwischen dem zuvor
abgespaltenen N-Terminus des Oberflachenproteins und Peptidoglykanvorstufen
der noch nicht polymerisierten Zellwand katalysiert (102, 169). Das flur diesen
Vorgang bendtigte Signal besteht aus einem LPXTG-Motif, einer C-terminalen
hydrophoben Domane und einem geladenen Endteil, welche innerhalb des C-
terminalen Endes der Gram-positiven Bakterien zu finden sind (37, 150).

Die wichtige Rolle, welche das Enzym Sortase beziehungsweise die von dieser
an der bakteriellen Oberflache verankerten Proteine in der Pathogenese von
Infektionen mit Staphylokokken einnimmt, wurde in einer Vielzahl von
experimentellen Studien gezeigt (70, 101, 163, 183). Auf diesen Erkenntnissen
basierend sind erste erfolgreiche Versuche gemacht worden, ein Vakzin auf
Grundlage dieser Oberflachenproteine zu entwickeln (163). Welche der
bekannten Staphylokokkenproteine in diesem Zusammenhang als Vakzine am
geeignetsten sind, hangt sicherlich von lhrer jeweiligen Funktion und Bedeutung

im Rahmen der Pathogenese ab und ist Gegenstand aktueller Forschung.
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1.7 SasC

Nachdem ihre Charakteristika auf Ebene der Aminosauresequenz bekannt
wurden, wurden die ORFs (open reading frames) teilweise komplett sequenzierter
Genome  sechs verschiedener S. aureus-Stamme  auf  mogliche
Oberfachenproteine hin untersucht (142). Neben elf bereits untersuchten wurden
in diesem Zusammenhang zehn weitere, ein LPXTG-Motif enthaltende
Oberflachenproteine identifiziert (142), welche der Namensgebung von
Mazmanian et al. folgend Staphylococcus aureus surface (Sas) proteins genannt
wurden (103). Die von Roche et al. (142)durchgefuhrte bioinformatische Analyse
der Aminosauresequenzen dieser Proteine zeigte fir das im Rahmen dieser
Dissertation untersuchte SasC neben dem sogenannten (Y/F)SIRK-Signal eine
modulare Organisation, bei der eine N-terminale, 585 Aminosauren lange
sogenannte A-Region gefunden wird, dessen vorausgesagte Sekundarstruktur
Ahnlichkeit zu den A-Regionen der bereits beschriebenen CIf-Sdr Proteine
aufweist. Dieser Region folgen zwei 300 Aminosauren lange Domanen mit 38%
ldentitat. Innerhalb der zweiten dieser Doméanen findet sich ein 12 Aminosauren
umfassendes Motif [AT(D/T)EEKQ(A/V)A(L/V)NQ], welches noch zwei Mal
wiederholt wird (142).

1.8 Fragestellung

Da die Zellwand der Bakterien eine Interaktion mit der Umwelt erlaubt und daher
im Rahmen der Pathogenese eine wichtige Rollte spielt, wurden in der
Vergangenheit eine Reihe von Oberflachen- und oberflachenassoziierten
Proteinen untersucht. Dabei zeigte sich, dass diese wichtige Virulenzfaktoren
darstellen und unter anderem Adharenz an Komponenten der extrazellularen
Matrix des infizierten Wirts oder Serumproteine vermitteln (40, 127). Desweiteren
sind sie an der Immunevasion und Invasion von epithelialen und endothelialen

Zellen beteiligt (126). Auch im Hinblick auf die pathogenetisch wichtige Fahigkeit,
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Biofilme zu bilden, wurde bei einigen dieser Proteine eine wichtige Bedeutung
gefunden (19, 48, 109). Es gibt jedoch eine Reihe von Proteinen, die erkennbar
an einem LPXTG-Motif an ihrem C-terminalen Ende kovalent mit der Zellwand
verbunden sind, aber noch nicht Gegenstand intensiver Untersuchungen wurden.
In dieser Arbeit sollte daher die Funktion des bisher nicht charakterisierten
Oberflachenproteins SasC untersucht werden, um eine mdgliche Rolle bei der
Pathogenese von Staphylokokkeninfektionen zu eruieren. Es sollte zunachst
uberprift werden, wie oft das kodierende Gen sasC, das in allen bisher komplett
sequenzierten S. aureus-Genomen gefunden wurde, in klinischen Isolaten
vorkommt, um eine niedrige Pravalenz des Gens und eine dadurch angedeutet
geringere Bedeutung des Proteins bei pathogenen Stammen auszuschliel3en.
Zum Zweck der funktionellen Charakterisierung sollte ein das sasC-Gen heterolog
exprimierender S. carnosus Stamm insbesondere auf mogliche adhasive

Eigenschaften im Vergleich zu seinem Wildtyp untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Organismen und Vektoren sind in den

nachfolgenden Tabellen aufgefuhrt.

Spezies Stamm Charakteristika Referenz
Staphylococcus  COL Klinikisolat, Dyke, Jevons
aureus Methicillin-resistent und  Parker,
1966

Staphylococcus  SA113 (ATCC Restriktionsnegatives lordanescu
aureus 35556) Derivat von S. und

aureus NCTC 8325, Surdenau,

Biofilm-positiv 1976
Staphylococcus 4074 Klinikisolate, FnBP- Heilmann et
aureus positiv al., 2002
Staphylococcus  TM300 Klonierungsunit Schleifer und
carnosus Fischer, 1982
Staphylococcus  TM300(pSasC4047) Wildtyp, pCX19sasC- Schroeder et
carnosus transformiert al., 2009
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Plasmid Eigenschaften Referenz

pCX19(sasC4074) sasC-enthaltender Schroeder et al., 2009
pCX19

pCX19 Low-copy-number Krismer, B. A., 1999
Plasmid,

Xylose-induzierbar,
Chloramphenicol-
Resistenzgen,

BamHI und Smal
Restriktionsstellen,

(5.8 kb Cm®)

Die bei der Pravalenzstudie verwendeten Stamme sind klinische Isolate von
Patienten des Universitatsklinikums Minster und nach Resistenzverhalten im

Rahmen der Ergebnisse im Anhang tabellarisch dargestellt (vgl. Tab 6-1 und 6-2).

2.1.2 Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten synthetischen Oligonukleotide wurden von der
Firma MWG-Biotech AG, Ebersberg bezogen.

Primerbezeichnung Nukleotidsequenz

CHsasC1for 5'— GCA ACG AAT CAAGCATTG G -3
CHsasC2rev 5 —-TGA CAG CACTTC GTT AGG - 3'

2.1.3 Enzyme

Lysostaphin Ambi Products LLC, NY, USA
Trypsin-EDTA Biochrom KG, Berlin

DNAse Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
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2.1.4 Antibiotika

Chloramphenicol (Stammlésung 10 mg/ml)

2.1.5 Chemikalien

Agarose Multi Purpose

Acrylamid (30%)/ Bisacrylamid (0,8%)
Ammoniumpersulfat (APS)
Bromphenolblau

BSA (Albumin Fraktion V) (pH 7,0)
Citronensaure-Monohydrat
Columbia-Fertigagar

Coomassie Brilliant Blue

Coomassie Protein Assay Reagent

D (+)-Glucose-Monohydrat (Dextrose)
DNA-GroRenstandard: 1 kb DNA /adder
DNA-GroRenstandard: 100 bp DNA /adder
DNA-GroRenstandard: A DNA Hindlll
fragments

dNTP-Mix

D-PBS

Pasching, Osterreich

Essigsaure (Eisessig)

Ethanol

Fibrinogen

Fibronektin

Glycin

Imidazol

IPTG

Kaninchenplasma (STAPH-ASE)
LB-Agar

Serva, Heidelberg

LE Segenetic, Borken
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Becton Dickinson, Heidelerg
G250 Serva, Heidelberg
Pierce, Perbio Science, Bonn
Merck, Darmstadt

Biolabs, Frankfurt

Biolabs, Frankfurt

Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
PAA Laboratories GmbH,

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt
Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt
Biomérieux, Lyon, Frankreich

Becton Dickinson, Heidelberg
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LB-Medium
B-Mercaptoethanol
Natriumchlorid
NBT

Ni-NTA

Protein-GrofRenstandard:

Page Rulerm Prestained Protein ladder

Schafblut
10% SDS

Sigma Fastw p-Nitrophenyl-Phosphate Tablet
Sets (pNPP Alkaline Phosphatase Substrat)

Skim Milk Powder

TEMED (N, N, N'-Tetramethylethylendiamin)

tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Tris-Base ultrapure
Tween 20

TSB

Vitronektin

2.1.6 Laborgerate

Anthos fluido microplate washer
Biofuge fresco

Dusseldorf

Block Heater

Centrifuge 5417 R

Centricon Centrifugal Filter Devices
(10,000 MWCO)
Elektrophoresekammern sub-celle GT
Erlenmeyerkolben

Filterpapier Schleicher & Schuell

Becton Dickinson, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Agarose Qiagen, Hilden

Fermentas, St. Leon-Rot

Oxoid, Wedel
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Unipath LtD., England

Bio-Rad, Minchen

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Merck, Hohenbrunn

Difco Laboratories, Augsburg
BioPur AG, Bubendorf, Schweiz

Anthos, Eugendorf, Osterreich

Heraeus Instruments GmbH,

Stuart Scientific Co. Ltd., UK
Eppendorf AG, Hamburg
Millipore, Schwalbach

Bio-Rad, Miinchen
Duran, Mainz

Bioscience GmbH, Dassel
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Greiner-Rdéhrchen (steril)
Inkubator Typ B 6200 (Heraeus)
Klvetten

Microplatte 96 Well F-Form
Mikrowelle Panasonic Proll 1400
Munster

Minishaker MS1 IKA

Multifuge 3 S-R

Dusseldorf

Multiron HAT Schuttelinkubator
Ni-NTA Agarose

Ni-NTA Spin Columns

Ni-NTA Superflow Columns
pH-Meter inoLab

Photometer Ultrospece 1000

Schweden

Pipetten Eppendorf® Reference Series 2000

Schuttler KS 501 digital

Slab Gel Dryer SGD4050
Spannungsgeber Power Pac 300
Sterilbank Hera Safe

Dusseldorf

Thermomixer comfort
Tischzentrifuge
Transferpipette®-12

VersaMax t tunable microplate reader
USA

Waage

Wasserbad

Ultrospec 1100 pro

Greiner bio-one, Solingen
Kendro, Langenselbold
Sarstedt, NUumbrecht
Greiner bio-one, Solingen

Niggestrich Grosskuchentechnik,

Labortechnik, Staufen

Heraeus Instruments GmbH,

Infors, Ubach-Patenberg
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

WTW GmbH, Weilheim

Pharmacia Biotech, Uppsala,

Eppendorf, Hamburg

IKA Labortechnik, Staufen
Savant Instruments, USA
Bio-Rad, Minchen

Heraeus Instruments GmbH,

Eppendorf AG, Hamburg
Neolab, Heidelberg
Brand, Wertheim

Molecular Devices, Sunnyvale,

Sartorius, Géttingen
Rieber Normset, Reutlingen

Amersham Bioscience, England
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2.1.7 Kits
QIAampeDNA Mini Kit
QIAquicke PCR Purification Kit

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
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2.2 Methoden

2.2.1 Anzucht und Stammhaltung der Bakterien

Die Anzucht der verwendeten Bakterienstamme erfolgte in Flissigmedien oder
auf Agarnahrbdden bei 37°C. Die Flussigkulturen wurden durch Schutteln bei
37°C und 160 rpm in Erlenmeyerkolben bellftet. Die Anzucht der
Staphylokokkenstamme auf Festmedium fand auf Blut-Agar-Nahrbdden UGN bei
37°C statt. Der S. carnosus-Transformant wurde zwecks Selektion auf mit
Chloramphenicol (10 ug/ml) versetzten TSB-Agarplatten angezogen. Die Kulturen
wurden danach bei 4°C gelagert und in vierwdchigen Abstanden auf frische
Nahrbdden uberimpft.

Um die Stamme udber einen langeren Zeitraum zu konservieren, wurden
Gefrierrdhrchen mit 1 ml TSB-Medium und 20% Glycerin verwendet. Das TSB-
Medium enthielt bei dem Stamm S. carnosus (pSasC4074) zusatzlich 10 pg/ml
Chloramphenicol. Die Stamme wurden UN bei 37°C inkubiert und die Rdéhrchen

anschlief3end bei -70°C gelagert.

Die zur Anzucht von S. aureus und S. carnosus verwendetet Medien wurden

folgendermalen hergestellt:

Tryptic Soy Broth-Medium (TSB) 3% Tryptic Soy Broth
pH 7,2
Brain Heart Infusion-Medium (BHI) 3,7% Brain Heart Infusion

pH 7,3
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Blut-Agar Columbia-Fertigagar (42,5 g/l) mit
Schafblut:
1,2% pankreatisch abgebautes Casein
0,5% peptisch abgebautes Tiergewebe
0,3% Hefextrakt
0,3% Rindfleischextrakt
0,1% Maisstarke
0,5% NaCl
1,3% Agar
5% Schafblut, defibriniert
pH 7,3

2.2.2 Isolierung chromosomaler DNA

Zur Isolierung chomosomaler DNA wurde das QlAampeDNA Mini Kit verwendet.
Es wurden einige Kolonien einer auf Blutagarplatten angezogenen
Ubernachtkultur in 180 pl TE Puffer suspendiert und mit 15 pl Lysostaphin einer
Konzentration von 2 mg/ml behandelt. Nach einer halbstiindigen Inkubation bei
37 °C wurden 25 ul Proteinase K und 200 ul AL Puffer hinzupipettiert und
ausgiebig geschuttelt. Nach Erhitzen auf 56 °C flr 30 min und 5 min bei 95 °C
wurden 200 pl Ethanol hinzugegeben, die Suspension wurde auf eine
Anionenaustauschersaule gegeben und bei 9000 rpm 1 min zentrifugiert. Nach
Umsetzen der Saule und der Zugabe des AW1-Puffers wurde dieser Schritt
wiederholt. Nach Verwerfen des Zentrifugats wurden 500 uyl AW2-Puffer
hinzugefigt und fir 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert, bevor die
Austauschersaule in ein 2 ml Eppendorf Reaktionsgefald platziert und 200 ul AE-
Elutionspuffer zugegeben wurden. Nach Inkubation bei 56 °C fir 1 min schlof3
sich ein letzter Zentrifugationsschritt bei 9000 rpm fir 1 min an. Das Zentrifugat
wurde zur Mengen- und Reinheitsbestimmung photometrisch gemessen und per

Agarosegelelektrophorese analysiert.
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2.2.3 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration der DNA-Isolate wurde photometrisch bei einer
Wellenlage von 260 nm in einer Quarzkivette bestimmt. Anhand der Extinktion
kann auf den DNA-Gehalt einer Lésung geschlossen werden, wobei einer
ODgs0 =1 50 pg/ml doppelstrangiger (ds) DNA entspicht. Da dieser bei einem pH
von 7,0 gilt, wurden die zu untersuchenden DNA-L6sungen im Verhaltnis 1:9 mit
TE-Puffer versetzt. Anhand des Quotienten von OD2gp und ODggg wurde der Grad
an Verunreinigung durch Protein oder Phenol bestimmt, wobei ein Verhaltnis von
1,8 fur ein reines DNA-Isolat spricht und bei signifikant kleinen Werten eine
Kontamination spricht. Anhand der Bestimmung des Verhaltnisses von ODy3 zur
ODgysp, das im Idealfall bei 0,45 liegen sollte, wurde des Weiteren auf eine

mdgliche Verunreinigung durch hauptsachlich Polysacharide gepruft.

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein molekularbiologisches Standardverfahren,
um DNA und RNA ihrer Grdélie nach aufzutrennen. Diese Auftrennung wird durch
die Tatsache ermdglicht, dass die Wanderungsgeschwindigkeit der in Agarose-
Gel eingebrachten Nukleinsauren in einem elektrischen Feld von Grof3e und Form
der Moleklle abhangt. Nach erfolgter Elektrophorese werden die Nukleinsauren
mit Ethidiumbromid angefarbt und unter UV-Licht beurteilt. Die Gréke von DNA-
Molekulen lasst sich durch den Vergleich der Laufstrecken der untersuchten
Nukleinsauren mit denen von Standardmarkern bekannter GroRe und
Zusammensetzung abschatzen, wahrend die Menge anhand eines Vergleichs der
Intensitat ungefahr ermittelt werden kann.

Puffer und Losungen:

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer, 50x)

Tris 2M pH 8,2
Essigsaure 1M

EDTA 0,1M
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TAE-Puffer (1x)
Tris 4 mM pH 8,0
EDTA 2 mM

Agarosegel-Losung (1%)
Agarose 2,59
TAE-Puffer (1x) 250 ml

Ethidiumbromid-Stammlésung (1 pg/ml)
EtBr-Lésung (10 mg/ml) 25 ul
TAE-Puffer (1x) 250 ml

Probenpuffer (2 x)

Orange G 0,15 %

Xylencyanol 0,03 %

Tris-HCI 10 mM pH 7,6
EDTA 60 mM

Glycerol 60%

Durchfihrung:

Abhangig von der GroRe der zu analysierenden DNA-Fragmente wurde ein
Agarosegel aus 1-2% (w/v) Agarose in 100 ml 1XxTAE-Puffer hergestellt. Zu den
Proben wurden 1/5 Volumen Probenpuffer zugesetzt und in die Geltaschen
gefullt. Als Standard wurden die 1 kb DNA-Leiter oder die DNA-Langenstandards
A DNA Hindlll verwendet. Die Elekrophorese wurde bei einer konstanten
Spannung von 80-140 Volt in TAE-Puffer durchgeflihrt, wobei die Stromstarke 60-
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130 mA betrug. Nach der Elekrophorese wurde das Gel 15-20 min in die
Ethidiumlésung gelegt und daraufhin 5 min in Leitungswasser entfarbt. Die so
angefarbten DNA-Banden wurden unter UV-Licht erkennbar gemacht und

photographisch festgehalten.

2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ermoglicht die gezielte, exponentielle in-vitro-
Vervielfaltigung eines genau definierten DNA-Abschnitts. Das Prinzip beruht auf
der Tatsache, dass Oligonukleotide beliebiger Sequenz, in diesem Fall eines
bestimmten DNA-Abschnitts komplementar, synthetisch hergestellt werden
kénnen und dann durch Hybidisieren dieser sogenannten Primer mit der als
Matrize dienenden Template-DNA der Startpunkt einer DNA-Polymerisation
festgelegt ist. Um einen zu amplifizierenden DNA-Abschnitt beidseitig zu
begrenzen, wird jeweils ein Primerpaar verwendet. Die PCR vollzieht sich in
mehreren Phasen. Zunachst werden die beiden DNA-Doppelstrange durch
Erhitzen auf circa 95°C voneinander getrennt. Im nachfolgenden annealing lagern
die Primer am komplementaren 5'-Ende der zu amplifizierenden Sequenz beider
Strange an, was abhangig von der Primersequenz bei Temperaturen von 45°C
und 60°C geschieht. In der nachfolgenden Phase wird ein komplementarer DNA-
Strang von den angelagerten Primern an in 3'-Richtung fortschreitend
synthetisiert. Dies geschieht bei einer Temperatur von 68°C -72°C, abhangig vom
Temperaturoptimum der verwendeten, hitzestabilen tag-DNA-Polymerase. Als
Substrat dieser Reaktion dienen Desoxyribonukleotidtriphosphate, auch dNTPs
genannt, die dem Reaktionsansatz zugegeben werden muissen. Nach
Ublicherweise 30 Wiederholungen dieser Schritte ist eine exponentielle
Vervielfaltigung eines durch die Primerwahl genau definierten Abschnitts der
Template-DNA erreicht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR genutzt, um einen reprasentativen

Abschnitt innerhalb von sasC zu amplifizieren und damit das Vorhandensein des
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Gens im Genom der klinischen Isolate zu zeigen. Als Primer wurden dazu

folgende Oligonukleotide verwendet:

Primer Sequenz 5'- 3'
c CHsasC1for GCA ACG AAT CAAGCATTG G
sas
CHsasC1rev TGA CAG CAC TTC GTT AGG

Folgender PCR-Reaktionsansatz wurde fur die Amplifikation des reprasentativen

Genabschnitts in sasC gewahlt:

PCR-Reaktionsansatz

PCR-Puffer + MgCl, 5 ul
CHsasC1for 0,5 pl
CHsasC1rev 0,5 pl
Biopur Enzymmix 0,75 i
H.O HPLC 42,25 pl
Genomische DNA 1 Ml

Nachdem die genomische DNA der klinischen Stamme isoliert wurde, wurden
nach obigem Schema Reaktionsansatze auf Eis hergestellt und in 200 ul
ReaktionsgefalRen im Thermocycler platziert. Nachdem die optimale annealing-
Temperatur zuvor mit Hilfe der annealing-Temperaturgradient-Funktion des
Thermocyclers ermittelt wurde, wurden alle Proben mit folgenden Einstellungen

amplifiziert:
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Initiale Denaturierung 92 °C 3 min
Denaturierung 92 °C 30s
Annealing 49 °C 30s
Elongation 68 °C 40 s
Terminale Elongation 68 °C 10 min
Klhlung 4°C 0

2.2.6 Reinigung der PCR-Produkte
Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen,
Hilden) gereinigt und anschlieRend mit 30 pl Elutionspuffer (Kit) von der Saule

eluiert. Die Aufreinigung erfolgte gemaf den Angaben des Herstellers.

2.2.7 Genexpression in S. carnosus (pSasC4074)

Die Expression von sasC erfolgte im mit pCX19-transformierten S. carnosus
TM300 durch Induktion mit den Zusatz von Xylose (1% Endkonzentration). Der
zur Transformation verwendete Vektor pCX19 st ein Derivat des
Expressionsvektors pCX15 und enthalt neben einem der Selektion dienenden
Chloramphenicol-Resistenzgen einen Xylose-induzierbaren Promoter. Die
Expression des SasC-Proteins wurde danach mit Hilfe einer SDS-PAGE

Uberprift.

2.2.8 Isolierung von Oberflachen-assoziierten Proteinen

Um kovalent an die Zellwand gebundene Proteine zu isolieren, wird ein
Lysostaphinlysat hergestellt. Lysostaphin ist eine von Staphylococcus simulans
produzierte Metalloendopeptidase, die spezifisch Glycyl-Glycin-Verbindungen
spaltet. Diese sind Bestandteil der Peptidbricken zwischen zwei

Polysaccharidketten des Peptidoglykans der Zellwande von Staphylokokken.
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Durch Behandlung mit Lysostaphin werden so zellwandgebundene Proteine

freigesetzt, welche dann weiter untersucht werden kénnen.

Tris-gepufferte Kochsalzlésung

Tris/HCI 0,05 M pH 7,4
NaCl 0,125 M

In H2Odest

Lysostaphin 2 mg/ml

DNAse 1 mg/ml

Durchfihrung:

Die Ubernachtkultur eines frisch tiberimpften Stammes wird in 500 ml BHI, welche
mit 1% Xylose und 10 ul/ml Chloramphenicol versetzt sind, eingeimpft und bei 37
°C fur 18-24 h im Schuttelinkubator bebrutet. Nach Zentifugation bei 3000 Upm
fur 15 min bei 4 °C wird je 1 g des Zellpellets in 20 ml TBS-Puffer resuspendiert
und 500 ug Lysostaphin sowie 100 uyg DNAse hinzugegeben. Der Ansatz wird
dann bei 37 °C fur 4 h im Schuttelinkubator inkubiert und anschlieend bei 13 000
Upm und 4 °C fiir 45 min zentrifugiert. Der Uberstand stellt das Lysostaphinlysat
dar und wird zur Inaktivierung von Proteasen 10 min bei 80 °C erhitzt. Danach

erfolgt die elektrophoretische Auftrennung mittels SDS-PAGE.

2.2.9 Proteinauftrennung durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-PAGE bietet die Moglichkeit, Proteine nach ihren
Molekulargewichten aufzutrennen. Zunachst werden die zu untersuchenden
Proteine in einem grolRporigen Sammelgel im oberen Teil des zweiteiligen, auf
Polyacrylamidbasis aufgebauten SDS-Gels durch ein System vertikal
ausgerichteter elektrischer Felder fokussiert. Nach Eintritt in das kleinporige

Trenngel herrscht eine konstante Feldstarke, so dass sich die Proteine abhangig
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von Molekulargewicht, Ladung und Tertiarstruktur bewegen. Um jedoch eine
Bewegung allein abhangig von der Gréflke/Molekulargewicht zu erreichen, wird
das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS)
verwendet, das durch seine negative Ladung die Eigenladung der Proteine nach
Bindung an deren Oberflache Uberdeckt und zur Ausbildung globularer
Proteinstrukturen mit konstant negativer Ladung pro Masseneinheit fuhrt. Anhand
der bekannten  Molekulargewichte  von  Eichproteinen und  deren
Wanderungsstrecke kann eine logarithmierte Eichgerade erstellt werden, aus
welcher die Grolie verschiedener Proteine abgeschatzt werden kann.

Die SDS-PAGE wurde mit einem Tris-HCI-Puffersystem durchgeflhrt. Zur
Vorbereitung der Proben wurden diese mit SDS-Probenpuffer versetzt und durch
Erhitzen far 10 min bei 95°C denaturiert.

Herstellung der Gele:

Puffer und Losungen

Acrylamid/Bisacrylamid-Stammldsung 30% Acrylamid

0,8% Bisacrylamid

4 x Separationsgel-Puffer 1,5 mM Tris/Hcl pH 8,8
(separation buffer) 0,4% SDS

4 x Sammelgel-Puffer Tris/Hcl 0,5 mM pH 6,8
(stacking buffer) SDS 0,4%
Ammoniumpersulfat (APS) Ammoniumpersulfat 10%
TEMED

(N,N,N,N",N'Tetramethylethylendiamin)
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Gelzusammensetzung

Trenngel Sammelgel
10% 4,2%
Acrylamid/Bisacrylamid 8 ml 1,5 ml
4 x Trenngel-Puffer 6 ml
4 x Sammelgel-Puffer 2,5ml
H,O bidest. 10 ml 2,5ml
TEMED 25 pl 40 pl
APS (10%) 120 pl 70 pl

Durchfihrung

Nach grundlicher Reinigung der Glasplatten mit 70% Alkohol und dem Aufbau der

Apparatur wurde die Trenngellosung nach obigem Schema hergestellt und

zwischen die Glasplatten gegossen. Um eine gerade Schicht zu erhalten, wurde

Isobutanol zugegeben. Nach 20-45 min Polymerisation wurde das Isobutanol

abgegossen und mit H2Opigest gespllt. Die Sammelgelldsung wurde daraufhin auf

die Trenngelschicht gegeben und ein entsprechender Kamm eingesetzt.

Elektrophorese

Die verwendeten Puffer und Losungen wurden folgendermal3en hergestellt:

Puffer und Losungen

Probenpuffer (2x)
Tris/HCI

Gylcerin
2-Mercaptoethanol
SDS

Bromphenolblau

125 mM
20 %
10 %
4 %
0,002 %

pH 6,8
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Elektrophoresepuffer (1x)

Tris 0,025 M pH 8,4
Glycin 0,192 M

SDS 0,1 %

Durchfihrung

Das Gel wurde vertikal in die Elekrophoreseapparatur eingespannt, die Kammern
mit Laufpuffer geflllt, der Kamm entfernt und die Taschen ausgespult. Nachdem
die Proben mit 72 Volumen Probenpuffer versehen und 5 min gekocht wurden,
wurden 10-40 ul der Proben in die Taschen gegeben und zusammen mit einem
Proteinstandard bei 20 mA elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Eindringen der
Proben in das Gel wurde 2-3 h aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte bei 80-
110 V. Das relative Molekulargewicht der Proteine wurde mit Hilfe der
mitgefuhrten Proteinreferenz des Page Rulerrm Prestained Proteinladder

(Fermentas, St. Leon-Rot) bestimmt.

Farbung der Proteine im Gel mit Coomassie-Blau

Ldsungen:

Coomassie-Farbelésung

Coomassie Brilliant Blue G250 0,15 %
Methanol (v/v) 45,5 %
Essigsaure (v/v) 9%

In HZOdest
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Entfarbelésung

Ethanol (v/v) 10 %
Methanol (v/v) 10 %
Essigsaure (v/v) 7%
In H2Odest

Durchfihrung

Das Gel wurde in die Farbelésung gegeben und unter leichtem Schuitteln 30 min
gefarbt, bevor es mit H,Oq4est abgespult und einige Stunden in die Entfarbeldsung

gegeben wurde. Diese wurde wahrend der Entfarbung zweimal gewechselt.

2.2.10 Phasenkontrastmikroskopische Darstellung der Zellaggregation

Eine Ubernachtkultur der Staphylkokkenstdmme S. carnosus TM300 und S.
carnosus (pSasC4074) wurde jeweils in 50 ml TSB-Medium, das im zweiten Falle
mit Xylose und Chloramphenicol supplementiert wurde, Uberimpft und unter
Schutteln bei 37°C weiter angezogen. Das Wachstum der Bakterien wurde
phasenkontrastmikroskopisch dokumentiert, indem in Abstanden von 2, 4, 8 und
16 Stunden je 1 ml der Kultur in Zellkulturplatten dberfihrt und in
unterschiedlichen  VergroRerungen in  Phasenkontrast dargestellt und

photographiert wurde.

2.2.11 Trypsin-Desaggregationsassay

Den wie oben beschrieben acht Stunden in TSB-Medium angezogenen Bakterien
wurden nach der phasenkontrastmikroskopischen Darstellung verschieden hohe
Konzentrationen der Serinprotease Trypsin hinzugefigt und eine mdgliche
Auflésung  der  Zellcluster nach Inkubation Uber Nacht mittels
Phasenkontrastmikroskopie Uberpriuft. Die Trypsinendkonzentrationen betrugen
0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1,25 mg/ml sowie 2,5 mg/ml. Des weiteren wurden
wiederum wie oben beschrieben Ubernachtkulturen in TSB-Medium angezogen,

welches jedoch in diesem Fall mit 2,5 mg/ml supplementiert war. Im weiteren
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Verlauf wurde festgehalten, ob sich unter diesen Umstanden ebenfalls

Zellaggregate ausbildeten und in welchem zeitlichen Rahmen dieses auftrat.

2.2.12 Biofilmassay

Die Fahigkeit der Biofilmbildung an verschiedenen Materialien a3t sich mit Hilfe
des Biofilmproduktionsassays nach Christensen (15) erfassen, bei welchem der
gebildete Biofilm durch Safranin nachgewiesen wird. Der Test wird in
Mikrotiterplatten (Polystyrol, 96 wells, Greiner) durchgefihrt und erlaubt die
Bestimmung der Ausmalles der Biofilmproduktion durch photometrische Messung
mit einem Mikro-ELISA-Reader. Definitionsgemals haben biofilmpositive Stamme

bei 490 nm eine optische Dichte von > 0,415.

Ldsungen:

Safraninlésung
Safranin (Serva) 0.1 %

In HoOpidest

Phosphatgepufferte Saline (PBS)

N32HPO4 5mM
NaH2P04 5mM
NaCl 0,85 %
Durchfihrung:

Die zu untersuchenden Bakterien wurden Uber Nacht bei 37 °C auf einer TSB-
Platte angezogen und daraufhin in 50 ml TSB-Medium, das mit 0,25 % Glukose
und gegebenenfalls entsprechendem Antibiotikum supplementiert wurde,
uberimpft. Nachdem unter photometrischer Kontrolle die Kultur bis zu einer
optischen Dichte entsprechend 10° CFU/ml angezogen wurde, wurden je 200
der Suspension steril in einen Well der Mikrotiterplatte gegeben. Von jeder Probe

wird wenigstens eine Dreifachbestimmung durchgefihrt. Die Platten werden
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abgeklebt und 24 h bei 37 °C bebrttet bevor sie entleert, zweimal mit steriler PBS
gewaschen und danach getrocknet werden. Nach ausreichender Trocknung
werden die Wells mit jeweils 200 pl Safranin flir 30 s gefarbt. Nach Entfernung
Uberschussiger Safranin-Lésung wurde mit Hilfe eines Mikro-ELISA-Readers das
Ausmald der Biofilmbildung anhand der optischen Dichte der Wells photometrisch
bei einer Wellenlange von 490 nm bestimmt. Getestet wurden die Stamme S.
carnosus TM300 sowie S. carnosus (pCX19) als Negativkontrollen sowie der

Stamm S. carnosus (pSasC4074).

2.2.13 Bioinformatische Strukturanalyse

Um bereits bekannte Strukturinformationen zu erhalten, wurde der InterPro
Datenbank-Eintrag (http://www.ebi.ac.uk/interpro/ISearch?query=Q5HF18+) fur
das SasC-Protein unter der Interpro-Accession-Nummer Q5HF18 aufgerufen.
InterPro integriert die Informationen einer Vielzahl von Datenbanken, die jeweils
verschiedene Methoden und unterschiedliche biologische Informationen von
bereits beschriebenen und gut charakterisierten Proteinen nutzen, um
Proteinsignaturen zu erkennen (65). Des weiteren wurden in silico—
Sequenzanalysen mit Programmen, welche im Bereich des Bioinformatiktoolkits
auf den Servern des Max-Planck-Instituts fur Entwicklungsbiologie in Tlubingen zu
finden sind, durchgefuhrt (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/). Es handelt sich dabei
um eine Plattform, auf welcher neben dort entwickelten Programmen
verschiedene Offentliche Tools zuganglich gemacht werden (7). Mit dem
Programm  SignalP  (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) wurde die
Lokalisation der Schnittstelle des Signalpeptides bei SasC ermittelt. Um die
Eigenschaften einer im Rahmen dieser Methoden erkannten sich wiederholenden
Domane weiter zu eruieren, wurden weitere Sequenzanalysen dieser
Repeatabschnitte unter Verwendung der Toolbox des European Bioinformatic
Institute EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/) und des Swiss Insitute of Bioinformatics

SIB (http://www.ch.embnet.org/index.html) durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Pravalenz des sasC-Gens bei klinischen S. aureus-lsolaten

Um die Pravalenz des sasC-Gens bei klinischen Isolaten zu bestimmen, wurden
insgesamt 66 am Institut fur Medizinische Mikrobiologie des Universitatsklinikums
Mdunster isolierte S. aureus-Stamme untersucht. Dazu wurde ein exemplarischer
Abschnitt des flr das SasC kodierenden Gens mittels PCR unter Verwendung der
Primer CHsasC1for und CHsasC1rev (vgl. 2.1.2) amplifiziert. Das Erscheinen
einer DNA-Bande der erwarteten GrofRe von circa 500 bp unter der UV-Lampe
wurde als Vorhandensein interpretiert. Bei fehlendem Nachweis eines PCR-
Produkts wurde der Stamm nach dreimaliger Wiederholung der PCR als sasC-
negativ gewertet. Die Isolate entstammen Blutkulturen, Gewebsproben,
Abstrichen, Punktaten sowie von infizieten Kathetern und sind ihrem
Resistenzverhalten nach geordnet im Anhang dargestellt (vgl. Tab 6-1 und 6-2).
Das Ergebnis einer exemplarischen Agarosegelelektrophorese ist in Abbildung

3-1 dargestelit.
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Abbildung 3-1 Nachweis von sasC in klinischen S. aureus-Isolaten

Agarosegelelektrophoretische Darstellung des PCR-Produkts unter Verwendung der Primer
CHsasC1for und CHsasCrev von 24 der 66 untersuchten S. aureus-Isolate. sasC: fur das sasC-
Gen reprasentativer Basenpaarabschnitt; 1 kb: DNA-GréRenstandard; MNHindlll: DNA-

GroRenstandard. Das DNA-Fragment ist bis auf in Spur 18 in jeder Probe nachweisbar

Von den insgesamt 66 untersuchten Klinikisolaten konnte der reprasentative
Genbereich des sasC-Gens in 64 Isolaten und somit etwa 97% der Falle
nachgewiesen werden. Bei den Methicillin-resistenten (MRSA) Isolaten waren alle
31 untersuchten Stamme sasC-positiv, bei den Methicillin-sensiblen (MSSA)
Isolaten wurde das sasC-Gen in 33 von 35 Stammen nachgewiesen (Abb. 3-2).
Dies deutet auf eine sehr hohe Pravalenz des sasC-Gens bei klinischen S.

aureus-Stammen hin.
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Abbildung 3-2 Pravalenz des sasC-Gens bei klinischen S. aureus-Isolaten

3.2 Expression des sasC-Gens in S. carnosus (pSasC4074)

Nach der Klonierung des sasC in den apathogenen Stamm S. carnosus TM300
mit Hilfe des Vektors pCX19 sollte gezeigt werden, dass durch Induktion mit 1%
Xylose im Wachstumsmedium das entsprechende Protein SasC exprimiert wird.
Nach Erstellen eines Lysostaphinlysates der Stamme S. carnosus (pSasC4074)
und S. carnosus (pCX19) als Negativkontrolle wurden diese Proteine mittels SDS-
PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Im Lysat des mit pSasC4074
transformierten S. carnosus TM300 ist eine Bande entsprechend der flir das
exprimierte SasC erwarteten Grolde von 238 kDa zu erkennen, welche im Lysat
des S. carnosus (pCX19) nicht vorhanden ist und somit das heterolog exprimierte
SasC-Protein darstellt (Abb. 3-3).
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Abbildung 3-3 Expression von SasC in S. carnosus (pSasC4074)

SDS-PAGE (10% Separationsgel) von Lysostaphinlysaten. MW: Moleklargewicht; 1:
Proteingrofienstandard PageRuler Prestained Protein Ladder (10-170kDa); 2 S. carnosus
(pCX19); 3 S. carnosus (pSasC4074) nach Induktion mit 1% Xylose.

3.3 SasC vermittelt starke Zellaggregation in S. carnosus

Nach der Phase der initalen Adhasion ist in der darauf folgenden
Akkumulationsphase die  Ausbildung von  Zell-Zell-Interaktionen  von
entscheidender Bedeutung fur die Ausbildung eines bakteriellen Biofilms (56). Um
diese Zellaggregation zu untersuchen, wurden die Stamme S. carnosus
(pSasC4074) und S. carnosus (pCX19) wie beschrieben (vgl. 2.2.11) in TSB-
Medium, das mit Chloramphenikol und Xylose supplementiert wurde, unter
Schutteln angezogen und makroskopisch und mikroskopisch beurteilt. Dabei ist
ein deutlicher Unterschied in der Beziehung der einzelnen Zellen zueinander zu
erkennen. Der SasC exprimierende Stamm S. carnosus (pSasC4074) bildet
grolle Zellaggregate aus, die sowohl mikroskopisch (Abb. 3-4) als auch
makroskopisch (Spur B2) (Abb. 3-5) sichtbar werden. Demgegenuber bilden die

Zellen des Wildtyp-Stamms (nicht dargestellt) genauso wie nicht mit Xylose



Ergebnisse 33

induzierte Zellen weder makroskopisch (Spur B1) (Abb. 3-5) noch mikroskopisch
sichtbare Zellaggregate aus (nicht dargestellt). Die Zellen liegen groftenteils als
Einzelzellen und Zellpaare vor. Die Expression des SasC an der Zelloberflache

scheint eine starke interzellulare Adhasion zu vermitteln.

Abbildung 3-4 SasC-vermittelte Zellaggregation

Phasenkontrasmikroskopische Darstellung. 1: S. carnosus (pCX19); 2: S. carnosus (pSasC4074)

nach planktonischem Wachstum tber Nacht unter Xyloseinduktion.
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Abbildung 3-5 SasC-vermittelte Zellaggregation (makroskopisch)

Makroskopische Darstellung. Wachstum der Bakterien erfolgte tiber Nacht ohne Xylose (1) und
mit 1% Xylose (2). A: S. carnosus (pCX19); B: S. carnosus (pSasC4074)
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3.4 SasC-vermittelte Zellaggregation ist Protease-sensitiv

Da der Stamm S. carnosus (pSasC4074) im Gegensatz zu seinem Wildtyp-
Stamm groRRe Zellcluster ausbildet, sollte gezeigt werden, dass diese Zell-Zell-
Interaktion durch das an der Oberflache exprimierte SasC vermittelt wird. Falls die
Interaktion tatsachlich durch SasC zustande kommt und damit proteinvermittelt
ist, sollte die Bindung durch Proteolyse wieder aufgehoben werden kdnnen. Dazu
wurden wie beschrieben (vgl. 2.2.11) die als Zellaggregate vorliegenden Zellen
einer 8 Stunden in TSB-Medium angezogenen Kultur mit der Serin-Protease
Trypsin unterschiedlicher Konzentrationen behandelt und die Desaggregation
phasenkontrastmikroskopisch nach Einwirkung Uber Nacht beurteilt. Als Resultat
konnte eine Auflésung der Zellcluster beobachtet werden, die
konzentrationsabhangig war. Bei der Hinzugabe von Trypsin mit Erreichen einer
Endkonzentration von 0,25 mg/ml im Medium waren noch deutliche Zellaggregate
ohne eindeutigen Hinweis auf Dispersion erkennbar. Diese trat jedoch mit
zunehmender Konzentration deutlich hervor, bis bei einer Endkonzentration von
2,5 mg/ml nur noch einzelne Bakterien zu beobachten waren, die sich von den
planktonischen Zellen des Wildtyp-Stamms nicht mehr unterscheiden (Abb. 3-6)

lieRen.
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Abbildung 3-6 SasC-vermittelte Zellagregation ist Protease-sensitiv

Phasenkontrastmikroskopische Darstellung von mit Gber Nacht Trypsin behandelten 8-Stunden-
Kultur von S. carnosus (pSasC4074). Trypsinkonzentrationen: 1: 0.25 mg/ml; 2: 0,5 mg/ml; 3: 1,25
mg/ml; 4: 2,5 mg/ml

Bei bereits anfanglicher Hinzugabe von Trypsin bis zu einer Endkonzentration von
2,5 mg/ml zur frisch Uberimpften Kultur, zeigte sich auch nach 8 Stunden keine
Aggregation der Zellen. Die Bakterien waren in phasenkontrastmikroskopischer
Darstellung nicht von den Zellen der Negativkontrolle TM300 (pCX19) zu
unterscheiden (s. Abb. 3-4, 1).
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3.5 Biofilmbildung auf Polystyrol

Die Bildung von Biofilmen auf Polystyrol wurde mittels quantitativem Biofilmassay
nach Christensen (15) bestimmt. Nach Inkubation in Polystyrolmikrotiterplatten flr
24 Stunden zeigte sich nach Waschen und Safraninfarbung bei dem Stamm S.
carnosus (pSasC4074) eine deutlich starkere Biofilmbildung im Vergleich zum
Wildtypstamm S. carnosus TM300 sowie S. carnosus (pCX19), der zur Kontrolle
das leere Plasmid trug. Die letzteren waren wie erwartet Biofilm-negativ mit einer
ODg4go von 0.07 bei S. carnosus TM300 und ODg4go von 0.11 bei S. carnosus
(pPCX19). Die ODa4gp war bei dem sasC-exprimierenden Stamm 0.43 und somit lag

definitionsgemal ein Biofilm-positiver Stamm vor (s. Abb 3-8).
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Abbildung 3-7 SasC-vermittelte Biofilmbildung auf Polystyrol

Biofilmassay nach Christensen. y-Achse: Optische Dichte bei 490 nm nach Farbung der Biofilme

mit Safranin
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3.6 Bioinformatische Strukturanalyse des SasC-Protein

3.6.1 Analyse der SasC-Aminosauresequenz

Der dem SasC entsprechende Eintrag Q5HF18 in der InterPro-Datenbank zeigt
auf den ersten Blick einen Teil der strukturellen Organisation des Proteins (Abb.
3-8). Zunachst findet sich ein Signalpeptid sowie ein sogenanntes YSIRK-Motif,
welches bei der Prozessierung des Signalpeptides eine Rolle spielt. Die
Schnittstelle des Signalpeptides befindet sich nach Analyse mittels SignalP 3.0
zwischen den Aminosauren A-37 und L-38 (Erkennungssequenz A-X-A). Des
Weiteren findet sich das bereits beschriebene LPXTG-Motif am C-terminalen
Ende, eine sogenannte FIVAR-Domane (AS 590 - 643) sowie eine Wiederholung
von insgesamt 17 Domanen mit einer Lange von jeweils 72 Aminosauren (AS 671
— 742, AS 748 — 819, AS 825 — 896, AS 902 — 973, AS 979 — 1050, AS 1056 —
1127, AS 1133 — 1204, AS 1210 — 1281, AS 1287 — 1358, AS 1364 — 1435, AS
1441 — 1512, AS 1518 — 1589, AS 1595 — 1666, AS 1672 — 1743, AS 1749 —
1820, AS 1826 — 1897, AS 1903 — 1974). Diese sind jeweils homolog zu der
Sequenz einer domain of unknown function 1542 (DUF1542). Die DUF1542-
Repeats sind untereinander zu 18 bis 47% identisch. Das FIVAR-Motif und die
DUF1542-Domane sind auch Bestandteil im Mrp- und FmtB-Protein, welche mit
Methicillin-Resistenz assoziiert wurden, sowie im Zellwand-assoziierten Protein
Ebh von S. aureus und seinem homolog Embp von S. epidermidis zu finden, das

eine Funktion in der Biofilmformation hat.
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Abbildung 3-8 Struktureller Aufbau des SasC-Proteins
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3.6.2 COILS - Prediction of Coiled Coil Regions in Proteins

Das Programm Coils vergleicht eine Aminosauresequenz mit einer Datenbank
bekannter paralleler, doppelstrangiger sogenannter coiled-coils und errechnet die
Wahrscheinlichkeit, dass eine Aminosauresequenz in einem bestimmten Bereich
eine coiled-coil-Formation annimmt (94). Coiled-coil bezeichnet eine
Proteintertiar- oder Quartarstruktur, bei welcher sich in der Regel zwei
Alphahelices von hydrophoben Wechselwirkungen stabilisiert umeinanderwinden.
Eine Coiled-coil Struktur findet sich in einer Vielzahl struktureller und
regulatorischer Proteine und vermittelt vielfaltige Funktionen wie die Erkennung
makromolekularer Strukturen oder die Ausbildung makromolekularer Komplexe
(94). Nach Untersuchung der Frequenz mittels Coils zeigte sich folgender Aufbau

des SasC-Proteins.
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Coils output for SasC
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Abbildung 3-9 Coiled-Coils-Output fiir die Aminosduresequenz des SasC-Proteins

Passend zur bereits in der InterPro-Datenbank gesehenen Analyse zeigt sich auch hier ein
Zweiteilung des Proteins, wobei ab AS 671 durchgehend eine Coiled-Coil-Tertiarstruktur
vorausgesagt wird. Dieser Abschnitt des Proteins besteht aus den sich wiederholenden DUF1542-

Domanen
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4 Diskussion

4.1 Epidemiologie des sasC-Gens

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das sasC-Gen bei 64 von 66
untersuchten klinischen Isolaten vorhanden war. Des Weiteren lieRen sich durch
Analyse acht komplett sequenzierter S. aureus-Genome jeweils homologe sasC-
Gene mit einer Sequenzahnlichkeit von 89 bis 97% finden. Aufgrund des hohen
Grades der Konservierung des Gens und des Vorkommens bei einem sehr hohen
Prozentsatz der hier untersuchten klinischen Isolate ist grundsatzlich eine
wichtige Rolle des Proteins in der Pathogenese von S. aureus-Infektionen
denkbar. Diese Hypothese wird durch eine von McAdow et al. 2011 veroéffentliche
Arbeit unterstltzt (104). Dort konnte in einem Maus-Sepsismodell eine deutliche
und statistisch hochsignifikante Verlangerung der medianen Uberlebenszeit nach
Infektion mit einem S. aureus Newman-Stamm nach insertionaler Deaktivierung
des sasC-Gens gezeigt werden. Dabei wurden BALB/c-Mausen 10® CFUs (colony
forming units) des S. aureus Newman-Wildtypstamm oder Stamme mit
insertionaler Inaktivierung verschiedener Oberflachen-assoziierter Proteine in den
retroorbitalen Plexus injiziert und die mediane Uberlebenszeit ermittelt. Diese
betrug bei dem Wildtypstamm 24+1,6 Stunden und war nach Inaktivierung des
sasC-Gens auf 54+8,8 Stunden erhdht, wahrend sich fur zum Beispiel das sasG-
Gen und weitere Gene bekannter Virulenzfaktoren keine Verlangerung der
Uberlebenszeit ergab (104). Daraus lasst sich grundsétzlich eine wichtige Rolle
von sasC und dem korrespondierenden Protein in der Pathogenese zumindest

bei diesem Tierversuchsmodell ableiten.

4.2 SasC-vermittelte Zellaggregation

Die hauptsachliche Zielsetzung dieser Arbeits bestand neben der Bestimmung

der Pravalenz des sasC-Gens in dem Versuch einer Funktionsbestimmung des
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SasC-Proteins. Da es erkennbar an der LPXTG-Sequenz am C-terminalen Ende
an der Oberflache der Bakterien kovalent gebunden vorliegt, sollten insbesondere
adhasive Eigenschaften untersucht werden. Tatsachlich zeigten sich bei S.
carnosus durch die Expression von SasC nach Induktion des Plasmids
pSasC4074 mit 1% Xylose mikroskopisch und makroskopisch deutliche
Zellaggregate im Vergleich zum Wildtyp. Um zu zeigen, dass dieser neue
Phanotyp durch die Expression des SasC bedingt ist, wurde ein nicht mit Xylose
induzierter Stamm und ein mit dem leeren Vektor pCX19 transformierter und 1%
Xylose induzierter S. carnosus-Stamm betrachtet. Wie erwartet zeigte sich dort
keine Aggregation der Zellen und der Phanotyp entsprach jeweils dem des
Wildtyp-Stamms. Danach wurde ein Lysostaphinlysat der transformierten und mit
induzierten Stamme erstellt und eine SDS-Gelelektrophorese mit anschliel3ender
Coomassie-Blau-Farbung durchgefuhrt. Im Vergleich zu den Proteinen des
Wildtyps zeigte sich bei dem Stamm eine zusatzliche Bande bei etwa 238 kDa,
die etwa dem erwarteten Molekulargewicht des SasC-Proteins entspricht.
Insgesamt konnte dadurch erwiesen werden, dass der mit pSasC4074
transformierte Stamm nach Induktion mit Xylose Zellaggregate bildet und damit
erstmalig eine Funktion des Proteins herausgearbeitet werden. Die
naheliegendste Erklarung daflr scheint, dass der aufgrund der Expression des
SasC-Proteins entstandene Phanotyp mit Bildung deutlicher Zellaggregate durch
neu vorhandene interzellulare Adhasion zustande kommt, die direkt durch SasC

vermittelt wird.

4.3 Mechanismus der Zell-Zell-Interaktion

Um zu zeigen, dass die Expression von SasC an der Oberflache erfolgt und direkt
an dem Mechanismus der Zellagglomeration beteiligt ist, wurden den
aggregierten Bakterien verschieden hohe Konzentrationen der Serinprotease
Trypsin hinzugegeben, unter deren Einfluss sich konzentrationsabhangig eine

Auflésung der Bakteriencluster zeigte. Da S. carnosus TM300 Kkeine
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Oberflachenproteine exprimiert, die Zell-Zell-Bindungen vermitteln kénnen, und
die verwendete Proteasen daher am ehesten zu einer Proteolyse des an der
Oberflache verankerten SasC fuhren, scheint die Zellagglomeration tatsachlich
direkt von dem Vorhandensein des SasC an der Zelloberflache abzuhangen.
Obwohl die Lokalisation des SasC an der Oberflache des transformierten S.
carnosus durch die Desaggregation zumindest angedeutet wurde, erfolgte in
nachfolgenden Versuchen in dieser Arbeitsgruppe der Nachweis der Lokalisation
an der Oberflache Uber einen Kaninchen-Antikdrper gegen einen in E. coli
exprimierten Teil des SasC-Gesamtproteins. In der Immunfluoreszenzmikroskopie
zeigte sich nach Inkubation von Ubernachtkulturen des transformierten S.
carnosus-Stamms mit erwadhntem  Antikbper nach Hinzugabe von
fluoreszierendem anti-rabbit F(ab');Fragment eine deutliche Fluoreszenz an der
Zelloberflache der Bakterien. Somit wird das SasC-Protein sicher an der
Oberflache von S. carnosus (pSasC4074) exprimiert (151).

Um mdgliche an der Zell-Zell-Interaktion beteiligte Strukturen des Proteins und
Erklarungen fir den Mechanismus fur die Funktion zu finden, erfolgte zunachst
eine bioinformatische Analyse der Aminosauresequenz. Die Ergebnisse der hier
durchgefuhrten bioinformatischen Analyse zeigen zunachst einmal die bereits
bekannten Charakteristika eines oberflachenassozierten Proteins gram-positiver
Bakterien wie eine Signalsequenz, eine die Zellwand Uberspannende Region und
das zum Sorting bendétigte LPXTG-Motif. Im Weiteren weist das Protein 17 C-
terminale Domanen mit bisher ungeklarter Funktion (DUF1542) sowie ein N-
terminal davon liegendes FIVAR-Motif auf, das innerhalb von Pfam, einer
Datenbank zur Proteinklassifizierung, als uncharakterisiert Zucker-bindend
bezeichnet wird (35) (http://www.sanger.ac.uk/resources/databases/pfam.html).
Die Funktion der DUF-Domanen ist bisher dem Namen entsprechend unbekannt,
jedoch zeigt die Coils-Analyse des Gesamtproteins in den DUF-Domanen
entsprechenden Bereichen nicht nur eine sehr hohe Wahrscheinlichkeit, eine a-
Helix auszubilden, sondern auch in geordneten Abstanden auftretende Coiled-

Coil-Formationen anzunehmen (vgl. 2.2.13). Es ist daher denkbar, dass sich am
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C-terminalen Ende zwischen zwei benachbarten SasC-Proteinen eine Coiled-
Coil-Stuktur ausbildet. Insgesamt scheint eine Einteilung in eine N-terminale
funktionelle Doméane und eine C-terminale strukturelle Domane vorstellbar.

Um diese Annahme zu priufen, wurden daher in den dieser Dissertation
nachfolgenden Versuchen zwei sogenannte Subklone erstellt. Dabei wurde
erstens ein Subklon erstellt, welcher die N-terminale Domane mit dem FIVAR-
Motif exprimiert und zweitens ein Subklon, welcher 8 der 17 DUF1542-Repeats
enthalt. S. carnosus TM300, S. aureus 4074 sowie S. aureus SH1000 wurden
daraufhin mit den ensprechenden Plasmiden pSasCsub1 (enthalt das FIVAR-
Motif) und pSasCsub2 (enthalt die DUF1542-Repeats) transformiert. Es zeigte
sich, dass die die N-terminale Domane exprimierenden Stamme genauso wie die
das komplette SasC exprimierenden Stdmme eine makroskopisch sichtbare
Zellaggregation verursachen (151).

Damit ist scheinbar die Funktion der Zell-Zell-Bindung auf die N-terminale
Domane zuruckzufuhren. An dieser Stelle sind zumindest zwei Theorien
bezlglich des Mechanismus der Zell-Zell-Bindung denkbar und kénnen damit
Grundlage weiterer Versuche zur genaueren Analyse des Mechanismus der
interzellularen Adharenz durch SasC werden.

(i) In der Pfam-Datenbank wird unter FIVAR (PF07554) aufgrund fehlender
katalytischer Aminosauren in dieser Sequenz eine Bindungsdomane als Funktion
als am wahrscheinlichsten erachtet und N-Acetylglukosamin als Bindungspartner
vermutet (35). Zunachst ware darlber eine Bindung des FIVAR-Motifs des SasC-
Proteins an die Peptidoglykanschicht eines benachbarten Bakteriums als
mdglicher Mechanismus denkbar. Desweiteren ist eine Bindung an die an dem
Wandaufwau von Staphylococcus aureus beteiligte Teichonsaure Uber die hier
ebenfalls als Bestandteil vorkommende N-Acetylglukosamineinheit (182) moglich.
Sollte eine Bindung an diese Monosacharideinheit ein Rolle in der Zell-Zell-
Interaktion haben, musste N-Acetylglukosamin welches bei Wachstum der
klonierten S. carnosus-Bakterien dem Nahrmedium hinzugegeben wird, die

Ausbildung der Zellaggregationen idealerweise konzentrationsabhangig
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inhibieren. Ein weiterer Ansatz ware die Verwendung von Peptidoglykan,
Teichonsaure oder isolierter bakterieller Zellwand anstelle des Monosachsarids,
sollte es sich um eine komplexere Wechselwirkung, bei welcher die korrekte
dreidimensionale Struktur der Makromolekuile zur Wechselwirkung bendtigt wird,
handeln.

(i) Desweiteren besteht natirlich die Mdglichkeit, dass das N-terminale Ende des
SasC mit einem SasC-Molekul eines anderen Bakteriums interagiert und Uber
diese Protein-Protein-Wechselwirkung eine interzellulare Bindung zustande
kommt. Solch eine direkte Wechselwirkung konnte beispielsweise fur das SasG
gezeigt werden. Geoghegan et al. (48) fanden heraus, dass zwei SasG-Molekile
nach proteolytische Prozessierung uUber ihre sogenannten B-Domanen Zink-
abhangig dimerisieren und darliber eine Adhasion zwischen den Zellen
vermitteln. Eine Proteolyse des Proteins ist jedoch bei SasC nicht notwendig und
die Biofilmbildung auch durch den Proteaseinhibitor a2-Makroglobulin nicht
inhibierbar, so dass sicher ein anderer molekularer Mechanismus vorliegen muss.
Unabhangig davon konnte die Notwendigkeit einer direkten Interaktion zweier
SasC-Proteine geprift werden, indem aufgereinigte SasC-Proteine oder nur das
fur die Bindung offenbar essentielle N-terminale Ende im Sinne eines
kompetetiven Bindungspartner wahrend des Wachstums von Staphylococcus
carnosus (pSasC4074)-Bakterien der Wachstumslésung hinzugegeben wird. Eine
daraufhin ausbleibende Zellaggregation wirde auf eine Adhasion zwischen SasC-

Proteinen hinweisen.

4.4 Bedeutung von SasC in der Biofilmentstehung

Nachdem gezeigt werden konnte, dass SasC zellaggregative Eigenschaften
besitzt, wurde danach Uberprift, ob durch Expression des SasC in dem nicht
Biofilm-bildenden Stamm S. carnosus TM300 dessen Bildung begunstigt wird.
Dabei wurde in einem quantitativen Biofilmassay auf Polystrol eine deutlich

verstarkte Biofilmbildung des sasC exprimierenden Stamms S. carnosus
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(pSasC4074) im Vergleich zum Stamm S. carnosus (pCX19) festgestellt (s.Abb 3-
7). Ebenso wie fur die Zellaggregation konnte diese Wirkung des SasC auch auf
die das FIVAR-Motif beinhaltende N-terminale Domane zurtckgefuhrt werden.
Wir konnten zeigen, dass bei verstarkter Expression des sasC-Gens in einem
Expressionsvektor auch die Stamme S. aureus SH1000 und S. aureus 4074 im
Vergleich zu ihren Wildtypen deutlich mehr Biofilm bildeten (151). Damit wird
deutlich, dass die Expression von SasC spezieslubergreifend die Fahigkeit zur
Biofilmbildung vermittelt. Da die grundsatzliche Fahigkeit des SasC,
Biofilmbildung zu vermitteln nachgewiesen wurde, in der Literatur jedoch
verschiedene Faktoren beschrieben sind, die nachweislich ebenfalls in der Lage
sind, interzellulare Adhasion zu vermitteln untersuchten wir weiterhin, wie sich die
Biofilme von sasC-Insertionsmutanten in ihrer Quantitdt von denen ihrer
Wildtypstammen unterscheiden. Dazu wurde eine Tn917-Insertionsmutante
(SMH2035) des Wildtypstamms S. aureus SH1000 im Hinblick auf die Fahigkeit
zur Biofilmbildung mittels Biofilmassay beurteilt. Dabei zeigte sich, dass der sasC-
Deletionsmutant unter allen getesteten Umstanden signifikant weniger Biofilm
bildete. Dabei wurde die Biofiimbildung in TSB-Medium sowie unter Zugabe von
1% Xylose oder 0.25% Glukose getestet. Die Unterschiede waren ohne
Zuckersupplementation am deutlichsten (OD4g, 0,5 SMH2035 versus 1,0
SH1000), wahrend bei Hinzugabe von Glukose eine insgesamt verstarkte
Biofilmbildung erfolgte und der Unterschied insgesamt weniger deutlich war
(OD4g2 1,6 SMH2035 versus 1,8 SH1000). Da bei S. epidermidis unter
Glukosesupplemetation die PIA-Synthese induziert wird (97) und bei S. aureus
mdglicherweise das gleiche Phanomen auftritt, kdnnte dessen Wirkung unter
diesen Umstanden das Fehlen des SasC teilweise kompensieren. Insgesamt
zeigen die Ergebnisse verschiedener epidemiologischer Studien das gleichzeitige
Vorhandensein verschiedener an Zell-Zell-Interaktion beteiligter Faktoren wie zum
Beispiel icaADBC, sasG und das hier beschriebene sasC (117), so dass auch
eine kooperative Funktion dieser Moleklle mdglich ware. Dementsprechend ist es

eine interessante Uberlegung, ob im Rahmen einer ica-abhangigen Biofilmbildung
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PIA und SasC miteinander interagieren kdnnten und das SasC uber eine Bindung
an PIA fir die Zellakkumulation sorgen kénnte. Dies ist aus den oben genannten
Uberlegungen beziiglich einer moglichen Bindung von SasC an die N-
Acetylglukosamin-Einheiten des PIA vorstellbar. Analog zum oben beschriebenen
Versuchsaufbau kdnnte eine kompetetive Hemmung der Zellagglomeration durch
PIA geprift werden.

Zusammenfassend ist denkbar, dass zur korrekten Ausbildung eines
physiologischen Biofilms tatsachlich mehrere oder alle der bekannten Faktoren
notwendig sind und die in der Literatur beschriebenen Stamme, die trotz des
Fehlens zum Beispiel des ica-Lokus zwar als Biofilm-positiv beschrieben werden,
tatsachlich aber dysfunktionale Biofilme bilden. Ein Beispiel fir diese Hypothese
sind die agr-defizienten Stamme, die als stark Biofilm-bildend beschrieben
werden, bei welchen jedoch vor allen die Dispersion von einzelnen Zellclustern
erschwert ist (8). Dadurch entsteht zwar ein Vorteil in bestimmten Phasen der
Infektion, vor allem im Hinblick auf chronische Infektionen, eine agr-Dysfunktion
fuhrt jedoch zu fehlender Biofilmdispersion (128) und als endgultige Konsequenz
in einem Mausmodell zu deutlich eingeschrankter Disseminierung einer Katheter-

assoziierten Infektion in Lymphknoten, Leber, Milz und Nieren (180).

4.5 Expression des sasC-Gens in S. aureus Wildtypstammen

Wenn das SasC-Protein eine wichtige Bedeutung in der Pathogenese hat, ware
eine signifikante Expression des Proteins ein weiterer Hinweis auf eine mogliche
Rolle in der Biofiimentstehung. Es wurde daher die Expression des Proteins
mittels SDS-Gelelektrophorese eines Lysostaphinlsysates der Stamme S. aureus
COL, SH1000 und 4074 nach Wachstum von 10, 16, 24 und 48 Stunden
durchgefluhrt, bei dem sich jedoch keine dem SasC entsprechende Bande zeigte
(151). Erst die bezuglich des Nachweises von Proteinen deutlich sensitivere
Western-Blot-Analyse zeigte eine zarte Bande korrespondierend zu SasC (151).

Insgesamt scheint jedoch die Expression des Proteins unter den untersuchten
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Bedingungen wenig sinnvoll zu sein. Es ist zu bertcksichtigen, dass dabei Zellen
in planktonischem Wachstums beurteilt wurden und in dieser Phase
bekanntermallen in erster Linie fur die initiale Adhasion bendtigte Gene
transkribiert werden und die fur die akkumulative Phase notwendigen Proteine
nicht. Dies konnte in drei verschiedenen Arbeiten gezeigt werden (3, 5, 137).
Durch transcriptional profiling zum Beispiel konnten Beenken et al. nachweisen,
dass sich das Genexpressionmuster nicht nur wie bekannt zwischen
exponentieller planktonischer und stationarer plantonischer Phase unterscheidet,
sondern auch zwischen planktonisch und im Biofilm wachsenden Bakterien (5).

Einen Nachweis fur die SasC-Expression in vivo findet sich in der Literatur, wenn
man betrachtet, dass der Nachweis eines SasC-Antikdrpers (17) einen
serologischen Hinweis auf die Expression des Proteins wahrend des
Infektgeschehens darstellt. Das Vorhandensein von spezifischen Antikérpern wird
als beweisend fur die Expression des entsprechenden Antigens in vivo
angesehen. In einer Arbeit von Clarke et al. zeigte sich, dass im Laufe der S.
aureus-Infektion bei einer groflen Anzahl getesteter Seren spezifische IgGs
gegen dieses Antigen gebildet werden (17). In einer weiteren Arbeit zeigte sich,
dass bei 7 von 14 Patienten mit nachgewiesener S. aureus-Infektion spezifische
Antikdrper gegen SasC im Serum vorliegen (181). Beide Untersuchungen
sprechen also unabhangig von einander flr eine Expression des SasC-Proteins in

Vivo.

4.6 Regulation des sasC-Gens

Da die Biofilmentwicklung wie auch das Infektgeschehen insgesamt ein
hochkomplexer Prozess ist, der eine koordinierte Expression verschiedenster
Virulenzfaktoren notwendig macht, ware es fur das Verstandnis der Rolle des
SasC im Gesamtgeschehen interessant zu wissen, wie seine Expression reguliert
wird. Die Eigenschaft, Biofime zu bilden ist in groRem MalRe von den

Umweltbedingungen abhangig (vgl. 1.4), so dass die Induktion einer Biofilm-
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fordernden Genexpression am ehesten einen Mechanismus notwendig macht,
der auf die Veranderungen des Mikromilieus reagiert. Diesbezlglich sind die
sogenannten two-component-Systeme ein haufiger Sensing-Mechanismus, wobei
zwei dieser Systeme, das unter 1.4 bereits erwahnte agr und arlRS-System, eine
Beziehung zu Biofilmformation haben. Quorum sensing ist definitionsgemalf die
Steuerung der Zelldichte Uber frei diffusible Signalstoffe (186, 187). Im Falle von
Bakterien wird so in Abhangigkeit von Zelldichte die globale Genexpression
geandert. Mittler sind hierbei Autoinduktoren, die wahrend des Wachstums der
Zellpopulation akkumulieren. Wird eine bestimmte Konzentration der Induktoren
in der Umgebung der Bakterien Uberschritten, kommt es Uber Bindung an
membranstandige Proteine zu einer Aktivierung eines Transkriptionsfaktors (166).
Bei beiden quorum-sensing-Systemen wurde ein negativer Einfluss ihrer Aktivitat
auf die Biofilmformation gezeigt (8, 168) und die jeweiligen Deletions-Stamme
bildeten einen deutlich starkeren Biofilm aus.

Tatsachlich kénnte das agr-System als eine Art molekularer Schalter angesehen
werden, der den Wechsel zwischen planktonischem und Biofilm-Phanotyp
kontrolliert, wobei eine niedrige Aktivitat des agr-Systems Voraussetzung fur die
Ausbildung eines Biofilms zu sein scheint (8). Eine Induktion des Systems durch
beispielsweise die Erhdéhung erwahnter Autoinduktoren oder in tiefen
Biofilmschichten herrschende niedrige Glukosekonzentrationen (136) fuhrt zur
Losldsung einzelner Zellen oder Zellverbande aus dem Biofilm. Dieser Prozess
wird wahrscheinlich von Surfactant-dhnlichen Peptiden (128) aber auch der
Expression extrazellularer Proteasen vermittelt. Bei S. aureus gibt es insgesamt
10 dieser sekretierten Proteasen, die Metalloprotease Aureolysin (aur), zwei
Cystein-Proteasen (scpA und sspB) sowie sieben Serinproteasen (sspA/VS,
SpIABCDEF), die allesamt positiv von agr reguliert werden. Boles et al. fanden
heraus, dass die durch agr induzierte Biofilmdispersion durch Proteaseinhibitoren
deutlich eingeschrankt werden kann und die Deletion der fur die Proteasen
kodierenden Gene einen deutlich Biofilm-positiven Phanotyp zur Folge hat (8). In

Analogie zu dieser Arbeit werden also die von Boles et. al und weiteren Autoren
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(10, 143, 168) beschriebenen Biofilme durch verschiedene Proteasen aufgeldst.
Daher ist es denkbar, dass Oberflachenproteine wie das hier untersuchte SasC
den Angriffspunkt genannter Proteasen sind und daher vor allem in Hinblick auf
Dispersion von Biofilmen und damit Dissemination von S. aureus-Infektionen
wichtig sind. Aus dieser Darstellung wird ersichtlich, dass erst genaues Wissen
um die Art der Regulation der sasC-Transkription zum Beispiel durch quorum-
sensing-Systeme oder andere Regulationsmechanismen zu einem tieferen
Verstandnis der Rolle des SasC-Proteins im Gesamtprozess der

Biofilmentstehung flhrt.

sasC-Expression wird von AriRS und MgrA inhibiert

Bei genauer Literaturrecherche lasst sich tatsachlich fir das zweite oben
erwahnte two-component-System ArIRS ein negativer Einfluss auf die sasC-Gen-
Gentranskription finden (89). Interessanterweise zeigte eine Arbeit von Toledo-
Arana et. al zuvor bereits, dass arlRS-Mutanten in zwei verschiedenen
Nahrmedien (TSBy und HHWmM) eine deutlich groRere Kapazitat zur
Biofilmbildung haben. Da in dieser Studie gezeigt wurde, dass durch die arlRS-
Deletion mehr PIA synthetisiert wird, wurde zunachst von einem entscheidenden
Einfluss des PIA ausgegangen. Ein Stamm mit Doppelmutation hatte jedoch bei
Wachstum in HHWm weiterhin einen Biofilm-positiven Phanotyp. Tatsachlich
konnte dieser Biofilm nicht mit Metaperiodat, sondern nur mit Proteinase K
aufgeldst werden, was fur eine Protein-vermittelte Biofilmbildung spricht (168). Es
ist daher vorstellbar, dass unter anderem der negative Einfluss des arlRS-
Systems auf die sasC-Gentranskription bei den Mutanten aufgehoben wird und
die offensichtlich Protein-vermittelten Biofilme unter anderem durch eine
vermehrte Expression des SasC verursacht wird.

Ein zweites weniger gut untersuchtes Regulationssystem ist das mgrA-System,
welches insbesondere einen positiven Einfluss auf die Expression von
Exoproteinen sowie einen negativen Einfluss auf die Expression von

Oberflachenproteinen hat (14). Luong et al. konnten auch fur dieses System
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zeigen, dass aus einer Dysfunktion des mgrA-Regulons eine verstarkte sasC-
Transkiption resultiert (92). Interessanterweise fanden Trotonda et al., dass die
Aktivierung von mgrA die Biofilmbildung reprimiert, da stammunabhangig eine
deutlich gesteigerte Biofilmbildung bei entsprechenden Deletionsmutanten auftrat
(170). Desweiteren konnte in der Studie gezeigt werden, dass im entstehenden
Biofilm PIA nicht vermehrt auftaucht. Ferner war die Transkription des ica-
Operons nicht gesteigert. Im Gegensatz zum ica-Genlokus scheint jedoch das srt-
Gen eine wichtige Rolle bei mgrA-Deletionsmutanten zu spielen. Eine Deletion
fuhrte zu einer signifikant reduzierten Biofilmbildung, so dass vermutet werden
kann, dass die Biofilmbildung im mgrA-defizienten Stamm durch von der Sortase
an die Zellwand gebundene Oberflachenmolekiile wie beispielsweise auch das
SasC vermittelt werden. Auch bei dieser Studie wurde die Zusammensetzung des
Biofilms analysiert, indem die Biofiime mit Proteinase K inkubiert wurden. Wie
auch in dieser Arbeit konnte dabei eine vollstandige Auflésung der gebildeten
Biofilme festgestellt werden. Ebenfalls analog zu den Ergebnissen dieser Arbeit
bildeten sich unter anfanglicher Hinzugabe von Proteinase K zum Nahrmedium
keine Biofilme aus. Da auch extrazellulare DNA als mdgliche Biofilmkomponente
diskutiert wird (139), wurde getestet ob Biofilme der mgrA-Mutante nicht nur durch
Proteinase K, sondern auch durch DNAsel aufgelést werden koénnen.
Interessanterweise zeigte sich kein Einfluss von DNAsel auf praformierte
Biofiilme, die Hinzugabe des Enzyms zum Nahrmedium wahrend der
Biofilmbildung jedoch flhrte zu einem Biofilm-negativen Phanotyp. Hier ist es
letztlich gut vorstellbar, dass eDNA und Proteine in den frihen Phasen der
Biofilmentstehung eine Rolle spielen und mdglicherweise beide notwendig sind. In
den spateren Phasen scheinen dann Proteine eine zunehmend essentielle
Bedeutung zu haben. Zusammenfassend fand sich in dieser Studie bei fehlender
Aktivitat des mgrA-Systems ein Biofilm-positiver Phanotyp, der offensichtlich von
der Wirkung von Oberflachenproteinen, die durch die Sortase an die Zellwand

gebunden werden, abhangt. Da SasC ein solches Protein darstellt und durch das
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mgrA-System negativ reguliert wird, ist es gut vorstellbar, dass es entscheidend
zu der Entstehung dieser Biofilme beitragt.

In dieser Studie wurde weiterhin die Wechselwirkung von mgrA und agr
untersucht. In einer vorherigen Studie konnte eine positive Regulation von agr
durch das mgrA-System festgestellt werden. Trotonda et al. fanden, dass der
Biofilm-positive Phanotyp bei mgrA-Mutanten nur teilweise durch eine reduzierte
agr-Aktivitat vermittelt wird und von weiteren Faktoren abhangt. Dies lasst den
Schluss zu, dass mgrA und agr bezlglich ihrer regulativen Eigenschaften
komplementar agieren, und zwar in Richtung einer Unterdrickung der
Biofilmproduktion. Es ist scheint moglich, dass unterschiedliche Effektormolekile
dabei eine Rolle spielen. Als Modell vorstellbar ist daher, dass zur Biofilmbildung
nicht nur agr sondern auch mgrA reprimiert sein muss. Die mgrA-Repression flhrt
zu einer gesteigerten Produktion von Sortase-abhangigen Proteinen und diese
tragen zunachst zusammen mit eDNA zum Aufbau eines Biofilms bei. Damit
dieser nicht zeitgleich wieder aufgeldst wird, sorgt die unter anderem durch
fehlende mgrA-Aktivitat vermittelte agr-Repression flr fehlende Expression von
dispersionsfordernden Molekilen wie beispielsweise oben genannter Proteasen.
Damit ware gewahrleistet, dass die Proteine, die an der Zelloberflache fur eine
Zell-Zell-Bindung sorgen nicht sofort wieder abgebaut werden.

Diese Darstellung der beiden sowohl auf Biofilmformation als auch auf die sasC-
Genexpression Einfluss habenden Regulationssysteme arlRS und mgrA liefert
mdglicherweise einen guten Ansatzpunkt flr weitere experimentelle Arbeiten.
Nachfolgende Untersuchungen koénnten sich auf die regulatorischen
Zusammenhange verschiedener quorum-sensing-Systeme mit besonderer

Betonung auf eine differentielle Genexpression des sasC richten (vgl. 4.7).

4.7 Zusammenfassung und Ausblick

Das SasC Protein stellt angedeutet durch seinen immunisierenden Charakter,

welcher durch Produktion von Antikdrpern bei infizierten Patienten wahrend des
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Infektgeschehens gekennzeichnet ist (17, 181), sowie seiner nachgewiesenen
Virulenz in einem Sepsismodell (104) mdglicherweise einen wichtigen
Pathogenitatsfaktor in der Pathogenese von S. aureus-Infektionen dar. Durch
diese Arbeit konnte flr das vormals uncharakterisierte Oberflachenprotein eine
Funktion als Zell-Zell-Adhasion vermitteIndes Molekul gezeigt werden. Als Modell
wurde zunachst die Expression im apathogenen Stamm S. carnosus TM300
gewahlt. Dies ist moglicherweise als erster Schritt geeigneter als die Deletion des
Gens in virulenten und Biofilm-bildenden S. aureus-Stammen, da bezlglich der
Virulenz und insbesondere der Biofilmbildung mehrere Faktoren Uber
verschiedene Mechanismen in die gleiche Richtung wirken und das Fehlen eines
Virulenzfaktors durch das Wirken anderer kompensiert werden kann. Unter
bestimmten Umstanden koénnte daher trotz des Fehlens eines grundsatzlich
funktionellen Proteins in den zur Verfugung stehenden Modellen ein gleicher
Phanotyp resultieren. Nach der Identifizerung der Funktion der interzellularen
Bindung des SasC wurde als logische Folge eine mogliche Rolle bei der
Biofilmentstehung untersucht. Hier zeigte sich, dass der Biofilm-negative Stamm
S. carnosus TM300 nach Transformation mit sasC einen Biofilm-positven
Phanotyp hatte. In einer nachfolgenden Arbeit konnte auch fur die S. aureus-
Stamme SH1000 und 4047 nachgewiesen werden, dass die Biofilmbildung unter
bestimmten Umstanden deutlich verstarkt ist. Desweiteren war eine sasC-
Deletionsmutante signifikant weniger Biofilm-positiv (151). Die funktionelle
Doméane des SasC konnte dabei im Bereich des N-Terminus des Proteins
lokalisiert werden, beztglich des genauen molekularen Mechanismus sind aktuell
nur Hypothesen mdglich. Aufgrund des FIVAR-Motifs erscheint hier eine Bindung
an das Peptidoglykan oder Teichonsauren benachbarter Bakterien genauso wie
zusatzlich eine Bindung an PIA bei ica-abhangigen Biofilmen mdglich. Neben der
Erdérterung des genauen molekularen Mechanismus sollte sich nachfolgende
Forschung in erster Linie auf die Regulation der sasC-Expression konzentrieren,
um die Rolle wahrend der Biofilmentstehung auch im Vergleich zu anderen

Proteinfaktoren wie SasG, FnBP oder Protein A genauer zu verstehen. Bezlglich
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der Expression zeigte sich in der stationaren Phase planktonischer Bakterien
keine signifikante Transkription von sasC (151). Da die Expression jedoch in
Biofilmen eine deutlich andere ist und die Synthese des aufgrund seiner Grole
von 2186 Aminosauren sehr Stoffwechsel-intensiven SasC in dieser
Wachstumsform biologisch wenig Sinn machen wirde, waren bezlglich der
Expression und insbesondere seiner Regulation weitere Versuche sinnvoll.
Zunachst ware es wichtig zu prifen, ob das sasC-Gen in Biofilmen im Vergleich
zu planktonischem Wachstum vermehrt exprimiert wird. Da die Biofilmentstehung
dynamisch erfolgt und die Genexpression demnach wahrscheinlich standigen
Anderungen unterworfen ist, misste der Nachweis der Transkription des sasC
idealerweise nicht nur zu bestimmten Zeitpunkten erfolgen, sondern
kontinuierlich, um auch kurze Phasen der Transkription zu erfassen. Des
Weiteren ware es interessant, nicht nur eine auf diese Art und Weise erreichte
zeitliche Auflosung der Transkription sondern auch eine o6rtliche Auflésung zu
erreichen, da die Transkription von Biofilm-vermittelnden Faktoren sicher durch
das Mikromilieu beinflut wird und dieses im Biofilm nicht homogen ist, sondern
deutliche 6rtliche Unterschiede aufweist.

Das aktuell diesen Idealvorstellungen am nachsten kommende Modell
beschreiben unter anderem Yarwood et al. (187). Die Biofiimformation wird dabei
mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie unter Verwendung von
Propidiumjodid und fluoreszierenden Reportergenen verfolgt. Dadurch kann
sowohl die genaue raumliche Struktur des Biofiims Uber Messung der
Emissionswellenlange des zuvor erregten Propidiumjodids verfolgt werden, als
auch zeitgleich die Transkription eines gewlinschten Gens — in diesem Fall sasC -
Uber Messung der Emmissionswellenlange eines  fluoreszierenden
Reportergenprodukts (zum Beispiel gfp). Mit diesem Versuchsaufbau ware ein
Nachweis des sasC-Gentranskription maoglich, der nicht nur Informationen
daruber liefert, wann das sasC-Gen transkribiert wird, sondern auch in welcher
Lokalisation innerhalb des Biofilms. Durch die parallele Darstellung weiterer an

der Regulation (z.B. agr, arlRS, mgrA, sarA, sigB und weitere) oder direkt an
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Akkumulation (sasG, fnbp, spa, ica und weitere) beteiligter Gene uber
Konstruktion eines zweiten Reportersystems mit anderer Emmissionswellenlange,
kénnten nicht nur Fragen hinsichtlich der Regulation des sasC sondern auch im
Bezug auf Wechselwirkung mit anderen Biofilm-akkumulierenden Molekullen
beantwortet werden. Dies kdnnten helfen, die Rolle des SasC im Uberaus
komplexen und von vielen Faktoren beeinflussten Prozess der Biofilmentstehung

bei S. aureus noch genauer zu verstehen.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungen und MaReinheiten

Aaa Staphylococcus aureus autolysin

Aae Autolysin/adhesin

Abb. Abbildung

Agr accessory gene regulator

AlIP auto inducing peptide

APS Ammoniumpersulfat

AtIE AutolysinE

ATP Adenosintriphosphat

BHI Brain Heart Infusion

BSA Bovine serum albumin

C Celsius

CAMPs kationische antimikrobielle Substanzen
CHIPS chemotaxis inhibitory protein of staphylococci
DNA Desoxyribonukleinacid

dl Deziliter

Eap extracellular adherence protein

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

Fa. Firma

g Gramm

h hora (lat. Stunde)

HHWmM Hussain-Hastings-White modified medium
ica intercellular adhesion

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

kd Kilodalton

kb Kilobasenpaar
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LB

mM
mg

mi

Mg

i

min
Mio.
MRSA
MRSA
i

mi
NADPH
oD
ORF
PIA
PBS
PCR
PMN
PMMA
PNAG
PSM
REM
rpm
RNA
Sas
SarA
S. aureus

S. carnosus

lysogeny broth

molar, mol/l

milimolar, mmol/l

Milligramm

Milliliter

Mikrogramm

Mikroliter

Minuten

Millionen

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
Methicillin-sensible Staphylococcus aureus
Mikroliter

Milliliter
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
optische Dichte

open reading frame

Polysaccharide intercellular adhesin
phosphate buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion
polymorphkernige Granulozyten
Polymethylmethacrylat
Poly-N-acetylglucosamine

phenol-soluble modulins

konfokales Rasterelektronenmikroskop
rounds per minute

ribonukleinacid

Staphylococcus aureus surface
staphylococcal accessory regulator
Staphylococcus aureus

Staphylococcus carnosus
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S. epidermidis
SDS

SCVs

Tab.

TEMED

TSB

UN

Staphylococcus epidermidis
sodium dodecyl sulfate

small colony variants

Tabelle
N,N,N",N'-Tetramethylethylendiamin
Tryptic Soy Bouillon

Uber Nacht
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7.2 Tabellen

Senisibilitat Material Nummer sasC
MSSA Blutkultur d8330 positiv
MSSA Blutkultur k10426 positiv
MSSA Blutkultur k9891 positiv
MSSA Blutkultur k13843 positiv
MSSA Blutkultur k4732 positiv
MSSA Blutkultur a19024 positiv
MSSA Blutkultur k4050 positiv
MSSA Blutkultur k3516 positiv
MSSA Blutkultur k13737 positiv
MSSA Blutkultur k14155 positiv
MSSA Blutkultur k16290 positiv
MSSA Blutkultur k1341 positiv
MSSA Blutkultur k1373 positiv
MSSA Blutkultur k2259 positiv
MSSA Blutkultur k2479 positiv
MSSA Blutkultur k8751l positiv
MSSA Blutkultur k9521 positiv
MSSA Gewebe 14799 positiv
MSSA Gewebe OM184/1 positiv
MSSA Gewebe OM209/2 positiv
MSSA Gewebe 10304 positiv
MSSA Gewebe a22616 positiv
MSSA Gewebe OM372/1 positiv
MSSA Gewebe OM420/1 positiv
MSSA Gewebe OM299/1 positiv
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MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA

Abstrich
Abstrich
Abstrich
Abstrich
Abstrich
Abstrich
Punktat
Punktat
Punktat
Punktat

10768
a260271
10884
7645a
OM234
A22755
44509l
k8294
OM222/2
OM509/1

positiv
negativ
positiv
positiv
positiv
postiv
positiv
positiv
positiv

negativ

Tabelle 7-1 Vorkommen von sasC bei Methicillin-sensiblen S. aureus-lsolaten (MSSA)

Senisibilitat Material Nummer sasC

MRSA Blutkultur k15055 positiv
MRSA Blutkultur k1660 positiv
MRSA Blutkultur k17090 positiv
MRSA Blutkultur k2259 positiv
MRSA Blutkultur k5249 positiv
MRSA Blutkultur k13735 positiv
MRSA Blutkultur k7730 positiv
MRSA Blutkultur k15196 positiv
MRSA Blutkultur k17654 positiv
MRSA Blutkultur 12872 positiv
MRSA Blutkultur k10126 positiv
MRSA Blutkultur k6200 positiv
MRSA Blutkultur k7353 positiv
MRSA Blutkultur k767 positiv
MRSA Blutkultur k9831 positiv
MRSA Blutkultur k2713 positiv



Anhang Vi
MRSA Blutkultur k3402 positiv
MRSA Blutkultur k10484 positiv
MRSA Blutkultur k15379 positiv
MRSA Blutkultur k18554 positiv
MRSA Blutkultur k1539 positiv
MRSA Blutkultur 1334 positiv
MRSA Abstrich 10884 positiv
MRSA Abstrich a24695VII positiv
MRSA Katheter 15515 positiv
MRSA Katheter a22209 positiv
MRSA Katheter a25621 positiv
MRSA Katheter a17384 positiv
MRSA Katheter a18460 positiv
MRSA Katheter a20734 positiv
MRSA k. A. 17994 positiv

Tabelle 7-2 Vorkommen von sasC bei Methicillin-resistenten S. aureus-lsolaten (MRSA)
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