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Zusammenfassung 1

ZUSAMMENFASSUNG

Staphylococcus aureus stellt die Hauptursache oberflachlicher und tiefer Wund-
Infektionen dar. Dabei scheint der multifunktionelle Virulenzfaktor ,Extracellular
Adherence Protein® (Eap), welcher von allen getesteten S. aureus-Stdammen in
authentischen Wunden vermehrt exprimiert wird, von Bedeutung zu sein. Wir zeigen,
dass Eap entweder uber einen unbekannten Mechanismus von Keratinozyten
aufgenommen oder direkt von internalisierten Bakterien ins Cytosol abgegeben
werden kann, wodurch eine intrazellulare Interaktion mit Keratinozyten maoglich wird.
Eap tragt zur Entstehung nicht-heilender, chronischer Wunden bei, indem die
Inflammationsphase und Neovaskularisierung inhibiert werden. In dieser Arbeit
konnte zusatzlich eine negative Beeinflussung der Epithelisation in vitro festgestellt
werden: Proliferation und Migration von Keratinozyten wurden durch Eap gehemmt,
wohingegen eine Stimulation der Differenzierung stattfand. Diese Eap-Effekte
konnten aus einer intrazellularen Wechselwirkung mit der Ras/Raf/MEK/Erk1/2-
Signalkaskade resultieren. Daflir spricht die beobachtete Reduktion von aktiviertem
Erk1/2 nach Eap-Inkubation von Keratinozyten.

Des Weiteren wurden neue Erkenntnisse zur Aufnahme von S. aureus in
Keratinozyten gewonnen. Diese konnte unabhangig von Fibronektin-Bindeproteinen
(FnBPs) erfolgen und fand bevorzugt in proliferierenden, undifferenzierten
Keratinozyten statt. Zusatzlich war die Uberlebensfahigkeit in undifferenzierten Zellen
hoher als in Differenzierten. Aufgrund der bendtigten Aktivitat des Aktin-Zytoskeletts
und der Tyrosinkinasen, erfolgte die Invasion — wie auch in anderen eukaryotischen
Zellen — vermutlich durch Rezeptor-vermittelte Endozytose.

AulRerdem wurden einige neue Beobachtungen zur Rolle von Eap als Invasin
gemacht: wahrend in Keratinozyten zellwandgebundenes Eap keinen Einfluss hatte,
erhohte gelostes Eap die Invasionsrate von S.aureus und anderen an
polymikrobiellen Haut-Infektionen beteiligten Bakterien signifikant. Dabei scheint
nicht die verstarkte bakterielle Bindung an die eukaryotische Zelloberflache die
Ursache fiur diesen Effekt zu sein, sondern die intrazellulare Beeinflussung der an der
Aufnahme beteiligten Prozesse, welche mdglicherweise durch Phosphorylierung von
Eap erfolgte. Folglich spielt sekretiertes Eap vermutlich eine bedeutende Rolle bei
der Invasion von Keratinozyten und damit bei der Etablierung einer persistierend-

rezidivierenden Infektion.
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SUMMARY

Staphylococcus aureus is the major reason for superficial and deep skin infections.
Here the multifunctional virulence factor extracellular adherence protein (Eap) seems
to be of importance and was found to be upregulated by all tested S. aureus strains
in authentic wounds. We show that an intracellular interaction with keratinocytes
becomes possible after either assimilation of Eap by keratinocytes via a yet unknown
mechanism or via direct secretion into the cytosol by internalized bacteria.

Eap contributes to the development of non-healing, chronic wounds by inhibition of
the inflammatory phase and neovascularization. In this work, an additional negative
effect on the epithelialization was observed in vitro: proliferation and migration of
keratinocytes were inhibited by Eap, whereas stimulation of differentiation by Eap
took place. These Eap effects could result from an intracellular interaction with
Ras/Raf/MEK/Erk1/2-signaling which was supported by the observed reduction of
activated Erk1/2 after incubation of keratinocytes with Eap.

Furthermore, new insights in the invasion-mechanism of S. aureus into keratinocytes
were provided. Uptake was independent of fibronectin-binding proteins (FnBPs) and
took place preferably in proliferating, undifferentiated keratinocytes. In addition, the
survival in undifferentiated keratinocytes was higher than in differentiated cells. Due
to the required activity of actin cytoskeleton and tyrosine kinases, the invasion was
probably conveyed by receptor-mediated endocytosis in keratinocytes. This
mechanism was already shown to mediate uptake of S. aureus in other eukaryotic
cells.

In addition, some new observations on the role of Eap as an invasin were made:
while cell wall-bound Eap had no effect on keratinocytes, dissolved Eap significantly
increased the invasion of S. aureus and other bacteria frequently found in
polymicrobial skin-infections. The increased bacterial binding to the eukaryotic cell
surface seemed not to be the cause of this effect, whereas intracellular uptake-
processes appeared to be involved. This was possibly mediated by phosphorylation
of Eap. Therefore, secreted Eap appears to be of importance for the invasion of
keratinocytes and thus might contribute to the establishment of a persistent-recurrent

infection.
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1. EINLEITUNG

1.1 Staphylococcus aureus

Als Rosenbach 1884 Staphylococcus aureus (SA) erstmals unter seinem
wissenschaftlichen Namen beschrieb, war nicht abzusehen, dass dieser
Mikroorganismus heute die Hauptursache oberflachlicher und tiefer Wund-
Infektionen darstellen wirde (Bunikowski et al., 2000, Grimble et al., 2001, Kalmeijer
et al., 2000, Madsen et al., 1996). Um diese Infektionen besser behandeln zu
konnen, ist es notwendig die beteiligten Prozesse zu verstehen. Ein Uberblick tiber
den momentanen Wissensstand wird in der Einleitung gegeben, bevor im Ergebnis-
und Diskussionsteil die Rolle des extrazellularen Adharenzproteins (Eap) néher

untersucht wird.

Abb. 1-1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von S. aureus auf einem
Membranfilter (Nachdruck aus Hartmann et al., 2010).

Das gram-positive Bakterium S. aureus wird nach aktuellen chemo- und
molekulartaxonomischen  Untersuchungen zusammen mit 38  anderen
Staphylokokken-Arten der neugegrindeten Familie der Staphylococcaceae
zugeordnet. Die fakultativ anaerob wachsenden, ca. 1 um grofRen, kugelférmigen
Bakterien sind unbeweglich und nicht sporulierend (Abb. 1-1). Die Teilung findet in
mehreren Ebenen statt, daraus resultiert die charakteristische Anordnung in
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weintraubenahnlichen Haufen, neben denen auch Tetraeder, Paare oder einzelne
Bakterien auftreten konnen. Aufgrund dieser Eigenschaft und der goldgelben
Pigmentierung ihrer Kolonien, ergab sich der wissenschaftliche Name (staphyle
[griech.]: Traube; kokkos [griech.]: Korn; aureus [lat.]: golden) (Brenner et al., 2005,
Vos et al., 2009). Im Gegensatz zu Streptokokken bilden Staphylokokken Katalase,
welche zu deren Nachweis genutzt werden kann. Anhand der Koagulase-Reaktion,
bei der getestet wird, ob die Gerinnung von Fibrinogen induziert wird, kann des
Weiteren zwischen Koagulase-positiven und Koagulase-negativen Staphylokokken
unterschieden werden. Staphylococcus aureus ist mit seiner grof3en
pathogenetischen Vielseitigkeit der einzige klinisch relevante Vertreter der ersten
Gruppe, wohingegen Vertreter der zweiten Gruppe — wie S. epidermidis und

S. lugdenensis — weniger virulent sind (Lowy, 1998).

1.1.1 Infektionen mit S. aureus

S. aureus ist eine der Hauptursachen fur nosokomiale (HA, hospital-acquired)
Infektionen und in der Bevolkerung erworbene (CA, community-acquired)
Bakteriamien (Diekema et al., 2001). Dabei reicht das breite Spektrum der
Krankheitsbilder von lokalen Wundinfektionen, Furunkeln, Pyodermien, tiefen, oft
abszedierenden Weichteilprozessen bis hin zu lebensbedrohlichen Infektionen wie
Osteomyelitis, Pneumonien, Endokarditis oder Sepsis (Lowy, 1998). Neben solchen
pyogenen Infektionen kdnnen toxinvermittelte Syndrome wie beispielsweise das
Toxic-Shock-Syndrom (Toxic-Shock-Syndrom-Toxin-1) oder das Staphylococcal
Scalded Skin Syndrom (Exfoliativtoxine) (Lowy, 1998) auftreten. Aber auch
Staphylokokken-Lebensmittelintoxikationen, die weltweit eine der haufigsten
Ursachen lebensmittelbedingter Erkrankungen darstellen, koénnen durch mit
Enterotoxinen kontaminierte Nahrung verursacht werden (Le Loir et al., 2003).
Trotzdem ist die Haut bzw. Schleimhaut von 27 Prozent der gesunden Bevdlkerung
standig und von 20 Prozent vortbergehend mit S. aureus kolonisiert, was in der
Regel unbemerkt bleibt (Wertheim et al.,, 2005). Dabei wird — bis auf wenige
Ausnahmen — der Nasenvorhof besiedelt (Kluytmans et al., 1997). Daneben kann
das Bakterium vor allem im Pharynx, in der Vagina und auf der Haut von Achseln,
Perineum, Handen und Unterarmen nachgewiesen werden (Lowy, 1998, Wertheim et
al., 2005).
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Eine Reihe von Studien zeigt, dass die nasale Besiedlung mit S. aureus ein erhohtes
Risiko fir eine nachfolgende Staphylokokken-Infektion darstellt (Desai et al., 2003,
Kalmeijer et al., 2000, Kluytmans et al., 1995, Safdar und Bradley, 2008, Wertheim et
al., 2005). 2001 wiesen von Eiff et al.. (von Eiff et al., 2001) in einer multizentrischen
Studie erstmals systematisch und mit modernen molekularen Methoden nach, dass
mindestens 50 Prozent aller Patienten mit einer S. aureus-Bakteridmie zuvor mit
einem klonal identischen Stamm im Nasenvorhof besiedelt waren. Neben diesen
endogenen Infektionen, spielen — vor allem beim nichtkolonisierten Teil der
Bevolkerung — exogene Infektionswege eine Rolle. Keime konnen durch
Pflegepersonal oder Arzte von einer Person auf andere Ubertragen werden.
Patienten in Krankenhdusern besitzen zudem ein erhdhtes Risiko fur beide
Infektionswege, da ihr Immunsystem meist geschwacht ist und Einschréankungen der
Immunabwehr die Invasion und Ausbreitung des Erregers begiunstigen. Zudem wird
das Eindringen von S. aureus in den Wirt durch geschadigte Haut, welche z.B. bei
einer postoperativen Wunde vorhanden ist, oder durch Fremdkdrperinfektionen
erleichtert (Luzar et al., 1990). AnschlieBend kann S. aureus im Wirt eine lokal-
oberflachliche, eine tief-invasive oder eine systemische Infektion hervorrufen (Lowy,
1998).

Ein immer gro3er werdendes Problem stellt das kontinuierliche und zunehmende
Auftreten von Antibiotika-Resistenzen dar. In den letzten Dekaden entwickelte
S. aureus vermehrt resistente Stdmme, wie die erstmals Mitte der 1940er Jahre
beschriebenen Penicillin-resistenten Stamme (Barber und Rozwadowska-Dowzenko,
1948) oder die ab 1961 beschriebenen Methicillin- bzw. Oxacillin-resistenten Stamme
(MRSA bzw. ORSA) (Jevons et al.,, 1963). Das Ausmal} dieser Problematik wird
daran deutlich, dass in den USA MRSA-Stdmme fir 59 % (MSSA 16 %) aller Haut-
und Weichgewebsinfektionen verantwortlich sind (Talan et al., 2011), und, dass
invasive MRSA-Infektionen eine hohe Mortalitatsrate aufweisen (Klevens et al.,
2007).

Folglich bleibt S. aureus mit seiner pathogenetischen Vielseitigkeit trotz einer Reihe
sehr wirksamer Medikamente einer der wichtigsten und vielseitigsten Erreger in der
klinischen Medizin (Lowy, 1998).
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1.1.2 Virulenzfaktoren von S. aureus

Die Pathogenitat von S. aureus wird durch die Expression eines grof3en Arsenals
verschiedenster Virulenzfaktoren hervorgerufen. Diese sind entweder an die
Bakterienoberflache gebunden oder werden sekretiert. Zu den vielfaltigen Funktionen
dieser Proteine z&hlen beispielsweise Schutz vor dem Immunsystem, Adhasion an
Wirtsgewebe, Invasion in Wirtszellen, oder Akquirierung bestimmter Wirtsfaktoren als
Nahrungsquelle (Hecker et al., 2010). Die Polysaccharid-Kapsel wirkt beispielsweise
anti-phagozytotisch. Zytolytische Toxine und Gewebe auflésende Enzyme werden
sekretiert, wodurch unter anderem Nahrstoffe freigesetzt werden. Interaktionen mit
Wirtszellen und der extrazellularen Matrix werden von  zahlreichen
Adhasionsproteinen vermittelt, wobei an Peptidoglykan der bakteriellen Oberflache
gebundene Adhasionsproteine (microbial surface components recognizing adhesive
matrix molecules, MSCRAMMSs) von den sekretierten Adhasionsproteinen
(secretable expanded repertoire adhesive molecules, SERAMs) unterschieden
werden. Eap gehdrt zur Gruppe der Letzteren und wird im Kapitel 1.2 ausfihrlich
beschrieben. Mehrere Virulenzfaktoren beeinflussen des Weiteren die Immunantwort.
Beispiesweise werden sowohl antimikrobielle Peptide, als auch das
Komplementsystem und die Rekrutierung bzw. Aktivierung von Phagozyten inhibiert,
wohingegen Superantigene die Freisetzung von pro-inflammatorischen Cytokinen
verursachen konnen (Chavakis et al., 2007). Die einzelnen Virulenzfaktoren wurden
von Chavakis und Kollegen ausfihrlich beschrieben (Chavakis et al., 2007). Eine

Ubersicht der verschiedenen Gruppen mit einzelnen Vertretern ist in Tabelle 1-1

dargestellt.
Virulenz-faktor | Abk. Funktion Auswirkungen Referenz
extrazellulare Enzyme
Katalase CatA inaktiviert freies an Survival, Persistenz und (Cosgrove et al.,
Wasserstoffperoxid nasaler Kolonisation beteiligt 2007)
Thioredoxin - inaktiviert ROS _ermoglicht intrazellulares (Roos et al.,
Uberleben nach Phagozytose 2007)
O-Acetyl- OatA O-Acetylierung von Resistenz gegen Lysozym (Bera et al., 2005)
transferase Peptidoglykan
Staphylokinase Sak aktiviert Plasminogen anti-Defensin, spaltet (Jin et al., 2004)
Komplement-Faktoren
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Virulenz-faktor | Abk. Funktion Auswirkungen Referenz
Toxine
a-Toxin Hla bildet Poren in Erythrozyten cytotoxisch fur Erythrozyten (Fournier und
und Monozyten und Monozyten Philpott, 2005)
B-Hamolysin Hib lysiert Leukozyten durch cytotoxisch fur Leukozyten (Dinges et al.,
Porenbildung 2000)
Panton-Valentin- PVL lysiert Leukozyten durch cytotoxisch fur Leukozyten, an | (Labandeira-Rey
Leukozidin Porenbildung bzw. induziert der Entstehung et al., 2007)
deren Apoptose, verursacht nekrotisierender Haut- und
Expressionsanderung von Lungenentziindungen beteiligt
bakteriellen Proteinen
Superantigene SE bindet an den MHCII und Zytokin-Ausschittung, Toxic- (Thomas et al.,
(z.B. Toxic- (TSS den T-Zellrezeptor und Schock-Syndrom 2007)
Schock-Syndrom- | T-1) aktiviert dadurch T-Zellen
Toxinl)
an Peptidoglykan gebundene Adhéasionsproteine (MSCRAMMS)
Fibronektin- FnBP bindet Fibronektin, Aufnahme von S. aureus (Clarke und
Bindeprotein A Aund | Fibrinogen und andere ECM durch nicht-professionelle Foster, 2006)
und B B Proteine Phagozyten; aktiviert
Endothelzellen
Clumping factor A | CIfA bindet Fibrinogen und Fibrin anti-phagozytotisch (Clarke und Foster,
2006)
Clumping factor B | CIfB bindet Fibrinogen Interaktion mit epithelialen (Clarke und Foster,
Zellen; Kolonisation von 2006)
Gewebe
Protein A - bindet an den Fc-Teil von verhindert Opsonisierung; anti- (Fournier und
IgGs, von Willebrand Faktor phagozytotisch; beeinflusst Philpott, 2005)
und TNFR1 TNF signaling
sekretierte Adhasionsproteine (SERAMS)
Extrazellulares Eap bindet an Komponenten der Anti-inflammatorische und (Athanasopoulos et
Adhéarenz-protein ECM und an ICAM-1 anti-angiogene Effekte; al., 2006, Haggar et
Adhasion an und Aufnahme in | g/, 2004, Harraghy
nicht-professionelle et al., 2003)
Phagozyten
Coagulase Coa aktiviert Prothrombin bildet mit Prothrombin einen (Panizzi et al.,
Komplex, der Fibrinogen zu 2006)
Fibrin umwandelt
ECM bindendes Emp bindet an Komponenten der unbekannt (Hussain et al.,
Protein ECM 2001b)
Extrazellulares Efb bindet Fibrinogen und inhibiert Komplementsystem, (Rooijakkers und
Fibrinogen Komplement-Faktoren C3b blockiert Opsono- van Strijp, 2007,
bindendes Protein und C3d phagozytose, bindet an Shannon et al.,
Blutplattchen und inhibiert 2005)
Fibrinogen-abhéngige
Aggregation
anti-inflammatorische Peptide
Chemotaxis CHIP bindet an C5aR blockiert Chemotaxis (de Haas et al.,
inhibitory protein S 2004)
of SA
Staphylococcal SCIN | stabilisiert C2a-C4b und Bb- inhibert das (Rooijakkers et
complement C3b Konvertase Komplementsystem al., 2005)
inhibitor
bakterielle Oberflache
Capsular CPS | inhibiert Bindung von C3b an anti-phagozytotischer Effekt (Cunnion et al.,
polysaccharide 1 SA und Funktionen von C3b 2003)
type 1
Teichonsauren LTA, binden TLR2, an Adhésion Sekretion von Zytokinen, an (Fournier und
der Zellwand WTA | und Internalisierung beteiligt Kolonisation beteiligt Philpott, 2005)

Tabelle 1-1: Ubersicht uber die verschiedenen Gruppen der Virulenzfaktoren von
Staphylococcus aureus. Reprasentative Vertreter jeder Gruppe sind genannt (erstellt nach

Chavakis et al., 2007).
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1.2. Eap (extrazellulares Adhéarenzprotein)

Eap gehort zur Gruppe der sekretierten Adhasionsproteine (SERAM) und wurde
Anfang der 90er Jahre von mehreren Arbeitsgruppen unabhéngig voneinander
beschrieben. Youssif et al.. fanden 1991 ein kationisches Protein, das eine hohe
Affinitat zur glomeruldren Basalmembran von Ratten aufwies, und nannten es
aufgrund seiner GroRRe von 70 kDa p70 (Youssif et al., 1991). 1992 beschrieben
Bodén und Flock ein Fibrinogen-bindendes Protein (Boden und Flock, 1992) und
1993 McGavin et al.. ein 60 bzw. 72 kDa grof3es Oberflachenprotein, welches an
verschiedene Glykoproteine der extrazellularen Matrix (ECM) band (McGavin et al.,
1993). Dieses 72 kDa Protein wurde spater von Jonsson et al.. chrakterisiert und
aufgrund der hohen Ahnlichkeit einer Subdoméane mit der N-terminalen B-Kette von
MHC Il Molekulen ,MHC class Il analogous protein“ (Map) genannt (Jonsson et al.,
1995). Palma et al. studierten 1999 das von Bodén und McGavin beschriebene
Protein, bestétigten die vielfaltigen Bindungseigenschaften an Komponenten der
ECM und nannten es dementsprechend Eap (extracellular adherence protein)
(Palma et al., 1999). Schlief3lich zeigten Hussain und Kollegen, dass p70, Map und
Eap Analoge des gleichen Proteins sind, welches den Namen Eap behielt (Hussain
et al., 200la). Die beobachteten GroRRenunterschiede resultierten aus der
unterschiedlichen Anzahl an Eap-Domanen und im Fall von Map aus einer Mutation,
die den friihzeitigen Abbruch der Translation zur Folge hatte. 97,9 % aller getesteten
S. aureus Isolate produzieren Eap, aber keine der untersuchten anderen
Staphylokokken-Spezies (Hussain et al., 2001a).

Die Expression von Eap wird vom sae 2-Komponenten-System reguliert und ist in
vitro je nach Kaultivierungsbedingung in der spéat-exponentiellen (Harraghy et al.,
2005) oder stationaren Phase (Joost et al., 2009) maximal. Obwohl Eap kein LPXTG-
Motiv enthélt, werden 30 % des sekretierten Proteins an die bakterielle Oberflache
zuriickgebunden (Mazmanian et al.,, 1999, Palma et al., 1999). Als mdgliche
Bindungspartner wurden die Neutrale Phosphatase (Flock und Flock, 2001) und zwei
weitere S. aureus Oberflachenproteine (Kreikemeyer et al., 2002) identifiziert. Des
Weiteren ist Eap in der Lage an sich selbst zu binden, diese Eigenschaft hat die
Bildung von multimeren Aggregaten, die Agglutination der Bakterien und Eap-Eap

Interaktionen zwischen oberflachengebundenem und an die ECM gebundenem Eap
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zur Folge (Palma et al.,, 1999). Diese Interaktionen sind auch in eap defizienten
Stammen vorhanden, da die Bindung von Eap an die bakterielle Oberflache
unabhangig von der endogenen Eap-Produktion stattfindet (Hussain et al., 2002). Ob
Eap indirekt Uber Komponenten der ECM an eukaryotische Zellen bindet, oder, ob
ein spezieller Eap-Rezeptor existiert, ist zurzeit noch unbekannt (Fraunholz und
Sinha, 2012), es wurde jedoch eine Interaktion mit ICAM-1beschrieben, welche die
Leukozyten-Adhasion an Endothelzellen und damit die Leukodiapedese inhibiert
(genauerin 1.2.2.2) (Chavakis et al., 2002).

1.2.1 Aufbau

Eap besitzt einen modularen Aufbau aus einzelnen Eap-Domé&nen, woraus die
Grol3e von 60-72 kDa resultiert. Jede Eap-Doméane besteht aus ca. 110 Aminoséauren
(AS) und enthélt eine Subdoméne von 31 AS, welche homolog zur N-terminalen [3-
Kette von MHC Il ist (Jonsson et al., 1995, McGavin et al., 1993).

A)
1 2 3 4 5

v-s [u PR BT coon

B)

Abb. 1-3: Aufbau von Eap. In (A) ist die schematische Darstellung des modularen Aufbaus
von Eap aus einzelnen Eap-Domanen dargestellt. Eap enthalt eine Signalsequenz (S) aus
30 Aminoséauren (AS), auf welche eine 19 AS-Sequenz (U) folgt. Daran schliel3en sich 4-6
Wiederholungen der Eap-Domane an. Jede Eap-Doméane besteht aus ca. 110 AS und
enthalt eine Subdoméne von 31 AS (dunkelblau), welche homolog zur N-terminalen 3-Kette
von MHC Il ist (nach Jonsson et al. (1995) erstellt). B: Dreidimensionale Kristallstruktur einer
einzelnen Eap-Doméane des Mu50-Eap (Nachdruck aus Geisbrecht et al., 2005). Eine
alternative Ansicht der Struktur ist nach Drehung um 90° gegen den Uhrzeigersinn auf der
rechten Seite abgebildet. Charakteristisch ist die vierfach gedrehte o-Helix (griin), welche
diagonal Gber einem flinfstr&ngigen, gemischten p-Faltblatt liegt (blau).
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Eap enthalt auRerdem eine 30 AS lange Signalsequenz (S), auf die eine Sequenz
von 19 AS (U) folgt. Daran schlieRen sich stammabhangig drei bis sechs
Wiederholungen der Eap-Domane an (Abb. 1-3 A). Die Analyse der
dreidimensionalen Kiristallstruktur einzelner Eap-Doménen zeigt eine vierfach
gedrehte a-Helix, welche diagonal Uber einem funfstrangigen, gemischten p-Faltblatt
liegt (Geisbrecht et al., 2005) (Abb. 1-3 B).

1.2.2 Funktionen
1.2.2.1 Eap als Adhasionsprotein

Eap besitzt der Funktion als Adhasionsprotein entsprechend ein breites
Bindungsspektrum. Neben der bereits erlauterten Bindung an verschiedene
Oberflachenproteine von S. aureus und der Bindung an sich selbst, konnte eine
Bindung an sieben Plasmaproteine und Komponenten der extrazellularen Matrix
festgestellt werden (Palma et al., 1999). Dazu zahlen Fibronektin, die a-Kette von
Fibrinogen, Prothrombin, Kollagen und Vitronektin. Bei der Bindung an Vitronektin ist
eine spezifische Protein-Protein Interaktion beteiligt (Jonsson et al.,, 1995).
Unterschiede bestehen hinsichtlich der Bindung an die verschiedenen Kollagen-
Typen. Eap bindet an die monomolekulare Form von Kollagen [, nicht aber an die
von Kollagen Il oder an Kollagen | - Fibrillen. Im Gegensatz dazu bindet es an in
Mikrofibrillen enthaltenes Kollagen VI und an mit der Basalmembran assoziiertes
Kollagen IV (Hansen et al., 2006).

Da S. aureus eine Reihe von Adhasinen mit tUberlappenden Bindungseigenschaften
produziert, weisen eap-Mutanten keine verminderte Bindung an Fibronektin,
Fibrinogen (Chavakis et al.,, 2002, Hussain et al., 2002) oder Vitronektin auf
(Kreikemeyer et al., 2002).

Die Rolle von Eap bei der Adhasion an eukaryotische Zellen wird im Kapitel 1.3.3

erlautert.

1.2.2.2 Eap als Virulenzfaktor

Im Folgenden wird erlautert wie Eap mit einigen seiner zahlreichen Eigenschaften zur
Pathogenitat von S. aureus beitragt.

Aufgrund der Fahigkeit sowohl an die bakterielle Oberflaiche, als auch an
Komponenten der extrazellularen Matrix zu binden, wird die Adhasion von S. aureus

an eukaryotische Zellen erhoht (Haggar et al., 2003). Durch die daran anschlie3ende
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Internalisierung werden die Bakterien vor dem Immunsystem geschuitzt. Dieser
Vorgang wird im Kapitel 1.3. ndher erlautert.

Chavakis und Kollegen beobachteten in vitro eine Interaktion zwischen Eap und
ICAM-1. Durch die Bindung von Eap an ICAM-1 wird die Adhasion von Leukozyten
an endotheliale Zellen und folglich die Leukodiapedese aus dem Blutstrom ins
entziindete Gewebe verhindert (Chavakis et al., 2002, Haggar et al., 2004). Die
Hemmung der ICAM-1 abhéangigen transendothelialen Migration von Neutrophilen
hat eine Reduzierung der pro-inflammatorischen NFkB (nuclear factor kB) Antwort
zur Folge, was wiederum die Expression von TF (tissue factor) erniedrigt und damit
anti-inflammatorisch wirkt (Athanasopoulos et al., 2006).

Die immunomodulatorischen Eigenschaften von Eap werden des Weiteren daran
deutlich, dass geringe Mengen von Eap (bis zu 9 pg/ml) die Proliferation von T-Zellen
anregen, wohingegen gréf3ere Mengen die Proliferation nicht nur inhibieren, sondern
auch zur Apoptose von B- und T-Zellen fuhren, was in chronischen Krankheiten wie
Arthritis, Osteomyelitis und Abszessbildung resultieren kann (Haggar et al., 2005,
Lee et al., 2002). AuRerdem wird die Zell-vermittelte Th1-Immunantwort, die bei der
Eliminierung von S. aureus von grol3erer Bedeutung als die humorale Th2-
Immunantwort ist (Guillen et al., 2002), durch Eap gehemmt (Lee et al., 2002). Da
Interleukin-4 die Differenzierung von T-Zellen in Th2-Zellen induziert, wird die
Immunantwort zusatzlich aufgrund einer erhéhten Interleukin-4 Synthese in PBMCs
in Richtung einer Th2-Antwort moduliert (Jahreis et al., 2000). Eine reduzierte Thl-
Immunantwort hat eine geringere phagozytotische Aktivitat zur Folge, was in einer
unvolistandigen Elemination von S. aureus resultieren kann. Das Ausmal3 der anti-
inflammatorischen Eigenschaften von Eap wurde in vivo anhand der Inhibition der
experimentellen Autoimmun-Encephalomyelitis (EAE) in Mausen demonstriert. EAE
stellt das Tiermodell fir multiple Sklerose dar und ist dementsprechend durch
Demyelinisierung des zentralen Nervensystems aufgrund von autoreaktiven T-Zellen
gekennzeichnet. Die Infiltration dieser T-Zellen wurde durch Eap soweit reduziert,
dass EAE unterdriickt werden konnte (Xie et al., 2006). Des Weiteren konnte Eap
Schuppenflechte (Psoriasis) in vivo durch Inhibition der T-Zell-Extravasation in die
entziindete Haut verhindern (Wang et al., 2010).

Eap wirkt nicht nur anti-inflammatorisch, sondern auch pro-inflammatorisch. Die
Sekretion der pro-inflammatorischen Cytokine Interleukin 6 und TNF-o (tumor

necrosis factor o) wird in CD14-positiven Leukozyten (Monozyten und Makrophagen)
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von Eap induziert (Scriba et al., 2008). Des Weiteren konnte in vitro eine Zeit- und
Konzentrations-abhéangige Zunahme der IgM, 1gG und Interleukin 2 Synthese in
PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) beobachtet werden. Jedoch scheint
Eap B-Zellen nicht direkt zu aktivieren, da angereicherte B-Zellen nach Eap-
Stimulation keine Antikorper bildeten (Jahreis et al.,, 1995). Die Bildung von
Antikdrpern gegen Eap, konnte in vivo bestétigt werden, indem die Antikorper-Titer
von gesunden Personen mit denen von S. aureus-infizierten Personen verglichen
wurden. Alle Proben enthielten Antikérper gegen Eap, aber ein signifikant hoherer
Titer war sowohl bei infizierten Personen im Vergleich zu Gesunden, als auch bei
Personen mit schweren bzw. tiefen Infektionen im Vergleich zu Personen mit leichten
bzw. oberflachlichen Infektionen vorhanden (Joost et al.,, 2011). Das deutet darauf
hin, dass Eap bei schweren und tiefen Infektionen eine gréRere Rolle spielt als bei
leichten oder oberflachlichen Infektionen.

Untersuchungen zur Abzessbildung bestatigen in vivo den Einfluss von Eap auf die
Pathogenitat von S. aureus, obwohl die Beobachtungen dazu in verschiedenen
Arbeitsgruppen variierten, was vermutlich aus der unterschiedlich langen
Inkubationszeit und aus Stamm-Unterschieden resultierte. Mause, die mit einem
Eap-positiven (Eap’) oder einem Eap-negativen (Eap) Stamm infiziert wurden,
zeigten in den ersten Stadien der Infektion &hnliche Gewichtsverluste und
Keimbelastung. Drei Wochen nach Beginn der Infektion besafl3en nur mit Eap
infizierte Mause wieder das urspringliche Gewicht. Nach acht Wochen war die
Abszess-Bildung in den Nieren dieser Mause 25-fach reduziert und das Herz frei von
Abszessen. Im Gegensatz dazu wiesen 57 % der mit Eap® infizierten Ma&use
Abszesse im Herzen auf (Lee et al., 2002). Chavakis und Kollegen konten 5 Tage
nach der Infektion in einem anderen experimentellen Modell weder einen
Unterschied bei der Abszess-Grol3e, noch bei der Keimbelastung der Niere
feststellen (Chavakis et al., 2002). Die Arbeitsgruppe von Cheng konnte 5 und 15
Tage nach der Infektion mit Eap™ und Eap” Stimmen ebenfalls keinen Unterschied in
der Abszess-Bildung feststellen, aber sie beobachteten eine hthere Keimbelastung
in mit Eap” infizierten Mausen. Passive Immunisierung der Mause mit anti-Eap-
Antikorpern resultierte auflerdem in einer reduzierten Abszess-Bildung und
geringeren Keimbelastung (Cheng et al., 2009). Zusammengefasst scheinen Eap

Stamme nicht in der Lage zu sein erfolgreich zu persistieren, was bedeutet, dass Eap
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bei der Abszess-Bildung einen Einfluss auf die Langzeit, nicht aber auf die Kurzzeit-
Infektion besitzt (Cheng et al., 2011).

1.3. Internalisierung von Staphylokokken

1.3.1 Bedeutung der Internalisierung

Eine Internalisierung durch Wirtszellen beeinflusst die Pathogenese von
Staphylokokken-Infektionen auf mehrfache Art und Weise. So wird angenommen,
dass die Bakterien einerseits durch die intrazellulare Lokalisation vor Antibiotika-
Behandlung und koérpereigener Immunabwehr geschitzt sind, was in persistierenden
und rezidivierenden Infektionen resultieren kann. Andererseits stellt die
Internalisierung den ersten Schritt einer Transzytose dar, welche - neben
parazellularer Translokation oder Zellschadigung - die Passage von epithelialen bzw.
endothelialen Barrieren und damit die Infektion von tiefergelegenem Gewebe
ermdglicht. AnschlieRend ist eine Ausbreitung des Erregers im Wirt maoglich.
(Clement et al., 2005, Garzoni und Kelley, 2009, Plouin-Gaudon et al., 2006, Sendi
und Proctor, 2009, Wesson et al., 1998, Zautner et al., 2010).

Dementsprechend konnte die Invasion und Persistenz von S. aureus in einer Reihe
von nichtprofessionellen Phagozyten wie Fibroblasten, Osteoblasten und
verschiedenen endothelialen und epithelialen Zellen in vitro nachgewiesen werden
(Almeida et al., 1996, Bayles et al., 1998, Bost et al., 1999, Ellington et al., 1999,
Deitch et al., 1995, Jevon et al., 1999). Des Weiteren wurde die intrazellulare
Lokalisation als Reservoir fur persistierende Infektionen in von Patienten
stammenden Geweben in vivo bestétigt (Clement et al., 2005, Garzoni und Kelley,
2009, Plouin-Gaudon et al., 2006, Zautner et al., 2010).

In diesem Zusammenhang ist eine phanotypische Variante von S. aureus, die wegen
ihres reduzierten Wachstums auf festen Nahrmedien ,Small Colony Variants“ (SCV)
genannt wird, von besonderer Bedeutung. Persistierende und rezividierende
Infektionen werden haufig auf diesen durch reduzierten Metabolismus
gekennzeichneten, langsam wachsenden, in der Regel nicht-pigmentierten und nicht-
hamolytischen Phanotyp zurtickgefihrt. Die Ursache fir diesen SCV-Morphotyp sind
aus Mutationen resultierende einfache oder multiple Auxotrophismen (Melter und

Radojevic, 2010, Sendi und Proctor, 2009). Die intrazellulare Persistenz wird durch
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eine niedrige Expression von a-Toxinen und Proteinasen, welche normalerweise zu
Entztindungsreaktionen und Gewebszerstérung beitragen, begunstigt (Tuchscherr et
al., 2010). Der SCV-Phéanotyp ist nicht stabil, folglich kann der virulente Wildtyp aus
den intrazellular persistierenden Bakterien entstehen und eine Infektion auslosen.
Damit scheint der bakterielle Phanotyp-Wechsel ein integraler Bestandteil des
Infektionsprozesses zu sein, der es S. aureus erlaubt in Wirtszellen ein Reservoir fur

persistierend rezidivierende Infektionen zu bilden (Tuchscherr et al., 2011).

1.3.2 Mechanismus der Internalisierung

Voraussetzung dafur, dass sich eine Infektion etablieren kann, ist die Adh&sion der
Bakterien an das Wirtsgewebe. Diese erfolgt mit Hilfe spezieller
Oberflachenmolekiile, den sogenannten Adhéasinen, bei denen an Peptidoglykan der
bakteriellen Oberflache gebundene Adhasionsproteine (microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules, MSCRAMMS) (Nitsche-Schmitz
et al.,, 2007) von den sekretierten Adhasionsproteinen (secretable expanded
repertoire adhesive molecules, SERAMs) (Chavakis et al., 2005) unterschieden
werden. In Tabelle 1-1 wurden bereits einige Vertreter beider Klassen vorgestellt.
Neben diesen Proteinen sind auch Wandteichonséauren (WTA) fur eine erfolgreiche
Kolonisation von Bedeutung (Weidenmaier et al., 2004, Weidenmaier et al., 2005),
wobei ein Scavenger-Rezeptor als Bindungspartner in Frage kommt (Weidenmaier et
al., 2008). Trotz der groRen Anzahl verschiedener Adhasine zeigen die
Untersuchungen der letzten Jahre, dass die Fibronektin-Bindeproteine A und B
(FnBPA, FnBPB) die bedeutendsten Adhasionsfaktoren von S. aureus darstellen
(Edwards et al., 2011, Dziewanowska et al., 1999, Fowler et al., 2000, Jevon et al.,
1999, Lammers et al., 1999, Sinha et al., 1999, Sinha und Fraunholz, 2010). FnBPs
binden Fibronektin am N-Terminus in einiger Entfernung vom Arginin-Glycin-
Asparaginsaure-Motiv  (RGD-Motiv), welches wiederum von o5p1-Integrinen
gebunden wird. Aufgrund dieser beidseitigen Bindung fungiert Fibronektin als Briicke
zwischen Bakterium und Wirtszelle (Dziewanowska et al., 1999, Fowler et al., 2000,
Sinha et al., 1999). Es wurde gezeigt, dass FnBPs alleine ausreichend sind, um die
Aufnahme von Bakterien zu induzieren (Sinha et al., 2000). Des Weiteren kdnnen
FnBPs direkt Uber das humane Hitzeschockprotein 60 (Hsp60) an die Oberflache von
epithelialen Zellen binden (Dziewanowska et al.,, 2000). Sind die FnBPs wie im

Stamm Newman nicht funktionsfahig (Grundmeier et al., 2004), kann die
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Internalisierung ersatzweise von Eap vermittelt werden (Haggar et al., 2003,
Harraghy et al., 2003, Hussain et al., 2002). Hierbei ist ebenfalls eine Bindung Uber
Fibronektin an o5B1 Integrine mdglich, aber nicht notwendig. Der direkte zellulare
Rezeptor ist zurzeit noch unbekannt (Fraunholz und Sinha, 2012). Genaueres zur
Rolle von Eap bei Adhésion und Internalisierung wird im Kapitel 1.3.3 erlautert.
Obwohl FnBPs generell als die bedeutendsten Adhasine gelten (Fraunholz und
Sinha, 2012), wurden fur primare Keratinozyten stammabh&ngig auch FnBP
unabhéngige Invasionsmechanismen beobachtet (Cho et al., 2001, Kintarak et al.,
2004b). Autolysin (Atl) bindet direkt an das Hitzeschockprotein-ahnliche Hsc70 und
fungiert so als Adhéasin und Invasin (Hirschhausen et al., 2010). Protein A interagiert
ebenfalls direkt mit der Oberflache der Wirtszelle Gber den ,tumor necrosis factor o*-
Rezeptor 1 (TNFR1) (Claro et al., 2011). Des Weiteren ist eine indirekte Bindung von
,clumping factor B* (CIfB) an Cytokeratine der ECM mdglich (Haim et al., 2010,
Wertheim et al., 2008), wobei noch unklar ist, inwieweit die Invasion davon

beeinflusst wird.

Abb. 1-4: Internalisierung von S. aureus Uber Rezeptor-vermittelte Endozytose
(Nachdruck aus Agerer et al., 2005 mit freundlicher Genehmigung des Journal of Cell
Science). Maus-Fibroblasten wurden mit S.aureus infiziert und anschlieBend
rasterelektronen-mikroskopisch analysiert. Auf den pseudokolorierten Bilder sind die
Bakterien in rot und die Plasmamembran der Fibroblasten in grin dargestellt. Unter
adhéarierten Bakterien entsteht eine Einstilpung, wahrend sich darum herum Membran-
ausstllpungen bilden. Diese schlief3t sich Uber den Bakterien (Reil3verschlussmodell).

Nach der Adhéasion kann unter bestimmten Voraussetzungen eine Invasion
stattfinden, muss aber nicht. Die Aufnahme erfolgt mittels Rezeptor-vermittelter
Endozytose nach einem Reil3verschlussmodell. Bei diesem entsteht eine mit Clathrin
ummantelte Grube indem sich Membranausstilpungen um das an Rezeptoren
gebundene Bakterium bilden, wéahrend sich gleichzeitig die Plasmamembran im

Zentrum nach innen stilpt (vgl. Abb. 1-4). SchlieBlich verschmelzen die
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Ausstilpungen Uber dem Bakterium und das so entstandene Endosom wird ins
Cytoplasma abgeschniirt (Agerer et al., 2005, Fraunholz und Sinha, 2012). Dieser
Prozess beginnt mit einer vom FnBP/Fn-Komplex hervorgerufenen a5p1-Integrin-
Clusterbildung am Adhéasionsort, da o5B1-Integrine bei zahlreichen Zelltypen als
Fibronektin-Rezeptoren fungieren. Wahrend die extrazellulare Doméne dabei an die
RGD-Sequenz von Fibronektin bindet, ist die intrazellulare Doméne Uber
Adaptorproteine an Aktinfilamente gekoppelt. Zu den mehr als flinfzig bekannten
Adaptorproteinen zahlen beispielsweise die fokale Adhasions-Kinase (FAK), Vinculin,
Paxillin, Talin, Tensin oder Rezeptortyrosinkinasen wie die src-Kinase. Der gesamte
Komplex wird als fokaler Adh&sionskomplex bezeichnet (Zamir und Geiger, 2001).
Nach der Adhasion erfolgt ein Umbau des Aktinzytoskeletts, welcher zu einer
zentripetalen Bewegung des FnBP/Fn/Integrin/Aktin-Komplexes aus dem fokalen
Adhéasionskomplex heraus fuhrt. Der so entstandene fibrillare Adhasionskomplex
enthalt nur noch wenige der im fokalen Adhasionskomplex vorhandenen
Adaptorproteine. Fur die anschlieBende Entstehung von Membranaus- bzw.
Einstilpungen und der dazu erforderlichen Aktinfilamentneubildung sind Tensin und
die Src-Kinase erforderlich (Agerer et al., 2003, Agerer et al., 2005, Dziewanowska et
al., 1999, Ellington et al., 1999, Fowler et al., 2003, Jevon et al., 1999, Schroder et
al., 2006b). AuRerdem waren bei der Invasion von Osteoblasten ERK (extracellular
signal-reglated kinase) und JNK (c-Jun N-terminale Kinase), nicht aber p38 an der
Signaltransduktion beteiligt (Ellington et al., 2001). Wohingegen in HEp-2 Zellen
sowohl ERK als auch p38 aktiviert wurden (Li et al., 2009). In bovinen, endothelialen
Zellen wurde aulBerdem gezeigt, dass der Phosphoinositid-3-kinase-Akt-Signalweg
aktiv war (Oviedo-Boyso et al., 2011). Des Weiteren wurde der Transkriptionsfaktor
c-Jun in Osteoblasten phosphoryliert, nicht aber Elk-1 oder ATF-2 (Ellington et al.,
2001).

Das intrazellulare Schicksal des aufgenommenen S. aureus und der infizierten
Wirtszelle sind von zahlreichen Faktoren abhangig und wurde von Fraunholz und
Sinha zusammengefasst (Fraunholz und Sinha, 2012, Sinha und Fraunholz, 2010).
Sowohl der Genotyp des Isolats, dessen Wachstumsphase, die Anzahl der
infizierenden Partikel, als auch die Empfindlichkeit der Wirtszelle gegenuber
bakterieller Virulenzfaktoren tragen beispielsweise zu den Folgen der bakteriellen
Internalisierung bei (Fraunholz und Sinha, 2012, Krut et al., 2003, Schwartz et al.,

2009). Ein grolRer Teil der aufgenommenen Bakterien wird degradiert nachdem das
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Abb. 1-5: Mechanismus der Internalisierung von S. aureus. Die Adh&asion an Rezeptoren
der Wirtszelle (a5p1-Integrine; Hitzeschockprotein 60 = Hsp60; Hitzeschockprotein &hnliches
Protein 70 = Hsc70, ,Tumor necrosis factor o -Rezeptor 1 =TNFR1 oder unbekannter
Rezeptor) erfolgt Gber Fibronektin-Bindeproteine (FnBP), Autolysin (Atl), Protein A (P.A.)
oder extrazellulares Adharenzprotein (Eap). Wand-Teichonsauren (WTA) sind ebenfalls an
der Adhasion beteiligt. Der fokale Adhasionskomplex, der sich am Adhé&sionsort bildet, wird
durch zentripetale Bewegung und Verlust der fokalen Adhasionskomplex-Proteine in einen
fibrillaren Adh&sionskomplex umgewandelt. Anschlieend findet die eigentliche Invasion
durch Rezeptor-vermittelte Endozytose statt. Daran ist von Tensin und src-Kinase abhangige
Aktinpolymerisation beteiligt. Abhangig von Zelltyp, Stamm, Mol u.a. kommt es entweder zur
Degradation des aufgenommen S. aureus, oder er kann in der Wirtszelle persistieren bzw.
replizieren. Werden in letzteren Fallen bestimmte Virulenzfaktoren produziert, resultiert das
in der Apoptose oder Nekrose der Wirtszelle. Zusammengefasst nach: Agerer et al., 2005;
Fraunholz und Sinha, 2012; Schroder et al., 2006b.
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Endosom mit einem Lysosom zum Phagolysosom verschmolzen ist. Wie in Kapitel
1.3.1 bereits beschrieben wurde, konnte sowohl in vitro als auch in vivo bestétigt
werden, dass S. aureus dennoch in Wirtszellen persistieren kann. Dies geschieht oft
in Verbindung mit dem SCV-Morphotyp (Sendi und Proctor, 2009). Des Weiteren
wurde Replikation in Endosomen und — nach bakterieller Auflosung des Endosoms —
im Cytosol nachgewiesen (Bayles et al., 1998, Koziel et al., 2009, Kubica et al., 2008,
Schroder et al., 2006a). Diese Vorgange sind u.a. bei SCVs mdglich ohne den Tod
der Wirtszelle zu induzieren, werden aber beispielsweise grol3e Mengen bakterieller
Exotoxine gebildet, erfolgt die Apoptose, oder, in selteneren Féllen, Nekrose der
Wirtszelle (Fraunholz und Sinha, 2012).

1.3.3 Eap und Internalisierung

Eap kann die Adh&sion von S. aureus an eukaryotische Zellen vermitteln, was nach
aktuellem Wissensstand aber nur von Bedeutung ist, um das Fehlen funktionsfahiger
FnBPs zu kompensieren (Fraunholz und Sinha, 2012). Dazu wurden mehrere
Untersuchungen mit dem S. aureus Stamm Newman durchgefihrt, welcher aufgrund
einer C-terminalen Verkirzung keine funktionsfahigen FnBPs besitzt (Grundmelier et
al., 2004). Dessen isogene Eap-Mutante mAH12 zeichnete sich durch eine
verminderte Adhasion und Internalisierung bei Fibroblasten und epithelialen Zellen
aus (Haggar et al.,, 2003, Hussain et al., 2002), was darauf hinweist, dass Eap in
diesem Stamm an einer erfolgreichen Adhasion beteiligt ist. Eine Vorinkubation der
Bakterien mit Eap erhtéhte die Adhésion und Internalisierung von Newman und
mMAH12 zusatzlich, folglich ist eine endogene Eap-Expression fir die Bindung von
Eap an die bakterielle Oberflache nicht erforderlich (Haggar et al., 2003, Hussain et
al., 2002). Die Rolle von Eap wurde dadurch weiter bestatigt, dass Eap-Antikorper
sowohl die Internalisierung von Newman reduzierten, als auch den Effekt des
exogenen Eaps inhibierten. Des Weiteren zeigten auch Kklinische Isolate nach
Prainkubation mit Eap eine erhohte Invasion in Fibroblasten (Haggar et al., 2003).
AulRerdem wurde die Aufnahme des nicht invasiven Staphylococcus carnosus
Stammes TM300 durch Eap-Vorinkubation signifikant erhodht; exprimierte dieser
Stamm jedoch FnBPs, so konnte keine zusatzliche, signifikante Steigerung der
Invasion durch Eap mehr beobachtet werden (Haggar et al., 2003).

Der erhéhende Effekt von Eap auf die Adhasion wird durch die Fahigkeit sowohl an

die bakterielle Oberflache als auch an Komponenten der extrazellularen Matrix zu
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binden hervorgerufen (Haggar et al., 2003, Hussain et al., 2002, Palma et al., 1999).
Da die rezeptorvermittelte Endozytose von der Wirtszelle abhangig ist (vgl. Kapitel
1.3.2) und in den oben beschriebenen Experimenten nur die Bakterien mit exogenem
Eap vorinkubiert wurden, ist die erhéhte Internalisierung hier wahrscheinlich eine
Folge der erhohten Adhasion. Ob Eap die Internalisierung zusatzlich durch eine
Interaktion mit der Wirtszelle beeinflusst, ist zurzeit noch nicht bekannt.

Im Gegensatz zu den vorherigen Untersuchungen fanden Edwards und Kollegen in
einer kurzlich veroffentlichten Studie, dass die Adhasion von Newman und mAH12
an EA. hy926 Endothelzellen vergleichbar war (Edwards et al.,, 2012). Diese
widerspriichlichen Beobachtungen kdnnen durch die verschiedenen, verwendeten
Wirtszellen verursacht worden sein, zeigen aber gleichzeitig, dass die Rolle von Eap

bei Adhasion und Internalisierung noch nicht vollstandig geklart ist.

1.4. Wundheilung

1.4.1 Vorkommen von S. aureus und Eap in Wunden

S. aureus stellt die Hauptursache oberflachlicher und tiefer Wundinfektionen dar,
welche sich haufig zu schlecht heilenden, chronischen Wunden entwickeln
(Bunikowski et al., 2000, Grimble et al., 2001, Kalmeijer et al., 2000, Madsen et al.,
1996, Talan et al., 2011). S. aureus verursacht beispielsweise in den USA 75 % aller
in Notaufnahmen vorgestellten Haut- und Weichgewebsinfektionen; fir 59 % dieser
Infektionen sind MRSA-Stamme und fir 16 % MSSA-Stamme verantwortlich (Talan
et al., 2011). Bei an atopischer Dermatitis (AD) erkrankten Kindern sind 81% mit
S. aureus kolonisiert (Bunikowski et al., 2000). Dabei wird die Schwere der Krankheit
durch Infektion mit toxigenen S. aureus deutlich erhoht. Die Beteiligung von
S. aureus an der Entstehung von chronischen Wunden wird daran deutlich, dass
nach einer Amputation in 21 % der mit MRSA infizierten Patienten die Heilung
aufgrund einer chronischen Infektion verzogert wurde, wahrend die Heilung in den
nicht infizierten Patienten normal verlief (Grimble et al., 2001). Des Weiteren fand bei
venosen Beinulzera nach 180 Tagen in 62,5 % der nicht infizierten Patienten eine
komplette Abheilung statt, wohingegen dies bei Patienten mit S. aureus-infizierten
Ulzera nur in 21,6 % der Fall war (Madsen et al., 1996).
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Sowohl in akuten als auch in chronischen Wunden bildet S. aureus Biofilme, welche
bei bis zu 80 % aller Infektionen involviert sind (Percival und Cutting, 2009). Bei
Biofilmen handelt es sich um synergistische Konsortien von Mikroorganismen,
welche meist von einer Matrix aus extrazellularen Polysacchariden (EPS) umgeben
und an biotischen oder abiotischen Oberflachen fest angehaftet sind. Die Fahigkeit
von S.aureus einen Biofilm auszubilden fuhrt aufgrund der schitzenden
Polymermatrix zu einer erhéhten Resistenz sowohl gegen Antibiotika als auch gegen
die Immunantwort (Percival et al., 2012, Thomson, 2011). Die Organisation als
Biofilm bringt weitere Vorteile mit sich, wie z.B. den erleichterten Austausch von
Genen oder die Akkumulierung von Né&hrstoffen in der Polymermatrix. Obwohl sicher
ist, dass Biofilme generell bei Wundinfektionen involviert und an einer
verschlechterten Heilung beteiligt sind, sind die zugrundeliegenden Mechanismen
zum Teil unbekannt und effiziente Behandlungsstrategien fehlen (Percival et al.,
2012, Thomson, 2011).

Des Weiteren scheint Eap bei Wundinfektionsprozessen eine besondere Rolle zu
spielen, da S. aureus-Stamme aus authentischen Wunden in vivo eine bis zu 100-
fach hohere eap Transkription aufweisen als bei in vitro Kultur. Auf3erdem ist die eap
Transkription in tiefen Wunden signifikant héher als in oberflachlichen Wunden (Joost
et al., 2009). Dementsprechend kann davon ausgegangen werden, dass grol3e Eap-
Mengen in Wunden vorhanden sind. Tatsachlich konnte das Protein in vivo in
S. aureus-infizierten Wunden nachgewiesen werden (Athanasopoulos et al., 2006).

Im Kapitel 1.4.3 wird die Rolle von Eap bei der Wundheilung n&her erlautert.

1.4.2 Ablauf der Wundheilung

Die Haut ist nicht nur das Grof3te, sondern auch das vielseitigste Organ des
menschlichen Kdrpers. Zu ihren zahlreichen Funktionen, die fur den Organismus
lebensnotwendig sind, zahlt unter anderem der Schutz vor Umwelteinflissen und
Mikroorganismen. Dementsprechend ist bei einer Verletzung der Haut der schnelle
Verschluss dieser offenen Stellen entscheidend. Die &uf3ere Haut gliedert sich in drei
wesentliche Schichten: Die Oberhaut (Epidermis), die mit der darunterliegenden
Lederhaut (Dermis oder Corium) zusammen die Cutis bildet, und die Unterhaut
(Subcutis). Die Epidermis besteht zu 90% aus Keratinozyten, welche ein
mehrschichtiges (stratifiziertes), verhorntes Plattenepithel bilden, in welchem die

Keratinozyten differenzieren, wahrend sie von der Basalmembran aus nach oben zur
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Hautoberflache geschoben werden. Die auf der Basalmembran aufliegenden,
undifferenzierten Keratinozyten (epidermale Stammzellen) proliferieren standig. Von
ihnen gebildete Tochterzellen sind voriibergehend ebenfalls proliferativ. Wahrend
diese Zellen durch die darunterliegende Neubildung von Keratinozyten weiter nach
oben geschoben werden, differenzieren sie zunehmend, womit morphologische und
physiologische Veradnderungen — wie der Verlust der Proliferationsfahigkeit —
einhergehen. Mit der terminalen Differenzierung (Verhornung) erfolgt schlief3lich der
Zelltod, woraufhin die verhornten, abgestorbenen Keratinozyten von der Oberflache

der Epidermis abgeschilfert werden.

Keratinozyt

! @

Blutgefal

Dermis

Fibroblast
Blutgerinnsel
Neutrophile
Blutplattchen
Muskel
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Abb. 1-6: Phasen der Wundheilung (Nachdruck aus Werner und Grose; 2003).
Nachdem die Wunde durch ein Blutgerinnsel geschlossen wurde, wandern wahrend der
Inflammationsphase (A) Neutrophile ein. Diese werden in der Granulationsphase (B) von
Makrophagen ersetzt. Endothelzellen bilden neue Blutgefaf3e und Fibroblasten eine neue
extrazellulare Matrix. Das so entstandene Gewebe wird als Granulationsgewebe bezeichnet.
AulRerdem wandern Keratinozyten vom Wundrand Uber das Granulationsgewebe und bilden
eine neue Epidermis (Epithelisation). Kontraktion durch Myofibroblasten und Umorganisation
des Kollagens schlie3en die Wundheilung in der Reifungsphase (C) ab.
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Jede Verletzung der Haut 16st eine Kaskade von sequenziell ablaufenden Prozessen
aus, welche zum Verschluss der Wunde fuhren. Diese Prozesse uberlappen und sind
nicht voneinander trennbar, dennoch erfolgt aus didaktischen Grinden eine
phasenweise Beschreibung der Wundheilung (zusammengefasst nach: Martin, 1997;
Singer und Clark, 1999; Werner und Grose, 2003).

Wahrend der Inflammationsphase (Entzindungsreaktion) wird zunachst der
Blutverlust durch Hamostase gestoppt. Dabei verengen sich die Blutgefafl3e und ein
Blutgerinnsel aus mit Fibrin vernetzten Blutplattchen bildet einen ersten
Wundverschluss. Die komplexe Steuerung der Ablaufe und der zellularen
Interaktionen erfolgt durch Zytokine, die von den verschiedenen Zelltypen produziert
werden. Von den Blutplattchen freigesetzte Chemokine l6sen unter anderem die
transendotheliale Migration von Leukozyten (Leukodiapedese) aus, welche Bakterien
und Viren beseitigen. Des Weiteren tragt die Phagozytose durch Makrophagen, die
aus Monozyten differenziert und in die Wunde migriert sind, zur Reinigung bei. Durch
die Bildung von pro-inflammatorischen Zytokinen und Wachstumsfaktoren initiieren
Makrophagen die Bildung des Granulationsgewebes, welches aus Immunzellen,
Fibroblasten, Endothelzellen und einer vorlaufigen extrazellularen Matrix (ECM)
besteht und fur die Proliferations- oder Granulationsphase kennzeichnend ist. In
dieser Phase infiltrieren Fibroblasten und Endothelzellen die Wunde, welche nach
und nach aufgefillt wird. Wéahrend die Fibroblasten eine vorlaufige ECM — die
hauptséachlich aus Fibronektin und Hyaluronséure besteht — produzieren, bilden die
Endothelzellen neue Blutgefal3e (Neovaskularisierung). Parallel dazu wird die
Oberflache der Wunde vom Wundrand aus durch Migration der Keratinozyten tber
das Granulationsgewebe (Epithelisation) geschlossen. Dieser Vorgang, welcher
bereits zur regenerativen Phase der Wundheilung zahlt, wird im Anschluss noch
ausfuhrlicher beschrieben. Die provisorische ECM wird von Makrophagen und
Fibroblasten nach und nach durch eine dauerhafte Matrix ersetzt, die hauptsachlich
aus Kollagen Il und Fibronektin besteht. Die Umwandlung von Fibroblasten in
Myofibroblasten fihrt zur Kontraktion der Wunde. Wahrend der abschliel3enden
Reifungsphase wird Kollagenlll durch Kollagen| ersetzt und die noch
unorganisierten Kollagen-Fibrillen werden aneinandergereiht und vernetzt. Als
Ergebnis all dieser Prozesse entsteht Narbengewebe, welches im Gegensatz zur
normalen Haut keine Haarfollikel, Schweil3drisen und Melanozyten enthélt und
aufgrund des Fehlens von elastischen Fasern eine geringe Elastizitat besitzt.
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Die Epithelisation (zusammengefasst nach: Kirfel und Herzog, 2004; Morasso und
Tomic-Canic, 2005) beginnt mit der Migration von Keratinozyten. Dazu missen die
desmosomalen und hemidesmosomalen Verbindungen, welche die Zellen tber das
Zytoskelett aneinander bzw. an der Basalmembran verankern, aufgelost und in der
Peripherie — ebenso wie die Intermediar- und Mikrofilamente — neu organisiert
werden. Anschliel3end sind die Zellen in der Lage sich aus dem Zellverbund zu |6sen
und lateral zu migrieren. Damit geht eine morphologische Veranderung einher: die
Keratinozyten werden sowohl langer als auch flacher, Ausstilpungen und
Lamellopodien bilden sich in Migrationsrichtung. Wahrend der Migration binden an
den Lamellopodien vorhandene Integrine an Bestandteile der ECM, worauf die Zelle
von den Aktinfilamenten weiter gezogen wird. Keratinozyten kdonnen nur uber
lebendes Gewebe migrieren, weswegen der Migrationsprozess bei tieferen Wunden
erst nach Bildung des Granulationsgewebes beginnen und damit zeitlich stark
schwanken kann. Die Migration basaler und voriibergehend amplifizierender
Keratinozyten erfolgt vom Wundrand oder von in der Dermis gelegenen Haarfollikeln
und Schweil3driisen aus. Ist die Wunde so tief, dass die Dermis ebenfalls zerstort
wurde, kann die Migration nur vom Wundrand ausgehen. In der migrierenden
Keratinozyten-Zellschicht bewegen sich die Zellen nicht nur entlang der vorlaufigen
ECM, sondern gleiten auch tbereinander. Da sich die Keratinozyten zwischen Schorf
und Granulationsgewebe fortbewegen, muss an der Front der migrierenden Schicht
Schorf aufgelost werden. Dazu wird Plasminogen-Aktivator sezerniert. Daneben
werden auch Zelldebris oder nicht intakte Teile der ECM mit Hilfe von Kollagenasen
und Proteasen aufgelost. Bis die Wundoberflache geschlossen ist, findet bei einer
tiefen Wunde nur in den Wundréandern Proliferation statt. Diese gewahrleistet, dass
neue Zellen fir die Migration bereitgestellt werden. Wenn sich Keratinozyten von
gegenuberliegenden Wundrandern in der Mitte der Wunde treffen, wird die Migration
durch Kontakt-Inhibition gestoppt. AnschlieRend entsteht die neue Basalmembran
aus von Keratinozyten sekretierten Proteinen. Schliel3lich werden die
morphologischen Veranderungen, welche zum Migrieren notwendig waren,
rickgdngig gemacht; es werden neue desmosomale und hemidesmosomale
Kontakte ausgebildet, welche die Zellen untereinander und an der Basalmembran
verankern. Proliferation und Differenzierung beginnen wie in normaler Haut und

resultieren in einem stratifizierten Epithel.
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Kurz zusammengefasst sind sowohl Migration, als auch Proliferation und
Differenzierung der Keratinozyten notwendig, damit eine vollstdndige Epithelisation
der Wunde stattfinden kann.

1.4.3 Inhibierung der Wundheilung durch Eap

Schlecht heilende, chronische Wunden werden bei Infektionen mit S. aureus haufig
beobachtet (Grimble et al., 2001, Madsen et al., 1996) (vgl. Kapitel 1.4.1). Dass Eap
an der Entstehung dieses Phanomens beteiligt ist, wurde von Athanasopoulos und
Kollegen gezeigt: Die Wundheilung wurde in Mausen durch Infektion mit einem eap
defizienten Stamm weniger verzdgert als durch Infektion mit dem entsprechenden,
Eap-positiven Wildtyp. Der Einfluss von Eap wurde weiter bestatigt, indem
aufgereinigtes Eap alleine zugegeben wurde. Dieses inhibierte die Wundheilung
ahnlich wie eine Infektion mit Eap-positivem S. aureus, wobei der Effekt durch anti-
Eap-Antikorper blockierbar war (Athanasopoulos et al., 2006). Die anti-
inflammatorischen Eigenschaften von Eap wurden im Kapitel 1.2.2.2 bereits
ausfuhrlich besprochen. Die erlauterte Inhibition der Leukodiapedese konnte in vivo
in mit Eap behandelten Wunden beobachtet werden. Aufgrund dessen und wegen
der daraus resultierenden, fehlenden Freisetzung von proinflammatorischen
Cytokinen wird die inflammatorische Phase der Wundheilung negativ von Eap
beeinflusst (Athanasopoulos et al., 2006, Chavakis et al., 2002, Haggar et al., 2004).
AuBBerdem inhibiert Eap die Neovaskularisierung, welche fur die Bildung des
Granulationsgewebes wahrend der proliferativen Phase der Wundheilung
unverzichtbar ist (vgl. Kapitel 1.4.1). So waren in Eap-behandelten Wunden weniger
Blutgefal’e vorhanden und der Blutfluss um 45 % reduziert, da das Einsprie3en der
Haargefal3e in vitro und in vivo durch Eap reduziert wurde (Athanasopoulos et al.,
2006, Sobke et al., 2006). Die Inhibition der VEGF und bFGF stimulierten
Proliferation und Aktivierung von Endothelzellen stellt eine moégliche Ursache hierfur
dar (Sobke et al., 2006). Diese Beeinflussung der endothelialen Zellfunktionen
konnte wiederum auf die Eap-vermittelte Blockade der Ras/Raf/MEK/Erk-
Signalkaskade zurtickgeftihrt werden (Sobke et al., 2006).

Nach momentanem Wissensstand ist Eap aufgrund seiner anti-inflammatorischen
und anti-angiogenen Eigenschaften eine wesentliche Ursache fir die mit S. aureus
assoziierte, schlechte Wundheilung. Der Einfluss von Eap auf die darauffolgenden

Phasen der Wundheilung wurde bisher jedoch noch nicht untersucht.



Zielstellung 25

2. ZIELSTELLUNG

S. aureus ist die Hauptursache oberflachlicher und tiefer Wund-Infektionen, welche
sich haufig zu schlecht heilenden, chronischen Wunden entwickeln. Bei diesen
Wundinfektionsprozessen scheint der multifunktionelle Virulenzfaktor Eap von
Bedeutung zu sein, da S. aureus-Stdmme aus authentischen Wunden in vivo eine
bis zu 100-fach hohere eap Transkription aufweisen als bei in vitro Kultur.

Es ist bereits bekannt, dass Eap wahrend der normalen Wundheilung die
Inflammationsphase und Neovaskularisierung aufgrund seiner anti-inflammatorischen
und anti-angiogenen Eigenschaften inhibiert und dadurch an der Entstehung von
nicht-heilenden, chronischen Wunden beteiligt ist (Athanasopoulos et al., 2006). Ob
Eap auch Keratinozyten und damit die Phase der Epithelisation beeinflusst, ist zurzeit
unbekannt. Dementsprechend war es Gegenstand dieser Dissertation zu
untersuchen, ob bzw. wie Eap mit Keratinozyten interagiert. Voraussetzung fur solch
eine Wechselwirkung ist die Adh&sion an bzw. Aufnahme durch Keratinozyten,
weswegen als erstes eine entsprechende Uberpriifung vorgenommen werden
musste. Damit eine vollstdndige Epithelisation der Wunde stattfinden kann, sind
sowohl Migration, als auch Proliferation und Differenzierung der Keratinozyten
notwendig. Darum sollte als n&chstes der Einfluss von Eap auf diese Prozesse mit
Hilfe entsprechender Assays untersucht werden.

Der bereits bekannte Einfluss von Eap auf Adhédsion und Internalisierung war
dahingehend zu untersuchen, ob spezifische Interaktionen mit Aufnahme-
mechansimen der Wirtszelle beteiligt sind. Dazu musste die Aufnahme von S. aureus
durch Keratinozyten zunachst charakterisiert werden. Anschlieend sollte die Eap-
vermittelte Aufnahme in Keratinozyten genauer bestimmt werden. Dazu waren deren
Abhéangigkeit von verschiedenen Faktoren wie Eap-Konzentration, Proliferations-
oder Differenzierungsstatus der Keratinozyten und Expression verschiedener
Adhasine zu testen. Angesichts der Haufigkeit polymikrobieller Hautinfektionen, sollte
der Einfluss von Eap des Weiteren nicht nur fur verschiedene S. aureus Stdmme,
sondern auch fur andere Mikroorganismen bestétigt werden. Im nachsten Schritt
sollte der Mechanismus der Eap-vermittelten Internalisierung durch Verwendung von
Inhibitoren der an der Aufnahme beteiligten Prozesse bestimmt werden. Bei der
Invasion werden Signalkaskaden durch Phosphorylierung aktiviert. Da Eap eine

maogliche Phosphorylierungsstelle besitzt und folglich eine Wechselwirkung mit der
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Signaltransduktion denkbar ist, sollte zusatzlich gepruft werden, ob Phosphorylierung
den Effekt von Eap beeinflusst.

Die Untersuchungen zum Einfluss von Eap auf die Epithelisation kénnen zur
verbesserten Behandlung von mit S. aureus infizierten Wunden beitragen, was
aufgrund der mit S. aureus-assoziierten schlechten Wundheilung von grof3em Nutzen
ware. Da S. aureus durch die Invasion in Wirtszellen vor dem Immunsystem und
Antibiotika weitestgehend geschitzt wird, bietet das Verstandnis dieses Vorgangs
vielleicht einen neuen Angriffspunkt fir die Behandlung persistierender
Hautinfektionen. Neue Erkenntnisse Uber Details dieser Vorgange konnen des

Weiteren die Entwicklung neuer antimikrobieller Therapeutika unterstitzen.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Bakterien

3.1.1.1 Verwendete Staphylokokken-Stamme

Eine Ubersicht tber die in dieser Arbeit verwendeten Staphylokokken-Stamme

(auRer Wundisolate) und bakteriellen Plasmide wird in der Tabelle 3-1 gegeben.

Stamm Beschreibung Referenz oder Quelle
P ———§—§————"—,_—.y_=
8325-4 NCTC8325 Derivat ohne Prophagen, rsbU - (Novick, 1967)
Cowan 1 exprimiert Protein A, agr - ATCC 12598
DU5883 (8325-4 | 8325-4 fnbA::Tc fnbB::Em®, EmR, Tc® (Greene et al., 1995)
AfnbAB)
HOM70 (SA113 | Konstitutiv Gfp-exprimierendes SA113- | (Bischoff,
GFP) Derivat mit dem Plasmid pCN57, EmR unveroffentlicht)
LS1 Murines Arthritis-lsolat (Bremell et al., 1992)
mAH12 Newman eap -, Em"® (Hussain et al., 2002)
MSSA1112 Klinisches Isolat, bla * (Entenza et al., 1997)
SA113 Derivat von NCTC 8325, rsbU", Biofilm- | ATCC35556 (lordanescu
Bildung in Abhéangigkeit von PIA und Surdeanu, 1976)
SA113 Aeap SA113 eap -, Em® diese Arbeit
SA113 Anptase | SA113 nptase , Cm" (Thompson et al., 2010)
SA113 AsrtA SA113 srtA , EmR (Weidenmaier et al.,
2008)
ST239 Hoch invasives MRSA-Isolat (Grundmeier et al., 2010)
Plasmide
pCN57 E. coli-S. aureus shuttle Vektor mit | (Charpentier et al., 2004)
konstitutiver Gfpmut2 Expression unter der
Kontrolle des blaZ Promoters, EmR

Tab. 3-1 In dieser Arbeit verwendete Staphylokokken-Stamme (CmR, Chloramphenicol
resistent; EmR, Erythromycin resistent; Gm®, Gentamycin sensitiv) und Plasmide.
3.1.1.2 Verwendete Wundisolate
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Eine Ubersicht Uiber die in dieser Arbeit verwendeten Wundisolate ist in Tabelle 3-2
dargestellt. Alle Stamme waren den EUCAST Richtlinien entsprechend sensitiv

gegen Gentamycin (www.eucast.org).

Stamm Beschreibung Referenz oder
Quelle
P —§—§—§—$—_—m—m§§
HOM 254 Escherichia coli Wundisolat, Gm *° diese Arbeit
HOM 255 Staphylococcus epidermidis Wundisolat, Gm® diese Arbeit
HOM 256 Staphylococcus lugdenensis Wundisolat, Gm® diese Arbeit
Isolat #30 Staphylococcus aureus Wundisolat, Gm® (Joost et al., 2011)

Tab. 3-2 In dieser Arbeit verwendete Wundisolate (Gm®, Gentamycin sensitiv).

3.1.2 Zelllinien

Die spontan immortalisierte, humane Keratinozyten-Zelllinie HaCaT (Boukamp et al.,
1988) wurde freundlicherweise vom deutschen Krebsforschungszentrum
(Heidelberg) zur Verfugung gestellt. Normale humane epidermale Keratinozyten
(NHEK) wurden aus neonataler Vorhaut isoliert und entweder bei Lonza kauflich
erworben (gepoolte Spender), oder vom Institut fur Virologie (Uniklinik Homburg, AG
Smola) (ein Spender) zur Verfigung gestellt. Die Internalisierungs-, Migrations- und
Proliferationsversuche wurden in NHEK von gepoolten Spendern (Lonza)
durchgefiihrt, wahrend der Einfluss von Eap auf die Differenzierung in NHEK eines

Spenders (Virologie) untersucht wurde.

3.1.3 Nahrmedien fir Bakterien und Zellkultur

3.1.3.1 Nahrmedien und Antibiotika fiir Bakterien

Blutplatten: 5% Schafsblut in TSA (Becton Dickinson)

LB-Medium: 20g LB-Broth Lennox (Difco), pH 7,0, ad 11 H,O

LB-Agar: 20g LB-Broth Lennox (Difco), 12g Agar-Agar, pH 7,0,
ad 11 H,O

LB-Softy: 20g LB-Broth Lennox (Difco), 12g Agar-Agar, pH 7,0,
ad 11 H,O

TSB-Medium: 30,0 g Bacto Tryptic Soy Broth (TSB) (Difco), ad 1 | H,O
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Ampicillin:
Chloramphenicol:
Erythromycin:
Gentamycin:

Tetracyclin:

5 pg/ml (Roth)

10 pg/ml (Roth)

5 pg/ml (Fluka)
100 pg/ml (Merck)
5 pg/ml (Roth)

3.1.3.2 Nahrmedien fur eukaryotische Zellen
DMEM" (fur Ea.hy): DMEM (Biochrom) mit 10% FCS, 1% nichtessentiellen

Aminosauren, 1% Penicillin/Streptomycin

DMEM™ (fur Ea.hy): DMEM (Biochrom) mit 1% nichtessentiellen Aminosauren
KBM* (fur NHEK): KBM-2 (Lonza) supplementiert mit Single Quot Kit (Lonza)

fur serumfreie Kultur

KBM (fir NHEK): KBM-2 (Lonza)
MCDB" (fur HaCaT): MCDB 153 (Biochrom) mit 10% FCS, 1% nichtessentiellen

Aminosauren, 1% Penicillin/Streptomycin

MCDB" (fur HaCaT): MCDB 153 (Biochrom) mit 1% nichtessentiellen

Aminosauren

3.1.4 Antikorper

Ein Uberblick tiber die verwendeten primaren Antikorper ist in Tabelle 3-3 dargestellt,

wahrend die sekundaren Antikorper in Tabelle 3-4 zu finden sind.

Antigen Typ Wirt Verdinnung Quelle
B-actin mk-1gG Maus 1:5000 Sigma
Cadherin pk-1gG Kaninchen 1:1000 Abcam
Eap mk-1gG Maus 1:1000 Patti, Baltimore
Eap pk-1gG Kaninchen 1:100-1:30.000 Schubert, Gielzen
GAPDH pk-1gG Kaninchen 1:1000 Abcam
Involucrin mk-1gG Maus 1:1000 Sigma
Isotypkontrolle pk-1gG Kaninchen Entsprechend Abcam
spezifischer AK
Isotypkontrolle pk-1gG Maus entsprechend Invitrogen
spezifischer AK
Keratin 10 mk-1gG Maus 1:1000 Acris
Phospho-Erk1/2 mk-1gG Maus 1:1000 Cell signaling

Tab. 3-3: Uberblick iiber die in dieser Arbeit verwendeten priméaren Antikorper.
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Antigen Verwendung Verdlinnung Konjugat Quelle
Kaninchen-1gG Immunfluoreszenz 1:500 AlexaFluor® 488 Invitrogen
Kaninchen-1gG Immunfluoreszenz 1:500 AlexaFluor® 647 Invitrogen
Kaninchen-1gG Western-Blot 1:3000 HRP Bio-Rad
Maus-IgG Immunfluoreszenz 1:500 AlexaFluor® 488 Invitrogen
Maus-IgG Immunfluoreszenz 1:500 AlexaFluor® 647 Invitrogen
Maus-IgG Western-Blot 1:3000 HRP Bio-Rad

Tab. 3-4: Uberblick tiber die in dieser Arbeit verwendeten sekundaren Antikorper.

3.1.5 Enzyme, Wachstumsfaktoren, Inhibitoren und Aktivatoren

Acetylphosphat

Alkalische Phosphatase: Fast AP

Aphidicolin
Aprotenin

CytochalasinD

EGF (epidermal growth factor)

Genistein

KGF (keratinocyte growth factor)

Leupeptin
Manumycin A
Pepstatin A
PMA

PMSF

Proteinase K

Src-Kinase-Inhibitorl

3.1.6 Losungen und Puffer

(Fluka)
(Fermentas)
(Calbiochem)
(Fluka)
(Sigma)
(Peprotech)
(Applichem)
(Peprotech)
(Serva)
(Calbiochem)
(Serva)
(Applichem)
(Fluka)
(Qiagen)
(Sigma)

3.1.6.1 Lésungen und Puffer fir die Molekularbiologie
4,84 g Tris-Base, 0,4 g EDTA, 1,14 ml Eisessig, ad 1 | mit H,O

TAE-Puffer (1 x):

dNTPs

Ethidiumbromid:

6 x LD

GroRenstandard:

(Roche)

0,0015% (Roth)

(PegLab/Fermentas)
DNA Ladder (Fermentas)
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3.1.6.2 Lésungen und Puffer fir SDS-PAGE und Western-Blot-Analysen

Acrylamid: 30% Acrylamid; 0,8 % Bisacrylamid (Roth)

APS: 10% Ammoniumperoxodisulphat (Roth)
Blocklésung: 3% Magermilchpulver in TBS/T

ECL: ECL™ Western Blotting Reagent (GE Healthcare)

GroRenstandard: Prestained Protein ladder (Fermentas life science)
LD (4 x): 5ml 1M Tris/HCI pH 6,8; 4 ml 87% Glyzin; 10 mg Bromphenol-Blau
Na-Salz; 0,5 g SDS; 800 ul 0,5 M DTT; ad 10 ml H,O

Losung A: 118,2 g Tris/HCI; 2 g SDS; pH 8,8; ad 500 ml H,O
L6sung B: 39,40 g Tris/HCI; 2 g SDS; pH 6,8; ad 500 ml H,O
SDS-Laufpuffer: 14,4 g Glyzin; 1 g SDS; 3 g Tris-Base; ad 1 | H,O
TBS (10 x): 30 g Tris; 80 g NaCl; 2 g KCI; pH 7,4, ad 1 | H,O
TBS/T (1 x): 1:10 10 x TBS in H20; 0,1% Tween-20

TEMED: 0,1% N,N,N’,N’-Tetramethyldiamin (Sigma)

Transferpuffer: 4,85 g Tris-Base; 22,5 g Glyzin; 400 ml Methanol; ad 2 | H,O

Herstellung von Trenn- und Sammelgelen:

10% Trenngel: 1,65 ml Acrylamid; 1,25 ml Losung A; 2,1 ml H,O; 50 ul APS;
4,15 yl TEMED

5% Sammelgel: 0,6 ml Acrylamid; 0,8 ml Lésung B; 1,9 ml H,O; 33,3 ul APS;
2,7 ul TEMED

3.1.6.3 Losungen und Puffer fur eukaryotische Zellen

Acetylphosphat-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 7,4
Alkalische-Phosphatase-
Puffer: 1:10 (Fermentas)

AnnexinV-AlexaFluor®647 (BD Pharmingen)
Annexin-Bindungspuffer: 140 mM NaCl; 10 mM Hepes; 2,5 mM CaCl,; pH 7,4

Dapi: 1:2000 (Sigma)
FCS: FCS Gold (PAA)
Formaldehyd: 3,7% in 1 x PBS (Fluka)

Homogenisierungspuffer: 1mM EDTA; 10 mM Hepes; 10 mM R-Glycerol-
Phosphat; 0,5 mM NaOrthovanadat; 1 mM NaF
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Mounting Medium: MobiGlow (MobiTec)
Nicht essentielle
Aminosauren: 1:100 (Gibco)
PBS (10 x): 81,8 g NaCl; 2 g KCI; 16 g Na;HPO, « 2 H,O; 2 g
KH2POy4; pH 7,4; ad 1 | H,O
Penicillin/Streptomycin: 1:100 (Biochrom)
Phalloidin-TRITC: 1:500 (Sigma)

Propidiumiodid (1 mg/ml): 1 ul pro Ansatz (Sigma)
Radio-Immunoprecipitation 50 mM Tris-HCI (pH 7,4); 1% w/v Igepal™; 0,25% wl/v
assay (RIPA) —Pulffer: Desoxycholate; 150 mM NaCl; 1 mM EGTA; 1 mM NaF;
0,5 mM Na-Orthovanadat; 1 mM Na-Pyrophosphat;
2 mg/ml Aprotinin; 5 mg/ml Leupeptin; 10 mg/ml
Pepstatin A; 0,2 mg/ml PMSF

Trypanblau (Invitrogen)
Trypsin-EDTA: 1:10 (PAA)
Tryp-LE Express (Gibco)

Trypsin-Neutralisierungs-

Ldsung (Promo Cell)

3.1.7 Chemikalien

Hier nicht aufgelistete Chemikalien wurden von den Firmen Roth, Merck oder

Applichem bezogen.

Agarose (Biozym)
BSA (Sigma)
DEPC (Applichem)
DMSO (Applichem)
SDS (Serva)
Triton-X-100 (Sigma)

Tween-20 (Roth)
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3.1.8 Kits

BCA™-Proteindetektionskit

Bradford-Assay

Click-it® Edu 647 Kit

ECL™ Western Blotting Detection Reagent
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
Limulus Amoebocyte Lysate-Kit

NucleoSpin RNA 1I-Kit

gRT-PCR: Universal Probe Library System
Turbo-DNA-free™ Kit

VenorGeM Mykoplasmendetektionskit

3.1.9 Laborgerate

Autoklav: Varioklav

CellCounter: Countess™

Dokumentation von Agarosegelen und
Western-Blots: Molecular Imager ChemiDoc
XRS System

Elektrophorese-Kammer fir Agarosegele

Elektrophorese-Kammer fir SDS-Page

Facs Calibur

FPLC (Flussigchromatographie)

Elektroblot-Apparatur: Trans-Blot SD

Heizblock: Thermomixer comfort

Inkubator (Bakterien)

Inkubator (eukaryotische Zellen): HeraCell150i

Magnetruhrer

Mikroskope

NanoDrop

pH meter: PHM220

Power-Supply fur Gelelektrophorese

Rotator: Sample Mixer

Schuttler (Bakterien): Multitron

(Thermo Scientific)
(Bio-Rad)
(Invitrogen)

(GE Healthcare)
(Applied Biosystems)
(Lonza)
(Macherey-Nagel)
(Roche)

(Ambion)

(Minerva-Biolabs)

(Thermo Electron Corporation)
(Invitrogen)

(Bio-Rad)

(von Keutz)

(von Keutz)

(Becton Dickinson)
(Bio-Rad)

(Bio-Rad)

(Eppendorf)

(Heraeus)

(Thermo Scientific)
(IKA-COMBIMAG-RET)
(Zeiss/Leica)

(PegLab)

(Radiometer, Meterlab)
(Amersham Biosciences)
(Dynal)

(Infors HT)
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Spectrophotometer: Helios, Unicam
Sterilbank: Hera Safe
Thermocycler: Biometra T Gradient
Vortexer: VV3
Waagen: PC-4400, delta range
Wasserbad
Zentrifugen:  5810R

5417R

4K15

3.1.10 Verbrauchsmaterialien
0,2 um Filter

0,5 um Filter

Centriplus Centricons

Chamber slide ™ (LabTek): chambered

coverslips

Cryotubes

Facs-Rohrchen

Glaswaren
Migrations-Zellkultureinsatze
Mono S 5/50 GL Saule
Nitrocellulose-Membran
Petrischalen

Pipettenspitzen

Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
ReaktionsgefalRe (0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml)
Reaktionsgefalie (15 ml, 50 ml)
Whatman Filterpapier
Zellkulturplastikwaren

Zellschaber

(Gene-Quantpro)
(Heraeus)

(Applied Biosystems)
(VWR)

(Mettler)

(GFL)

(Eppendorf)
(Eppendorf)

(Sigma)

(Sarstedt)
(Pall)
(Millipore)

(Thermo Scientific)
(Nunc)

(Becton Dickinson)
(Fisher/Schott)
(Ibidi)

(GE Healthcare)
(Whatman)
(Greiner Bio-One)
(Sarstedt/Brand)
(Corning)
(Sarstedt)

(Greiner Bio-One)
(Schleicher & Schnell)
(PAA)

(Nunc)
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Kultur von Bakterien

Die hier verwendeten Bakterien wurden nach allgemein gtltigen Arbeitsprotokollen
ausgestrichen und kultiviert. Staphylokokken-Stamme und Escherichia coli wurden
auf Blutplatten ausgestrichen und in LB-Medium kultiviert. Bei der Kultivierung von
konstitutiv GFP-exprimierendem SA113 wurde das LB-Medium (Difco) mit 10 pg/ml
Erythromycin supplementiert. Wundisolate von Staphylococcus epidermidis und
Staphylococcus lugdenensis wurden auf LB-Agarplatten ausgestrichen und in TSB-
Medium (Difco) kultiviert. Fur Standardexperimente wurden 10 ml Kultur in 100 ml
Glaskolben mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte inokuliert und tber Nacht
(12-14 Stunden) bei 150 rpm und 37 °C aerob bebriitet.

3.2.1.1.1 Stammhaltung

Zur dauerhaften Lagerung von Bakterien wurden Glycerindauerkulturen verwendet.
Dazu wurden 10 ml LB Medium mit einer Einzelkolonie inokuliert und tber Nacht
(12 -14 Stunden) bei 37 °C im Schiittler bebritet. 1 ml dieser Kultur wurde mit 1 ml
Glycerin (80 %) versetzt, in Cryoréhrchen Uberfiihrt und bei - 70°C gelagert.

3.2.1.2 Kultur von eukaryotischen Zellen

Die Kultivierung aller verwendeten eukaryotischen Zellen erfolgte in einem Inkubator
(ThermoScientific) in feuchter Atmosphére bei einer Temperatur von 37 °C und
einem CO,-Gehalt von 5 %. Alle Arbeiten wurden an einer Sterilbank (Heraeus)
durchgefuhrt. HaCaT wurden in MCDB® Medium (Biochrom) kultiviert, wahrend

primare Keratinozyten serumfrei in KBM™ Medium (Lonza) gehalten wurden.

3.2.1.2.1 Subkultivierung

Die Zellen wurden bei Erreichen von 80-90 % Konfluenz regelméafRiig gesplittet. Dazu

wurden sie mit PBS gewaschen und mit einem kleinen Volumen Trypsin-EDTA (PAA)
bedeckt. Sobald alle Zellen abgekugelt waren, erfolgte der Ubergang in Suspension
durch vorsichtiges Klopfen. Daraufhin wurde die Trypsinaktivitat durch Zugabe von

MCDB" oder Trypsin Neutralizing Solution (Promo Cell) gestoppt, die Zellen pelletiert
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(500 g, 5 min) und in entsprechendem Medium resuspendiert. Je nach Bedarf
wurden die Zellen verdunnt und in neue KulturgefalRe tberfuhrt. HaCaT wurden in
der Regel 1:10 und primare Keratinozyten 1:15 gesplittet. Fur Versuche wurden die
Passagen zwei bis funf der primaren Keratinozyten verwendet, HaCaT wurden

maximal flr 24 Passagen in Kultur gehalten.

3.2.1.2.2 Einfrieren und Auftauen

Zur Erhaltung der Zelllinien wurden diese in der Gasphase uber flissigem Stickstoff

gelagert. Hierfir wurden sich in der exponentiellen Wachstumsphase befindende
Zellen nach dem Trypsinieren in vorgekihltem Einfriermedium (Kulturmedium ohne
Antibiotika, mit 30 % FCS und 10 % DMSO) resuspendiert (1x10’ Zellen/ml), um die
Bildung von Eiskristallen zu vermeiden. Aliquots zu je 1 ml wurden in Cryotubes
(Nunc) Uber Nacht langsam auf -70 °C gebracht. Anschlieend wurden sie zur
Langzeitaufbewahrung in die Gasphase uber flissigem Stickstoff tberfuhrt.

Um eingefrorene Zellen in Kultur zu nehmen, wurden diese maoglichst schnell bei
37 °C im Wasserbad aufgetaut und sofort in entsprechendes, vorgewarmtes Medium
Uberfuhrt. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt, um DMSO-Rickstande
zu entfernen. Nach zwei bis drei Tagen begann die normale Subkultivierung der

Zellen.

3.2.1.2.3 Bestimmungq der Zellzahl

Zum Ausséen einer bestimmten Zellzahl und beim Einfrieren von Zellen ist die
genaue Kenntnis der vorhandenen Zellzahl erforderlich. Die Zelldichte einer
Suspension wurde mit einem ,cell counter” (Invitrogen) bestimmt. Dazu wurden 10 pl
der Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau (0,5%) (Invitrogen) verdinnt, in Cover slips
gegeben und vom Gerat automatisch ausgezahlt. Die Unterscheidung zwischen toten
und lebenden Zellen fand dabei mit Hilfe von Trypanblau statt. Lebende Zellen mit
intakter Zellmembran nehmen diesen Farbstoff nicht auf, wohingegen er bei toten
Zellen ins Zytoplasma gelangt und sich dort anreichert. Darum erscheinen tote Zellen

nach der Farbstoffzugabe mikroskopisch blaulich angefarbt.
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3.2.1.2.4 Test auf Mykoplasmen mittels PCR

Nach dem Auftauen bzw. der Isolation, sowie nach zwei Monaten in Kultur wurden
alle Zellen auf Mykoplasmen getestet. Hierzu wurde das VenorGeM-Mykoplasmen-
Detektionskit (Minerva-Biolabs) nach den Angaben des Herstellers verwendet.

Dabei wird durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ein Abschnitt der 16S rRNA
Region des Mykoplasmengenoms verfielfaltigt. Das amplifizierte PCR-Produkt hat
eine Gro3e von ca. 267 bp und wurde in einem 2 %igen Agarosegel (2 g Agaraose in
100 ml TAE gelost; 0,0015% Ethidiumbromid zur Detektion) nachgewiesen.

3.2.2 Herstellung und Uberprufung einer SA113 eap-Mutante

3.2.2.1 Phagentransduktion

Bei der Phagentransduktion wird genetisches Material eines Donors von einem
Bakteriophagen wahrend dessen Vermehrungszyklus aufgenommen und bei der
anschlieBenden Infektion des Rezipienten in diesen eingefuhrt (transduziert). Diese
Methode wurde zur Ubertragung des Eap-Gen-Knockouts -bei dem das Gen durch
eine Erythromycin-Resistenzkassette ersetzt wurde- von Newman mAH12 in SA113
verwendet. Dabei werden wahrend des lytischen Zyklus alle viralen Komponenten in
den mit Phagen infizierten Bakterien synthetisiert. Die neuen Phagen setzen sich
anschlielend durch ,self-assembly“ zusammen, wobei zusammen mit der Phagen-
DNA bakterielle DNA-Bruchstiicke in die Phagen integriert werden kénnen. Nach der
Lyse der Bakterien werden die Phagen aufgereinigt und mit dem Empfangerstamm
inkubiert. Infiziert solch ein Phage eine Bakterienzelle, folgt der Einbau des zu
Ubertragenden bakteriellen DNA-Fragments in das bakterielle Genom durch
homologe Rekombination. Auf erfolgreiche Insertion wird mit Hilfe der

Resistenzkassette selektioniert.

Herstellung des Phagenlysats

Der Ausgangsstamm Newman mAH12 mit dem zu Ubertragenden Eap-Knockout
wurde in 20 ml LB angesetzt und tUber Nacht bebrutet (37 °C, 150 rpm). Zu der
Ubernachtkultur wurden 100 pl 1 M CaCl, gegeben und jeweils 300 pl dieser
Mischung in 6 sterile Glasrbéhrchen Uberfuhrt. Zu jedem Ro6hrchen wurden 100 pl
Phagensuspension (5 pl des Phagen 85 wurden mit 135 pl Phagenpuffer [4 ml LB mit

5 mM CaCl,] versetzt und 10 bis 10 verdiinnt) einer Verdiinnung gegeben und
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15 Minuten bei RT inkubiert. Jeder Ansatz wurde zusammen mit 4 ml 50 °C warmem
LB-softy mit 5 mM CacCl, auf eine Blutagarplatte gegossen und tber Nacht bei 37 °C
bebrutet. Am nachsten Tag wurde die Platte mit optimaler Phagenverdiinnung
ausgewahlt, welche durch das Vorhandensein eines gerade nicht konfluierenden
Plaquemusters gekennzeichnet ist. Um die Phagen aus dem Softagar zu extrahieren
wurden 2 ml LB mit 5 mM CaCl, zugegeben, die Softagarschicht mit einem
Glasspatel zerkleinert, gevortext und der Agar durch Zentrifugation bei 9000 rpm fur
10 Minuten von dem Phagenlysat abgetrennt. Dieses wurde sterilfiltriert (0.2 um

Filter) und bei 4 °C gelagert.

Transduktion

Der in 20 ml LB Uber Nacht (37 °C, 150 rpm) kultivierte Empfangerstamm SA113
wurde wie bei der Herstellung des Phagenlysats beschrieben mit dem gewonnen
Phagenlysat gemischt (Verdiinnungen 10 bis 10 in Phagenpuffer) und 15 Minuten
bei RT inkubiert. Jeder Ansatz wurde mit 4 ml 50 °C warmem LB-softy ohne Zusatz
von CaCl, auf LB-Platten mit 5 pg/ml Erythromycin gegossen und tber Nacht bei
37 °C bebritet, da der Ausgangsstamm Newman mAH12 an Stelle der Deletion eine
Resistenzkassette gegen Erythromycin besitzt. Nach 24-48 Stunden bei 37 °C
wurden in der Regel Transduktanden selektioniert und sowohl phanotypisch
(Western-Blot, vgl. 3.2.2.2) als auch mittels “pulsed-field“ Gelelektrophorese (PFGE,
vgl. 3.2.2.3) Uberprift.

3.2.2.2 Kontrolle der Eap-Expression durch Oberflachenprotein-Extraktion und
Western-Blot-Analyse

Die bei der Phagentransduktion erhaltenen Transduktanten mit dem eap-Knockout
aus Newman mAH12 wurden phanotypisch auf die Expression von Eap uUberpuft.
Dazu wurden 10 ml LB-Medium mit einer ODggo von 0,1 aus Ubernachtkulturen der
Transduktanten und zur Kontrolle auch des Wildtyps (SA113) angeimpft. Die
Kulturen wurden bei 37 °C und 150 rpm bebritet bis eine ODgpo von ca. 1,0 erreicht
wurde (ca. 1,0 x 10° Zellen/ml). Dadurch, dass sich die Bakterien in der
exponentiellen Wachstumsphase befanden, sollte gewahrleistet werden, dass in
allen Proben eine mdglichst geringe Anzahl an toten Zellen vorhanden ist. Nachdem
die Kulturen zweimal mit PBS gewaschen wurden, wurde das Pellet in 300 ul

125 mM Tris-HCI mit 2 % SDS resuspendiert, in ein Eppendorf-Reaktionsgefal}
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Uberfihrt und 7 Minuten bei 95 °C inkubiert, um die Oberflachenproteine zu
extrahieren. Durch Zentrifugieren (4 °C, 10000 g, 10 min) wurden die Bakterien vom
Uberstand mit den Oberflachenproteinen abgetrennt. Dieser wurde abgenommen
und bei -20 °C gelagert. Jeweils 30 ul des Uberstandes wurden mit 10 pl 4 x LD
gemischt und erhitzt (10 min, 85 °C). Die so vorbereiteten Proben wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und durch eine Western-Blot-Analyse (vgl. 3.2.3.2 und
3.2.3.3) mit anti-Eap-Antikorpern auf die Anwesenheit von Eap uberpruft.

3.2.2.3 “Pulsed field“ Gelelektrophorese

Bei der Phagentransduktion einer Deletion von einem S. aureus Isolat in ein anderes,
kbnnen bei der Infektion des Empfangerstammes gréRere genetische
Rearrangements in dessen Genom auftreten. Um diesen unerwinschten
Nebeneffekt in den erhaltenen Transduktanden auszuschlie@en und, um
sicherzustellen, dass keine Kontaminanten selektioniert wurden, wurde eine “pulsed
field“ Gelelektrophorese (PFGE) durchgefihrt. Hierbei wird der “genetische
Fingerabdruck® der erhaltenen Transduktanden mit dem des Ausgangsstammes
verglichen. Dazu werden die aus dem Verdau mit Smal (einem Restriktionsenzym,
welches nur selten innerhalb des Genoms von S. aureus schneidet) resultierenden
Genomfragmente, die mehrere 100 kb lang sein kénnen, durch das PFGE-Verfahren
elektrophoretisch aufgetrennt. Bei dieser Sonderform der gelbasierenden,
elektrophoretischen Auftrennung, wird die Trennung der grof3en DNA-Fragmente
durch ihre unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeit in einem seine Richtung
regelmdRig wechselnden Feld erreicht. Diese Untersuchung wurde im

Diagnostiklabor unseres Instituts durchgefihrt.

3.2.3 Proteinbiochemische Methoden/Protein-Analytik:

3.2.3.1 Aufreinigung von Eap aus dem S. aureus Stamm Newman

Natives Eap wurde wie von Athanasopoulos beschrieben aus Newman aufgereinigt
(Athanasopoulos et al., 2006). Dazu wurden jeweils 5 ml einer Ubernachtkultur in 4 x
500 ml MBB uberfuhrt und bei 37 °C und 150 rpm Utber Nacht kultiviert. Die Kulturen
wurden bei 4 °C und 5000 g fur 15 Minuten pelletiert. Nach dem Waschen mit 150 mi
PBS, wurden sie in je 60 ml 1 M LiCl (pH 5,4 — 5,6) resuspendiert und fur 2 Stunden
bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. Durch Zentrifugation (4 °C, 5000 g, 15 min) wurden
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die zellularen Bestandteile vom Uberstand abgetrennt und dieser in sechs 20 cm
lange Dialyseschlauche (GroRe 10, Inf Dia 1/4%, 31.7 mm: 15M Approx., Medicell
International Ltd) dberfuhrt. Die Dialyseschlauche wurden vor der Nutzung
10 Minuten in 800 ml 2 % NaHCO3 mit 1 mM EDTA (pH 8.0) gekocht, nochmals
10 Minuten in 800 ml 1 mM EDTA (pH 8.0) gekocht und mit H,O gewaschen. Die
Proben wurden anschlieend zweimal etwa 45 Minuten in 3| PBS bei 4 °C unter
Ruhren dialysiert. Zum Konzentrieren der Proteinprobe wurden die Schlauche mit
PEG (Polyethylenglykol) bestreut und bei 4 °C fir 1 — 2 Stunden inkubiert. Darauf
wurden alle Proben vereinigt und sterilfiltriert (0,2 pum Filter). Dann wurde Eap durch
FPLC (BioLogic DuoFlow, Bio-Rad) uber eine Mono S 5/50 GL Saule (GE
Healthcare) mittels Kationen-Austauschchromatographie weiter aufgereinigt: die
Matrix der Mono S Saule besitzt negativ geladene Sulfonat-Gruppen, welche positiv
geladene Proteine wie Eap binden kdnnen, wahrend ungeladene oder negativ
geladene Proteine von der Saule gewaschen werden. Danach konnen die
gebundenen Proteine mit einem Elutionspuffer, der eine hohe Salzkonzentration
besitzt und in einem linearen Gradienten zugegeben wird, wieder von der Saule
geldst werden. Jedes Protein wird aufgrund seiner Bindungseigenschaften bei einer
bestimmten Salzkonzentration durch die positiven lonen des Elutionspuffers von den
Bindungsstellen der Matrix verdrangt und von der S&ule eluiert. Zum Waschen der
Saule wurde Puffer A (50 mM Tris, 300 mM NacCl, pH 8,2) und zum Eluieren von Eap
ein linearer Gradient aus Puffer A und Puffer B (50 mM Tris, 1 M NaCl, pH 8,2)
verwendet. Das Eluat wurde in Fraktionen von je 2 ml aufgefangen, diese wurden
mittels SDS-PAGE Uberprift und die Eap-positiven Fraktionen vereinigt. Die
Aufkonzentrierung und Umpufferung dieser Proben erfolgte mit Hilfe von Centricons
(Centriplus, Millipore) nach Herstellerangaben. Das aufgereinigte Protein wurde
sterilfiltriert und bei -70 °C eingefroren. Eap wurde von Julia Schmitt und Karin Hilgert
aufgereinigt (Institut fir medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Uniklinik Homurg).
Zur Konzentrationsbestimmung von Eap wurde das BCA™ Kit (Thermo Scientific)
verwendet. Endotoxin-Freiheit wurde mit Hilfe des Limulus Amoebocyte Lysate-Kits
(Lonza) getestet. Beide Kits wurden nach den Angaben der jeweiligen Hersteller
durchgefuhrt. Um eine Kontamination der Aufreinigung mit LTA auszuschliel3en,
wurde in den Versuchen eine Kontrolle mit durch Proteinase K verdautem Eap

mitgefuhrt.
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3.2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Bei der SDS-Page werden Proteine entsprechend ihrer Molekulgrofl3e
elektrophoretisch aufgetrennt. Nachdem das anionische Detergenz SDS an die
Proteine gebunden hat, weisen sie eine konstante, negative Ladungsverteilung auf,
so dass die Wanderung im elektrischen Feld nicht mehr von der Eigenladung der
Proteine, sondern von der Molekulgré3e abhangt.

Das ,engmaschige“ Trenngel, in welchem die Grol3enauftrennung stattfindet, hatte in
der Regel einen Acrylamidgehalt von 10 % und wurde nach Zugabe von APS und
TEMED zwischen zwei Glasplatten gegossen. Nach der Polymerisation wurde es mit
dem ,weitmaschigen® 5%igen Sammelgel, welches der Aufkonzentrierung der
Proben dient, Uberschichtet. Das vollstandig auspolymerisierte Gel wurde in die
Gelkammer gespannt und mit SDS-Laufpuffer Uberschichtet. Die Proteinproben
wurden in 4 x LD aufgenommen und fur 10 Minuten bei 85 °C gekocht, bevor sie in
die Taschen des Sammelgels eingefullt wurden. Die Proteinauftrennung erfolgte bei
100 V. Nach der Auftrennung, wurde eine Immunoblot-Analyse (vgl. 3.2.3.3)

angeschlossen, um einzelne Proteine mit spezifischen Antikorpern zu detektieren.

3.2.3.3 Immunoblot-Analyse (Western-Blot)

Bei der Immunoblot-Analyse (Western-Blot) werden zuvor durch SDS-Page
separierte Proteine antikérpervermittelt detektiert. Dazu wurden die aufgetrennten
Proteine aus dem Acrylamidgel durch Elektrotransfer in einer Blot-Kammer (Trans-
Blot SD Semi-dry Transfer Cell, Bio-Rad) auf eine Protan Nitrocellulose Membran
(Whatman) tibertragen. Membran und Filter wurden zuvor im Transferpuffer inkubiert.
Zum Blotten wurde fur 1 Stunde eine von der Anzahl und Gréf3e der Blots abhéngige
Stromstéarke angelegt (eine Membran: 55 mA; zwei Membranen: 110 mA). Danach
wurden die noch freien Bindungsstellen der Membran fur 1 Stunde in 3%iger
Magermilch in TBS/T geblockt. Anschliel3end wurde die Membran mit dem fir das zu
detektierende Protein spezifischen primaren Antikérper (verdunnt in 3%iger
Magermilch) bei 4 °C Uber Nacht inkubiert (vgl. 3.1.4). Im Anschluss wurde 3x fur
15 Minuten bei RT mit TBS/T gewaschen und der entsprechende Meerrettich-
Peroxidase (HRP) gekoppelte Sekundarantikérper fir 1 Stunde bei RT zugegeben.
Um ungebundenen Antikdrper zu entfernen, wurde die Membran erneut 3x fir
15 Minuten bei RT gewaschen, bevor die Banden mit Hilfe des ECL™ Western

Blotting Detection Reagents (GE Healthcare) sichtbar gemacht wurden. Dabei wird
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das in der ECL-LOosung enthaltene Substrat von HRP unter Abstrahlung von
Lumineszenz umgesetzt. Diese Lumineszenz wurde mit dem Molecular Imager
ChemiDoc XRS System (Bio-Rad) dokumentiert. Die Bandenintensitat wurde mit
QuantityOne (Bio-Rad) bestimmt und jeweils auf GAPDH oder [(-actin als

Ladungskontrolle normalisiert.

3.2.3.4 Ernten von Ganzzell-Lysaten

Zur Gewinnung des Gesamtzellproteins, wurden die Zellen einer 6-Loch-Platte
zweimal mit PBS gewaschen und durch Zugabe von 350 ul kaltem RIPA-Puffer
lysiert. Die lysierten Zellen wurden abgeschabt, in Eppendorfgefal tberfihrt und
15 sec bei 50 Watt sonifiziert. Anschlieend wurden Zelldebris bei 5000 g 10 Minuten
pelletiert. Jeweils 30 pl des Uberstandes wurden mit 10 pl LD versetzt, 10 Minuten
bei 85 °C gekocht und mittels SDS-Page und Western-Blot analysiert. Wahrend der
gesamten Versuchsdurchfuhrung befanden sich die Proben auf Eis, um
Proteindegradation zu verhindern.

3.2.3.5 Zellfraktionierung

Um das Gesamtzellmaterial in drei Fraktionen (Zelldebris/Nuclei, Zellmembran,
Cytosol) aufzutrennen, wurde eine grobe Zellfraktionierung mittels Zentrifugation
durchgefuihrt. Dazu wurden die Zellen einer 6-Loch-Platte zweimal mit PBS
gewaschen, mit 400 pl kaltem Homogenisierungs-Puffer abgeschabt und in
Eppendorfgefal3e Uberfuhrt. Die Proben wurden 20 sec bei 50 Watt sonifiziert,
anschlieend wurden grobe Zelldebris und die Nuclei 5 Minuten bei 500 g und 4 °C
abzentrifugiert. Die oberen 350 pl des Uberstandes wurden in ein neues
Reaktionsgefald tberfihrt. Die Pelletierung der Membran erfolgte durch 45 minutige
Zentrifugation bei 20.000 g und 4 °C. Die oberen 200 pl des so entstandenen
Uberstandes entsprachen der Cytosol-Fraktion und wurden erneut in ein
ReaktionsgefaR uberfuhrt, wahrend der untere Teil des Uberstandes verworfen
wurde. Das membranhaltige Pellet wurde mit Homogenisierungspuffer gewaschen
und anschlieend in 200 pl Homogenisierungspuffer mit 1 % TritonX100
resuspendiert.

Jeweils 24 pl der Cytosol- und Membran-Fraktionen wurden mit 8 pl LD versetzt,
10 Minuten bei 85 °C gekocht und mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert.
Wahrend der gesamten Versuchsdurchfihrung befanden sich die Proben auf Eis, um
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Proteindegradation zu verhindern. Da Cadherin nur in der Membran und GAPDH nur
im Cytosol vorhanden ist, wurde die Reinheit der Fraktionen durch Detektion dieser

Proteine im Western-Blot Uberpift.

3.2.3.6 Bestimmung der Proteinkonzentration (BCA- und Bradford-Assay)

Die Konzentration von Proteinproben wurde entweder mit dem BCA™ Protein Assay
Kit (Thermo Scientific) oder mit dem Bradford Assay (BioRad) bestimmt. Ersteres
beruht auf der Reduktion von Cu?* zu Cu* durch Proteine, wobei Cystein, Cystin,
Tyrosin, Tryptophan und die Peptidbindung reduzierend wirken. Der violette
Farbkomplex, welcher von BCA und Cu” gebildet wird und ein Absorptionsmaximum
von 562 nm besitzt, kann photometrisch gemessen werden. Das Prinzip der
Proteinbestimmung nach Bradford besteht darin, dass in saurer Losung befindliches
Coomassie Brilliant-Blau G-250 an kationische und unpolare Teile von Proteinen
bindet und daraus eine Verschiebung des Absoptionsmaximums von A = 465 nm
nach A = 595 nm resultiert, welche photometrisch gemessen werden kann. Beide
Assays wurden nach den Angaben der Hersteller durchgefiihrt. Dazu wurde jeweils
eine Eichgerade mit verschiedenen Mengen an Rinderserumalbumin (BSA) (5 bis
200 ug) erstellt, um aus den gemessenen Absorptionen die Regressionsgerade zu
berechnen, mit deren Hilfe die Proteinkonzentration der Proben ermittelt werden

konnte.

3.2.3.7 Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Eap

Natives Eap (26 pg) wurde in 1 x alkalischer Phosphatase-Puffer (Fermentas) mit
1 pl alkalischer Phosphatase (Fermentas) 30 Minuten bei 37°C inkubiert, um es zu
dephosphorylieren, oder in Acetylphosphat-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 7,4) mit
4,2 mM Acetylphosphat (Fluka), um es zu phosphorylieren. Das unbehandelte Eap
wurde ebenso inkubiert. AnschlieBend wurde mit MCDB™ Medium auf 650 pl
aufgefullt (40 ug/ml). Pro Ansatz wurden 300 ul davon eingesetzt. Um einen Effekt
der alkalischen Phosphatase oder von Acetylphosphat auf die Internalisierung
auszuschliel3en, wurde ein weiterer Ansatz, bei dem Eap durch das gleiche Volumen

PBS ersetzt wurde, im Versuch verwendet.
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3.2.4 Infektionsexperimente

Keratinozyten wurden so in 24-Loch Platten ausgeséat, dass nach eintagiger
Kultivierung Konfluenz erreicht wurde (ca. 4,0 x 10° Zellen/Loch). Um gereifte
Keratinozyten zu generieren, wurden die konfluenten Zellen fir weitere 2 bzw.
7 Tage kultiviert.

Die Keratinozyten wurden mit Eap in den angegebenen Konzentrationen (0,3 ml pro
Ansatz, in MCDB" verdinnt) 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde mit
PBS gewaschen, um Uberschiissiges Eap zu entfernen, und 0,3 ml MCDB’
zugegeben. Wahrenddessen wurden die Bakterien 5 Minuten bei 4000 rpm pelletiert,
mit PBS gewaschen und in PBS resuspendiert. Filtration durch einen 0,5 um Filter
diente der Vereinzelung der Bakterien. Danach wurden die ODgy gemessen und
eine 10°® Verdiinnung zur Kontrolle der aus der ODgyo berechneten CFU ausplattiert.
Die Keratinozyten wurden mit 100 Bakterien pro eukaryotischer Zelle (Mol,
multiplicity of infection) inokuliert. In der Regel wurden die infizierten Zellen
90 Minuten bei 37 °C ko-kultiviert.

3.2.4.1 Adhéasionsassay

Vor der Bestimmung der bakteriellen Adhasion wurden die infizierten Zellen grindlich
mit PBS gewaschen, um ungebundene Bakterien zu entfernen. Die darauffolgende
Zugabe von 0,5%igem Trypsin (Biochrom) resultierte im Ablosen der infizierten
Keratinozyten, welche anschlieRend durch die Zugabe von Wasser und Sonifizierung
(50 Watt, 15 sec) lysiert wurden. Die daraus resultierenden adharenten (und
aufgrund der vergleichbar geringen Zahl vernachlassigbaren, intrazellularen)
Bakterien wurden seriell verdinnt und die ,colony forming units“ (CFU) durch

Ausplattieren auf Muller-Hinton Agarplatten bestimmit.

3.2.4.2 Internalisierungsassay

Nach der Infektionszeit (in der Regel 90 Minuten) wurde das Medium durch 0,2 ml
MCDB™ mit 20 pg/ml Lysostaphin (Genmedics) und 100 pg/ml Gentamycin (Merck)
ersetzt und 1 Stunde bei 37 °C inkubiert, um die extrazellularen, nicht internalisierten
Bakterien abzutdoten. Nach dem Waschen mit PBS resultierte die Zugabe von
0,5%igem Trypsin (Biochrom) im Ablosen der infizierten Keratinozyten, welche

anschlieBend durch die Zugabe von Wasser und Sonifizierung (50 Watt, 15 sec)
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lysiert wurden. Die intrazellularen Bakterien wurden seriell verdunnt und die ,colony

forming units“ (CFU) durch Ausplattieren auf Miller-Hinton Agarplatten bestimmt.

3.2.4.2.1 Analyse der Internalisierung mit Durchflusszytometrie (Facs-Analyse)

Das Internalisierungsassay wurde wie oben beschrieben mit HOM 70 (SA113 GFP),
welcher konstitutiv GFP exprimiert, durchgefihrt. Nach dem Abldsen der infizierten
Keratinozyten mit Trypsin, erfolgte die Analyse durch ,fluorescence-activated cell
sorting“ (Facs, CellQuestPro, Becton Dickinson). Gleichzeitig konnten Proliferation

und Apoptose im Facs gemessen werden (vgl. 3.2.5.1 und 3.2.5.2).

3.2.4.2.2 Langzeitkultivierung

Das Internalisierungsassay wurde wie oben beschrieben durchgefuhrt. Nach dem
Verdau der extrazellularen Bakterien wurden die infizierten Keratinozyten in
Anwesenheit von 100 pg/ml Gentamycin bis zu 48 Stunden weiter kultiviert bevor die

internalisierten Bakterien wie beschrieben bestimmt wurden.

3.2.4.2.3 Inhibition der Internalisierung

HaCaT-Zellen wurden mit Cytochalasin D, Genistein oder Src-Inhibtor 1 in den
angegebenen Konzentrationen 1 Stunden bei 37°C vorinkubiert. In Experimenten mit
Eap-Vorinkubation erfolgte dies in Anwesenheit von 40 ug/ml Eap. AnschlieRend
wurde die Internalisierung wie oben beschrieben mittels Internalisierungsassay

bestimmt.

3.2.5 Untersuchung der Eigenschaften von Keratinozyten mit

Zellkultur-Assays

3.2.5.1 Proliferationsassay mit dem Click-it® Edu Flow Cytometry Assay Kit

Bei Edu (5-ethynyl-2'-deoxyuridine) handelt es sich um ein Nukleosid-Analogon von
Thymidin, welches wéhrend der bei der Proliferation stattfindenden DNA-Synthese in
die DNA eingebaut wird. Dieses kann durch eine von Cu®" katalysierte, kovalente
Bindung eines Alexa-Fluor® 647 gekoppelten Azids detektiert werden.

Dazu wurde in zu 50 % konfluente 6-Loch Platten 1,5 ml Proliferationsmedium
(MCDB" fiir HaCaT, KBM"™ fiir NHEK mit jeweils 50 ng/ml KGF; oder MCDB" fiir
HaCaT; KBM" fur NHEK) mit den angegebenen Eap-Konzentrationen gegeben und
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fur 16 Stunden bei 37 °C weiterkultiviert (0-20 pg/ml; 20 pg/ml mit Proteinase K
verdautes Eap diente als Negativkontrolle). Bei HaCaT-Zellen wurde nach
13 Stunden 3 pul Edu pro Loch hinzugefugt, wahrend dies bei NHEK aufgrund der
langsameren Proliferationsrate bereits nach 4 Stunden geschah. Im Anschluss an die
16 Stunden-Inkubation wurde Edu entsprechend der Herstellerangaben detektiert.
Dabei wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert bevor die kovalente Reaktion
zwischen Edu und dem Alexa-Fluor® 647 gekoppelten Azid stattfinden konnte.

Dieses wurde bei der anschlieRenden Facs-Analyse detektiert.

3.2.5.2 Apoptoseassay

Das Apoptoseassay beruht auf der Bindung von AnnexinV an Serinreste, welche
ausschlieBlich wahrend der Apoptose auf der extrazellularen Zelloberflache
vorhanden sind. Im Gegensatz dazu kann Propidiumiodid nur in Zellen mit einer
I6chrigen Zellmembran eindringen und diese anfarben. Da das bei spatapoptotischen
und nekrotischen Zellen der Fall ist, sind diese mittels Propidiumiodid-Farbung von
frihapoptotischen Zellen unterscheidbar.

Dazu wurden 6 bzw. 24 Loch-Platten entweder wie beim Proliferationsassay (vgl.
3.2.5.1) oder wie beim Internalisierungsassay (vgl. 3.2.4.1) beschrieben mit
Keratinozyten angeimpft und entsprechend mit Eap und Bakterien inkubiert.

Zu den angegebenen Zeiten wurden die Zellen durch Trypsinierung geerntet. Eine
Zellzahl von 10" Zellen/ml wurde in Annexin-Bindungspuffer eingestellt, wovon 10°
Zellen 20 Minuten mit 3 pl AnnexinV-AlexaFluor647 bei RT inkubiert wurden. Die
letzten 5 Minuten wurde zu jedem Ansatz zusatzlich 1 pl Propidiumiodid gegeben.
Nach dem Waschen mit PBS wurden die gefarbten Zellen mittels Facs analysiert,
wobei frih apoptotische Zellen positiv fur AnnexinV  waren, wahrend
spatapoptotische und nekrotische Zellen eine gleichzeitige Farbung mit AnnexinV
und Propidiumiodid aufwiesen.

3.2.5.3 Migrationsassay

Zur Bestimmung der Migrationsgeschwindigkeit wurde ein Wundassay verwendet.
Hierbei wurde eine zellfreie Licke im konfluenten Zellrasen mit Hilfe von IBidi-
Zellkulturinserts generiert und anschlieend durch Migration geschlossen. Nach einer
bestimmten Inkubationszeit wird die geschlossene Flache ausgemessen und der

Prozentsatz von Proben ohne Zuséatze mit dem von Proben mit Zuséatzen verglichen.
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Dazu wurden Keratinozyten so in 24-Loch Platten mit Ibidi-Zellkultureinsatzen
ausgesat, dass nach eintagiger Kultivierung Konfluenz erreicht war (ca. 1,2 x 10°
Zellen/Loch). Morgens wurde das Medium gegen 1,0 ml Migrationsmedium (MCDB"
mit 200 ng/ml EGF bei HaCaT, KBM™ mit 100 ng/ml EGF bei NHEK) mit Eap in den
angegebenen Konzentrationen und 5 pl Aphidicolin pro Loch ausgetauscht.
Aphidicolin inhibierte die Proliferation zu 99% ohne Apoptose zu induzieren, wéahrend
EGF die Migration stimulierte. Nach 2 stundiger Inkubation bei 37°C wurden die
Zellkultureinséatze entfernt. Das dadurch generierte zellfreie Gebiet sollte wéahrend
der darauffolgenden Inkubation durch Migration geschlossen werden. In den Proben
ohne Eap erfolgte dies bei HaCaT in der Regel innerhalb von 8 Stunden und bei
NHEK innerhalb von 12 Stunden. Anschlielend wurden die Zellen gewaschen, mit
3,7% Formaldehyd fixiert, mit 0,1% TritonX100 permeabilisiert und mit Dapi
angefarbt (1:1000 verdiinnt, 30 min RT). Die Dokumentation erfolgte bei 100-facher

VergréRerung an einem Zeiss Mikroskop (Durchlicht und Dapi-Filter).

3.2.5.4 Untersuchung der Keratinozyten-Differenzierung

Mit zunehmender Differenzierung exprimieren Keratinozyten eine Reihe von
Proteinen. Keratinl0 wird bereits sehr frih exprimiert, wéhrend Involucrin und
Filaggrin erst in fast ausdiffernzierten Zellen exprimiert werden. Dementsprechend ist
Keratinl0 ein geeigneter Marker fur frihe Differenzierung und Involucrin bzw.
Filaggrin fur spate Differenzierung.

Um die Differenzierung von Keratinozyten zu bestimmen, wurden diese so in 6 Loch-
Platten ausgesét, dass nach 4 Tagen maximal 80%ige Konfluenz erreicht wurde. Da
FCS eine nicht genau angegebene und zudem variable Menge an CaCl, enthalt,
wurden bei diesem Versuch sowohl NHEK als auch HaCaT serumfrei in KBM*
kultiviert. An Tag 1 nach dem Ausséen wurde das alte Medium entfernt und durch
Medium mit Zusatzen ersetzt. Dabei blieb ein Ansatz jeweils unbehandelt, einer
wurde mit 3 pg/ml Eap und einer mit 6 pg/ml Eap versetzt, wahrend ein Ansatz als
Positivkontrolle diente, indem die Differenzierung mit 1,5 mM CacCl, induziert wurde.
Nach 3 tagiger Kultivierung mit den Zuséatzen, wurden an Tag 4 sowohl Proteine als
auch RNA geerntet und mittels Western-Blot und quantitativer Real-time PCR
analysiert (QRT-PCR).
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3.2.5.4.1 Untersuchung der Zelldifferenzierung durch den Nachweis von Proteinen

Parallel zur Isolierung von RNA fir die Real-time PCR wurden von jedem Ansatz
auch die Proteine in Form eines Ganzzell-Lysats isoliert. Dies wurde wie unter
3.2.3.4 beschrieben durchgefiihrt. Anschliel3end wurden Keratin10, Involucrin und als
Ladekontrolle B-actin nach der GrofRenauftrennung mittels SDS-Page im Western-
Blot (vgl. 3.2.3.2 und 3.2.3.3) detektiert.

3.2.5.4.2 Untersuchung der Differenzierung mit quantitativer Real-time PCR

Zur Bestimmung der Transkriptionsrate der Gene, die mit fortschreitender
Differenzierung der Keratinozyten verstarkt exprimiert werden, wurde die Methode
der quantitativen real-time PCR (qRT-PCR) verwendet. Da die isolierte mRNA nicht
mit Hilfe einer PCR detektiert werden kann, wurde sie in cDNA umgeschrieben und in
einer anschlieBenden, quantitativen PCR mit spezifischen Primern und Sonden

analysiert.

RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung aus den Keratinozyten wurde mit dem NucleoSpin RNA 11-Kit von
Macherey-Nagel nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nach der
Homogenisierung wurde das Lysat auf eine Saule aufgetragen. Die Nukleinsauren
wurden von der in der Sdule enthaltenen Matrix gebunden, mit DNase behandelt und
nach mehreren Waschschritten eluiert. Die Konzentration und Reinheit der so
isolierten RNA wurde photometrisch bei 260 nm und 280 nm im NanoDrop bestimmt.
Um mogliche Kontaminationen mit DNA zu beseitigen, wurden 5 ug jeder Probe
erneut mit RNase-freier DNase (Turbo-DNA-free™ Kit (Ambion)) nach dem Protokoll
des Herstellers behandelt. Anschliel3end erfolgte die Umschreibung der RNA in
cDNA mit dem High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)
gemald den Herstellerangaben. Wahrend der 10 minttigen Inkubation bei 25 °C
erfolgte die Bindung des oligo dT-Primers an die Poly A(+) -RNA, die zweistindige
cDNA-Synthese fand anschlieBend bei 37 °C statt, gefolgt von einer 2 minttigen

Hitzeinaktivierung bei 85 °C.

gRT-PCR
Bei der quantitativen Real-time PCR wird die gewonnene cDNA nach dem Prinzip

der herkbmmlichen PCR amplifiziert, gleichzeitig ist die Quantifizierung der neu
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gebildeten DNA mittels Hydrolysesonden maéglich. Die Sonden stammen aus dem
,Universal Probe Library System® der Firma Roche, welches 165 verschiedene, 8-9
Nukleotid lange Sonden umfasst. Aufgrund der kurzen Sequenz wird fast das
gesamte Genom mit diesen Sonden abgedeckt. Bei der Analyse der Keratinl0
Transkriptionsrate wurde die Sonde Nummer 45 verwendet, bei Involucrin Sonde
Nummer 11 und bei RPL13a Sonde Nummer 28. Am 5 Ende ist jede Sonde mit
einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (6-Carboxyfluorescein-phosphoramidit) (F) und
am 3" Ende mit einem dark Quencher (Q) gekoppelt. Die Fluoreszenz des Reporter-
Fluorophors wird in den Hydrolysesonden aufgrund der raumlichen Nahe durch
Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) auf den Quencher unterdrickt (vgl.
Abb. 3-1).

Primer

Amplifikation

Fluoreszenz V@» “ Dg “ @

Abb. 3-1: Quantifizierung der Nukleinsduren mit Hilfe von Hydrolysesonden bei der
gRT-PCR. Wahrend des PCR-Zyklus hybridisieren Primer und Sonde mit dem
komplementaren DNA-Strang. Die Fluoreszenz des Reporter-Fluorophors (F) wird bei
intakten Hydrolysesonden durch den Quencher (Q) mittels Fluoreszenz Resonanz Energie
Transfer (FRET) unterdriickt. Bei der Synthese des Gegenstrangs durch die Tag-
Polymerase wird die Sonde aufgrund der 5°-3'-Exonucleaseaktivitdit der Polymerase
hydrolisiert. Durch die raumliche Trennung von Reporter und Quencher, wird das
Fluoreszenzsignal nicht langer unterdriickt und kann gemessen werden.

Dieser gibt die Ubertragene Energie in Form von Warme ab. Wéhrend eines PCR-

Zyklus hybridisieren Primer und Sonde zunachst mit dem komplementaren DNA-
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Strang (eine Ubersicht tiber die verwendeten Primer und Sonden ist in Tabelle 3-5
gegeben). AnschlieRend synthetisiert die synthetische Einheit der Tag-Polymerase
den Gegenstrang. Aufgrund der 5°-3 -Exonucleaseaktivitat der Polymerase wird die
Sonde dabei hydrolysiert. Durch die rédumliche Trennung von Reporter und
Quencher, wird das Fluoreszenzsignal nicht langer unterdriickt und wird proportional
zu der Menge an PCR-Produkt intensiver. Je starker das Signal ist und je friher es
sich detektieren lasst, desto mehr cDNA befindet sich in dem Ansatz. Die gRT-PCR

wurde von Anna Schneider (Institut fr Virologie, Uniklinik Homburg) durchgefihrt.

Der Mix fur die PCR wurde wie folgt zusammenpippetiert:

Komponente Menge
MgCl, 2,3,4 oder 5 uM
10 x Tag-Puffer 2 ul
TE-SS 40 ng/ul 1l
DMSO 1u
Tween 20, 10% 1l
BSA 20 ng/ul 0,5 ul
d'NTPs 10 mM 0,4 pl
Sonde 1 uM 0,8 ul
Sense Primer 10 uM 0,5 ul
Antisense Primer 10 uM 0,5 ul
Tag-Polymerase 5 U/ul 0,1 ul
PCR-Wasser auf 15 pl

15 ul des Mixes wurden pro Loch einer 96 Loch Platte pipettiert und je 5 pl der cDNA
Verdinnung dazugegeben. Anschlielend wurde die cDNA im LightCycler mit einem
PCR-Programm fur UPL-Sonden amplifiziert und das Fluoreszenzsignal detektiert.

Um die Menge der cDNA quantifizieren zu kénnen, wird ein Standard benotigt. Dazu
wird statt der cDNA eine Verdunnungsreihe eines Plasmides, welches das zu
detektierende Gen tragt, in der qRT-PCR eingesetzt. Durch Sequenzierung des
Plasmids ist die Grol3e des Inserts bekannt, so dass die Menge der Amplifikate pro
Verdinnung berechnet und mit den gemessenen ct-Werten eine Standardkurve
erstellt werden kann. Unter dem ct-Wert (cycle threshold) verstent man die Nummer

des Amplifikationszyklus in dem das Fluoreszenzsignal erstmals signifikant Uber die
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Hintergrundfluoreszenz ansteigt. Mit Hilfe der Standardkurve lassen sich die
Konzentrationen zu den gemessenen ct-Werten berechnen.

Die Expression der mRNA der verschiedenen Gene wurde mit Hilfe des
Housekeeping-Gens RPL13a normiert. Diese Werte wurden fir die statistische
Auswertung benutzt. Zur 0Ubersichtlicheren Darstellung wurden die Werte
anschlieBend auf die Kontrolle ohne Zusatze normiert und in einem Schaubild
graphisch dargestellt.

Gen Primer Primer-Sequenz Sonde

e
forward 5°-AAGGGATCAGCAGCTAAACAAA-3°
involucrin 11
reverse 5 -TTGATCCAGTTGCTGGTCTAAG-3

forward 5 -AAACCATCGATGACCTTAAAAATC-3

keratin 10 45
reverse 5-GCGCAGAGCTACCTCATTCT-3"

forward 5 -AGCGGATGAACACCAACC-3°
rpll3a 28
reverse 5-TTTGTGGGGCAGCATACTC-3"

Tab. 3-5: Ubersicht liber die in dieser Arbeit bei der qRT-PCR verwendeten Primer und
Sonden.

3.2.5.5 Erk-Phosphorylierung

Zur Bestimmung der Phosphorylierung von Erk1/2 wurden unter serumreduzierten
Bedingungen kultivierte HaCaT nach Eap-Vorinkubation mit KGF stimuliert, um die
Phosphorylierung anzuregen. AnschlieBend wurde das Gesamtzellprotein geerntet
und nach GroRenauftrennung in der SDS-Page mittels Western-Blot analysiert.

Dazu wurden HaCaT subkonfluent in 6 Loch-Platten ausgesat und tber Nacht in
MCDB™ Medium mit 0,5 % FCS kultiviert. Morgens wurde das Medium durch MCDB"
ersetzt. Nach 4 Stunden wurde Eap in den angegebenen Konzentrationen zu den
Ansatzen gegeben und die Zellen eine weitere Stunde bei 37 °C inkubiert. Im
Anschluss wurde das Medium maoglichst vorsichtig abgenommen, gewaschen und
vorgewarmtes MCDB™ mit 50 ng/ml KGF zugegeben, um die Phosphorylierung von
Erk 1/2 zu induzieren. Nach den angegebenen Zeiten wurde das Gesamtzellprotein
wie unter 3.2.3.4 beschrieben geerntet, mittels SDS-Page aufgetrennt und in einem
Western-Blot mit spezifischen Antikdrpern gegen phospho-Erk1l/2 analysiert (vgl.
3.2.3.2und 3.2.3.3).



Material und Methoden 52

3.2.6 Immunfluoreszenz-Farbung

Die Detektion von Eap erfolgte durch monoklonale Maus-anti-Eap-Antikdrper oder
durch polyklonale Kaninchen-anti-Eap-Antikorper, welche anschlieBend mit
sekundaren, Alexa-Fluor®488-konjugierten anti-Maus- bzw. anti-Kaninchen-

Antikdrpern angefarbt und im Fluoreszenzmikroskop dokumentiert wurden.

3.2.6.1 Immunfluoreszenz-Farbung von extrazellularem Eap

In ,chambered cover-slips® (LabTek) kultivierte HaCaT-Zellen wurden 1 Stunde bei
37 °C mit 5 pg/ml Eap inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden sie 20
Minuten mit 3,7 % Formaldehyd bei Raumtemperatur fixiert und erneut gewaschen.
Unspezifische Bindungsstellen wurden mit 5% BSA in PBS (Blockierungslosung)
30 Minuten blockiert. Die Detektion von extrazellularem Eap erfolgte 2 Stunden bei
Raumtemperatur durch monoklonale Maus-anti-Eap-Antikorper (1:1000 verdunnt in
Blockierungslésung). Alternativ.  wurden unspezifische Maus-IgGs gleicher
Konzentration als Kontrolle verwendet. Nach dreimaligem Waschen mit
Blockierungslésung wurden die primaren Antikdrper mittels sekundaren, Alexa-
Fluor®488 konjugierten anti-Maus-Antikérpern (1:500, 1 h, RT, dunkel) angefarbt.
Die gewaschenen HaCaT wurden anschlie3end durch 30 mindtige Inkubation mit
1% TritonX100 in Blockierungslosung permeabilisert, worauf die Proben erneut
gewaschen und mit einem Mix von Phalloidin-TRITC (1:500) und Dapi (1:2000) in
Blockierungslésung fur 30 Minuten inkubiert wurden (RT, dunkel), um F-Aktin und
Nuclei anzufarben. SchlieBlich wurden die gefarbten HaCaT funf Mal in
Blockierungslésung gewaschen, in ,mounting medium“ (MobiTec) eingedeckt und im

Fluoreszenzmikroskop analysiert.

3.2.6.2 Immunfluoreszenz-Farbung von intrazellularem Eap

In ,chambered cover-slips“ (LabTek) kultivierte HaCaT-Zellen wurden 1 Stunde bei
37 °C mit 5 pg/ml Eap inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden sie
20 Minuten mit 3,7 % Formaldehyd bei Raumtemperatur fixiert und erneut
gewaschen. Extrazellulares Eap wurde durch Inkubation mit polyklonalen Kaninchen-
anti-Eap-Antikérpern in Blockierungslosung blockiert (1:100, 1 h, RT). Die
gewaschenen HaCaT wurden anschlieRend durch 30 minutige Inkubation mit 1 %
TritonX100 in Blockierungslésung permeabilisert, worauf die Proben erneut

gewaschen wund intrazellulares Eap 2 Stunden bei Raumtemperatur mit
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monoklonalem Maus-anti-Eap-Antikorper (1:1000 verdidnnt in Blockierungslosung)
detektiert wurde. Alternativ wurden unspezifische Maus-1gGs gleicher Konzentration
als Kontrolle verwendet. Nach dreimaligem Waschen mit Blockierungslosung wurden
die primaren Antikérper mittels sekundaren, Alexa-Fluor®488 konjugierten anti-
Maus-Antikérpern (1:500, 1 h, RT, dunkel) angefarbt. F-Aktin und Nuclei wurden
mittels Phalloidin-TRITC (1:500) und Dapi (1:2000) markiert. Schlie3lich wurden die
gefarbten HaCaT funf Mal in Blockierungslosung gewaschen, in ,mounting medium®

(MobiTec) eingedeckt und im Fluoreszenzmikroskop analysiert.

3.2.6.3 Immunfluoreszenz-Farbung von intrazellular sekretiertem Eap

In ,chambered cover-slips“ (LabTec) kultivierte HaCaT-Zellen wurden mit dem
S. aureus Wundisolat#30 90 Minuten infiziert (Mol 20). Nach dem Verdau der
extrazellularen Bakterien wurden die infizierten Keratinozyten in Anwesenheit von
20 pg/ml Lysostaphin und 100 pg/ml Gentamycin 24 Stunden weiter kultiviert. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen anschlieBend 20 Minuten mit
3,7 % Formaldehyd bei Raumtemperatur fixiert, erneut gewaschen und durch
30 mindtige Inkubation mit 1 % TritonX100 in Blockierungsldsung permeabilisert. Die
Blockierung der Antikorper-Bindungsstellen (wie zB Protein A) auf den Bakterien
erfolgte durch einstiindige Inkubation bei RT mit unspezifischen Maus-IgGs (1:100) in
Blockierungslésung. Worauf die Proben erneut gewaschen und Eap 4 Stunden bei
Raumtemperatur mit polyklonalen Kaninchen-anti-Eap-Antikérpern  (1:20.000
verdunnt in Blockierungslosung) detektiert wurde. Alternativ wurden unspezifische
Kaninchen-1gGs gleicher Konzentration als Kontrolle verwendet. Nach dreimaligem
Waschen mit Blockierungsldsung wurden die primaren Antikdrper mittels
sekundaren, Alexa-Fluor®488-konjugierten anti-Kaninchen-Antikérpern (1:500, 1 h,
RT, dunkel) angeféarbt, wahrend die Nuclei gleichzeitig mittels Dapi (1:2000) markiert
wurden. SchlieZlich wurden die gefarbten HaCaT finf Mal in Blockierungslosung
gewaschen, in ,mounting medium“ (MobiTec) eingedeckt und im

Fluoreszenzmikroskop analysiert.

3.2.7 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte fir abhé&ngige Proben mit dem Rangsummentest
von Wilcoxon (Wilcoxon signed-rank test) und flr unabhéangige Proben mit dem

Mann-Whitney U-Test, welche mit dem Programm “R” durchgefluhrt wurden. Sofern
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nichts anderes angegeben ist, wurde der Rangsummentest von Wilcoxon verwendet.
Ein niedrigerer p-Wert als 0,05 galt als statistisch signifikant (NS = nicht signifikant;
*<0,05; *<0,01; **<0,001). Die Ergebnisse wurden als Mittelwert mit dem
Standardfehler fur n unabhéngige, im Duplikat durchgefuhrte Experimente

dargestellt, sofern nichts anderes vermerkt wurde.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Eap ist im Cytosol von Keratinozyten vorhanden

Aufgrund der verstarkten Expression von Eap in Wunden (Joost et al., 2009), ergab
sich zunachst die Frage, ob dieses von S. aureus sekretierte Protein in das Cytosol
von Keratinozyten gelangen kann. Dazu wurden im Folgenden einerseits die
Aufnahme von extrazellularem Eap und andererseits die Expression durch

internalisierte Bakterien untersucht.

4.1.1 Aufnahme von extrazellularem Eap durch Keratinozyten

Um zu untersuchen, ob Keratinozyten von S. aureus sekretiertes Eap aufnehmen
kénnen, wurden HaCaT-Zellen mit aufgereinigtem Eap inkubiert und anschlieRend
mittels Immunfluoreszenzfarbung oder nach Zellfraktionierung die Cytosol- und
Membran-Fraktionen im Western Blot analysiert.

Um nach der Eap-Inkubation extrazellulares Eap von intrazellularem Eap mittels
Immunfluoreszenzfarbung unterscheiden zu kénnen, wurden zwei verschiedene
Farbe-Protokolle verwendet (vgl. Material und Methoden 3.2.6). Ohne
Permeabilisierung der HaCaT-Zellen resultierte die Inkubation mit Maus-a-Eap-
Antikdrpern in der Detektion des extrazellularen Eap. Sollte das aufgenommene Eap
angefarbt werden, wurde das extrazellulare Eap zunadchst durch Inkubation mit
Kaninchen-a-Eap-Antikdrpern blockiert. Anschliel3end erfolgte die Permeabilisierung
der Zellen und die Detektion des intrazellularen Eap mit Maus-a-Eap-Antikdrpern. In
beiden Versuchen wurden die Maus-a-Eap-Antikbrper schlieBlich  mit
AlexaFluor®488 konjugierten a-Maus-Antikorpern angefarbt. Des Weiteren wurden
die Nuclei mit Dapi und das Actin-Zytoskelett mit Phalloidin-TRITC sichtbar gemacht.
In der Abbildung 4-1 sind représentative mikroskopische Aufnahmen beider
Farbungen dargestellt. Adhérentes Eap auf der Zelloberflache (Abb. 4-7 A) ist
ebenso wie intrazellulares Eap (Abb. 4-7 B) im Cytosol deutlich anhand der griinen
Farbung erkennbar. Bei Zellinseln aus mehreren Keratinozyten erfolgte die

Aufnahme von Eap hauptsachlich in den am Rand gelegenen Zellen. Die Kontrolle
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mit unspezifischen Maus-Antikérpern war nach Farbung mit AlexaFluor®488

konjugierten a-Maus-Antikérpern negativ (Daten nicht gezeigt).

A) Adharentes Eap: B) Intrazellulares Eap:

Abb. 4-1: Detektion von adharentem und internalisiertem Eap durch
Immunfluoreszenz-Farbung. HaCaT-Zellen wurden 1 h mit 5 pug/ml Eap inkubiert.
AnschlieBend wurde extrazellulares (A) und intrazellulares (B) Eap gemall dem
Immunfluoreszenzfarbungs-Protokoll (vgl. 3.2.6) mit Eap-spezifischen und sekundaren
AlexaFluor®488 gekoppelten Antikbrpern detektiert (griin). Das Aktin-Zytoskelett wurde mit
Phalloidin-TRITC (orange) und der Nucleus mit Dapi (blau) angefarbt. Gezeigt sind
reprasentative mikroskopische Aufnahmen (400-fache Vergrof3erung).

Dieser erste Hinweis darauf, dass Eap von Keratinozyten aufgenommen wird, sollte
nach Fraktionierung des Gesamtzellmaterials mittels Western-Blot bestéatigt werden.
Nach der Inkubation mit steigenden Eap-Konzentrationen, wurde das geerntete
Gesamtzellmaterial dazu durch mehrere Zentrifugationsschritte in drei Fraktionen
aufgetrennt: die Membran-Fraktion, die Cytosol-Fraktion und eine Fraktion mit Nuclei
und Zelldebris. AnschlieBend fand die Detektion des adharenten Eap in der
Membran-Fraktion und des internalisierten Eap in der Cytosol-Fraktion mit a-Eap-
Antikdrpern im Western-Blot statt. Abbildung 4-2 A zeigt das Ergebnis eines
reprasentativen Blots, wahrend die Quantifizierung von vier Versuchen in Abbildung
4-2 B dargestellt ist. Dabei wurden die Bandenintensitdten von Eap auf die der
jeweiligen internen Kontrolle (Cytosol-Fraktion: GAPDH; Membran-Fraktion:
Cadherin) normiert und auf den Wert von 1 pg/ml Eap relativiert. Da GAPDH nur im
Cytosol vorhanden ist, wahrend Cadherin in der Membran lokalisiert ist, wurde die
Reinheit der Fraktionen mit Hilfe dieser Proteine bestatigt (Abb. 4-2 A).
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Abb. 4-2: Detektion von adharentem und internalisiertem Eap durch Zellfraktionierung
und Western-Blot-Analyse. HaCaT-Zellen wurden mit den angegebenen Eap-
Konzentrationen 15 min inkubiert. Nach Ernte und Fraktionierung des Gesamtzellproteins,
wurde Eap in der Membranfraktion und in der Cytosolfraktion mittels Western-Blot-Analyse
detektiert. In (A) ist ein représentativer Blot gezeigt und in (B) die Quantifizierung der
Bandenintensitdten mit anschlieender Normierung auf die interne Kontrolle (Cytosol-
Fraktion: GAPDH; Membran-Fraktion: Cadherin). Die Werte sind relativ zum Wert der Probe

mit 1 pg/ml Eap dargestellt. Gezeigt sind Mittelwerte aus je vier unabhéngigen Experimenten
mit den jeweiligen Standardfehlern.

Sowohl in der Cytosol- als auch in der Membran-Fraktion war eine
konzentrationsabhangige Zunahme von Eap feststellbar (Abb. 4-2 B). Das adhérente
Eap wurde durch Vorinkubation mit 20 statt 1 pg/ml Eap um den Faktor 12,9 erhdht,
wahrend das internalisierte Eap 11,0-fach anstieg.
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Die Immunfluoreszenz- und Zellfraktionierungs-Experimente zeigten damit
Ubereinstimmend, dass extrazellulares Eap nicht nur an HaCaT-Zellen adhériert,

sondern nach der Aufnahme auch intrazellular lokalisiert ist.

4.1.2 S. aureus exprimiert Eap intrazelluléar

Es ist bekannt, dass S. aureus in Wunden verstarkt Eap exprimiert (Joost et al.,
2011). Da sich der bakterielle Stoffwechsel nach der Invasion in Keratinozyten
verandert (Sendi und Proctor, 2009), wurde mittels Immunfluoreszenzfarbung
untersucht, ob Eap nach der Internalisierung im Cytosol weiterhin exprimiert wird.
Dazu wurden mit dem S. aureus Wundisolat #30 infizierte HaCaT-Zellen (90 Minuten
Ko-Kultivierungszeit, Mol 20) in Anwesenheit von Lysostaphin und Gentamycin
24 Stunden  weiter  kultiviert.  AnschlieBend wurde Eap gemall dem
Immunfluoreszenzfarbungs-Protokoll intrazellular detektiert (vgl. 3.2.6.3) Dabei
erfolgte die Blockierung der bakteriellen Antikoérper-bindenden Proteine (wie z.B.
Protein A) durch Inkubation mit unspezifischen Maus-1gGs. Anschlie3end wurde Eap
mit polyklonalen Kaninchen-a-Eap-Antikorpern detektiert. Alternativ. wurden
unspezifische Kaninchen-lgGs als Kontrolle verwendet. Die primaren Antikorper
wurden von sekundéren, Alexa-Fluor®488-konjugierten o-Kaninchen-Antikdrpern
gun angefarbt, wahrend die Nuclei gleichzeitig durch Dapi blau markiert wurden. In
Abbildung 4-3 sind reprasentative Ergebnisse der Farbung dargestellt. Eap wurde
trotz Anwesenheit von bakteriellen, Antikorper-bindenden Proteinen spezifisch
detektiert, da bei der Kontrolle mit unspezifischen Antikbrpern kein Signal vorhanden
war (Abb. 4-3 C). Die Oberflache von S. aureus wies die hdchste Eap-Konzentration
auf. Des Weiteren wurde Eap nicht nur in unmittelbarer Nahe der Mikroorganismen
detektiert, sondern fand sich auch weiter entfernt im Cytosol und sogar im Cytosol
von Keratinozyten, die zu diesem Zeitpunkt nicht (mehr) mit S. aureus infiziert waren
(Abb. 4-3 A und B).

Diese Resultate zeigten, dass Eap ins Cytosol von Keratinozyten gelangen kann,

indem es von internalisierten Bakterien exprimiert wird.
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u-Eap-AlexaFluor438 Overlay

Abb. 4-3: S. aureus exprimiert Eap intrazellular in Keratinozyten. A und B: Mit dem
S. aureus Wundisolat #30 infizierte HaCaT-Zellen (90 min Ko-Kultivierungszeit, Mol 20)
wurden in Anwesenheit von Lysostaphin und Gentamycin 24 h weiter kultiviert. AnschlieRend
wurde Eap gemal dem Immunfluoreszenzfarbungs-Protokoll intrazellular mittels Kaninchen-
o-Eap-Ak detektiert, welche mit AlexaFluor®488 gekoppelt waren (griin). C: als Kontrolle
wurden alternativ unspezifische Kaninchen-Ak verwendet. Nuclei wurden mit Dapi angefarbt
(blau). Pfeile kennzeichnen stellvertretend einzelne Bakterien. Gezeigt sind reprasentative
mikroskopische Aufnahmen (400-fache Vergrof3erung).
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4.2 Auswirkungen von Eap auf die Epithelisation wahrend

der Wundheilung

Nachdem die bisherigen Resultate zeigten, dass Eap von Keratinozyten
aufgenommen wird und aufgrund der zentralen Rolle der Hautzellen bei der
Epithelisation, ergab sich die Frage, ob bzw. wie Eap diese wichtige Phase der
Wundheilung beeinflusst. Da die Wundoberflache dabei ausgehend von im
Wundrand vorhandenem, intaktem Epithelgewebe durch Migration, Proliferation und
Differenzierung geschlossen wird, um die urspringlich vorhandene, mehrschichtige
und differenzierte Epidermis wieder herzustellen (Martin, 1997, Singer und Clark,

1999), sollte der Einfluss von Eap auf diese Prozesse untersucht werden.

4.2.1 Inhibition der Migration durch Eap

Migration der Keratinozyten tber das Granulationsgewebe ist der erste Schritt der
Epithelisation und damit entscheidend fir die SchlieBung der Wundoberflache. Bei
diesem Prozess wandern die Zellen vom Wundrand zur Wundmitte (Kirfel und
Herzog, 2004, Morasso und Tomic-Canic, 2005). Im Folgenden wurde in einem
Wundassay untersucht, ob Eap die Migrationsgeschwindigkeit beeinflusst, indem
eine zellfreie Licke im konfluenten Zellrasen mit Hilfe von IBidi-Zellkulturinserts
generiert und die durch Migration geschlossene Flache anschlieRend dokumentiert
wurde.

Dazu sind Keratinozyten so in 24-Loch Platten mit Ibidi-Zellkultureinséatzen ausgesat
worden, dass nach eintagiger Kultivierung Konfluenz erreicht war. AnschlieBend
wurde das Medium durch Migrationsmedium (MCDB™ mit 200 ng/ml EGF bei HaCaT,
KBM® mit 100ng/ml EGF bei NHEK) ausgetauscht und mit dem
Proliferationshemmer Aphidicolin und Eap in den angegebenen Konzentrationen (O-
15 pg/ml) versetzt. Aphidicolin inhibierte die Proliferation zu 99 % ohne Apoptose zu
induzieren (Daten nicht gezeigt), wahrend EGF die Migration stimulieren sollte. Nach
zweistiindiger Inkubation wurden die Zellkultureinsatze entfernt. Das so generierte,
ca. 600 um breite, zellfreie Gebiet (Zeitpunkt O h) sollte wahrend der darauffolgenden
Inkubation durch Migration geschlossen werden. In Versuchen mit HaCaT-Zellen

wurden die Proben nach 8 Stunden fixiert, permeabilisiert und mit Dapi gefarbt,
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wahrend dies in Versuchen mit priméren Keratinozyten (NHEK) nach 12 Stunden

erfolgte.

HaCaT NHEK

—

Eap ,
[Mg/ml] Oh ‘ 8h

Abb. 4-4: Reduktion der Migration von Keratinozyten durch Eap. Migration fand in
Anwesenheit von angegebenen Eap-Konzentrationen und von Aphidicolin in
Migrationsmedium statt (HaCaT: MCDB™ mit 200 ng/ml EGF; NHEK: KBM" mit 100 ng/ml
EGF). Durch Entfernen der Ibidi-Zellkultureinsatze wurde ein ca. 600 pm breites, zellfreies
Gebiet im konfluenten Rasen generiert. Die Proben wurden nach 0 h und 8 h (HaCaT) bzw.
Oh und 12 h (NHEK) fixiert und mit Dapi angefarbt. Gezeigt sind reprasentative
mikroskopische Aufnahmen (100-fache Vergré3erung, Dapi-Filter).

Ein reprasentatives Foto flur jede Eap-Konzentration ist in Abbildung 4-4 abgebildet.
Wahrend die Licke im Zellrasen ohne Eap komplett geschlossen wurde, konnte in
Abhéangigkeit von der Eap-Menge eine Vergrol3erung der zellfreien, nicht
geschlossenen Flache beobachtet werden. Folglich nahm die
Migrationsgeschwindigkeit von HaCaT-Zellen und NHEK umgekehrt proportional zur
Eap-Konzentration ab. NHEK reagierten dabei empfindlicher auf Eap: mit 12 pg/ml
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Eap fand beispielsweise eine komplette Inhibition der Migration statt, wohingegen bei
HaCaT-Zellen mit 24 ug/ml noch ein Teil des zellfreien Gebiets durch Migration
geschlossen wurde.

Zusammengefasst zeigen diese Resultate, dass die Migration sowohl in HaCaT als
auch in NHEK signifikant durch Eap inhibiert wurde, was theoretisch in einer

Beeintrachtigung des ersten Schrittes der Epithelisation resultiert.

4.2.2 Inhibition der Proliferation durch Eap

Die Proliferation von Keratinozyten ist eine weitere Voraussetzung fur eine
erfolgreiche Epithelisation. Zunachst proliferieren Keratinozyten im Wundrand, um
die Uber die Wundoberflache migrierenden Zellen zu ersetzen. Daran anschliel3end
erfolgt die Wiederherstellung der epidermalen Schichten durch Proliferation der zuvor
migrierten Zellen. Um den Einfluss von Eap auf diesen Prozess zu analysieren,
wurde im Folgenden ein Edu-Inkorporationsassay verwendet. Gleichzeitig wurde die
Apoptoserate mittels AnnexinV- und Propidiumiodid-Farbung bestimmt.

Bei Edu (5-ethynyl-2'-deoxyuridine) handelt es sich um ein Nukleosid-Analogon von
Thymidin, welches wahrend der bei der Proliferation stattfindenden DNA-Synthese in
die DNA eingebaut wird. Subkonfluente HaCaT oder NHEK wurden dabei ohne (-)
oder mit Eap (E) in Medium ohne Zusatz (-KGF), in Medium mit 50 ng/ml KGF
(+KGF) oder in Vollmedium (Voll) in Anwesenheit von Edu kultiviert. Dieses wurde
anschlieend nach kovalenter Bindung eines Alexa-Fluor® 647 gekoppelten Azids
per Facs detektiert. Sowohl in HaCaT als auch in NHEK stimulierte die Zugabe von
KGF oder Vollmedium die Proliferation (Abb. 4-5: A HaCaT, C NHEK). In HaCaT
stieg die Proliferationsrate von 23 % auf 46 % mit KGF und auf 55 % mit Vollmedium.
In NHEK konnte ein ahnlicher Anstieg von 22 % auf 39 % bzw. auf 43 % festgestellt
werden. Mit Proteinase K verdautes Eap wurde als Kontrolle verwendet und zeigte in
beiden Zelltypen keinen Effekt. Im Gegensatz dazu fuhrte unter allen
Kultivierungsbedingungen die Anwesenheit von 20 ug/ml Eap (E) sowohl in HaCaT
als auch in NHEK zu einer signifikanten Reduktion der Proliferation. Beispielsweise
verringerte sich die Zahl der mit Vollmedium proliferierenden HaCaT-Zellen durch
Eap-Zugabe von 55 % auf 45 %. In NHEK war dieser Effekt ausgepragter, hier sank
die Proliferationsrate von 43 % auf 26 %. Proliferation in Abhangigkeit steigender
Eap-Konzentrationen wurde in Medium mit KGF (+KGF) bestimmt (Abb.4-5: B
HaCaT, D NHEK). Sowohl in HaCaT-Zellen als auch in NHEK war ein
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Abb. 4-5: Reduktion der Keratinozyten-Proliferation durch Eap. A und C: Subkonfluente
HaCaT (A) oder NHEK (C) wurden ohne (-), mit Eap (E) oder mit Proteinase K verdautem
Eap (K) in Medium ohne Zusatz (-KGF), in Medium mit 50 ng/ml KGF (+KGF) oder in
Vollmedium (Voll) in Anwesenheit von Edu kultiviert. Dieses wurde anschlielend nach
kovalenter Bindung eines Alexa-Fluor® 647 gekoppelten Azids im Facs detektiert. B und D:
Subkonfluente HaCaT (B) oder NHEK (D) wurden fir den gleichen Versuch in Medium mit
50 ng/ml KGF (+KGF) in Anwesenheit der angegebenen Eap-Konzentrationen inkubiert.
Gezeigt sind Mittelwerte aus drei unabh&ngigen, im Duplikat durchgefiihrten Experimenten
mit den jeweiligen Standardfehlern (* p < 0,05; ** p < 0,01). Die behandelten Proben wurden
statistisch mit der entsprechenden unbehandelten Probe verglichen.

konzentrationsabhangiger, reduzierender Effekt feststellbar, welcher ausgepragter
als der Effekt in Vollmedium war. So sank die Zahl der proliferierenden HaCaT-Zellen
mit 20 pg/ml Eap maximal von 46 % auf 27 % und mit 15 pg/ml in NHEK maximal
von 39 % auf 12 % ab, was bedeutet, dass die Proliferation ungefahr halbiert bzw.

um zwei Drittel reduziert worden ist. Die Proliferation von NHEK war dabei durch
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geringere Eap-Konzentrationen signifikant inhibierbar als die von HaCaT
(Konzentrationen = 2,5 pg/ml im Vgl. zu =7,5 ug/ml). In HaCaT-Zellen wurde die
Proliferation sogar in Medium ohne Zusatze von 23 % durch Eap-Zugabe auf 15 %

signifikant vermindert.
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Abb. 4-6: Einfluss von Eap auf die Apoptoserate von Keratinozyten. A und B:
Subkonfluente HaCaT (A) oder NHEK (C) wurden ohne (-), mit Eap (E) oder mit
Proteinase K verdautem Eap (K) in Medium ohne Zusatz (-KGF), in Medium mit 50 ng/ml
KGF (+KGF) oder in Vollmedium (Voll) kultiviert. Manumycin (Ma) induziert Apoptose und
wurde zur Kontrolle zugegeben. AnschlieRend wurden friihapoptotische Zellen mit AnnexinV-
647 oder spatapoptotische/nekrotische Zellen mit Propidiumiodid und AnnexinV-647
angefarbt und im Facs detektiert. C und D: Subkonfluente HaCaT (B) oder NHEK (D) wurden
fur den gleichen Versuch in Medium mit 50 ng/ml KGF (+KGF) in Anwesenheit der
angegebenen Eap-Konzentrationen inkubiert. Gezeigt sind Mittelwerte aus drei
unabhangigen, im Duplikat durchgefiihrten Experimenten mit den jeweiligen Standardfehlern
(*p=0,05). Die behandelten Proben wurden statistisch mit der entsprechenden
unbehandelten Probe verglichen.
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Um zu klaren, ob Eap Apoptose induziert, in deren Verlauf die Reduktion der
Proliferation ein Nebeneffekt ware, oder, ob Eap den Proliferationsprozess an sich
inhibiert, wurde im Folgenden die Apoptoserate der Zellen analysiert. Dazu wurde
jeweils ein Teil der mit Edu inkubierten Zellen fir die Messung der Apoptoserate
verwendet, so dass zu jedem Proliferationswert der entsprechende Apoptosewert
bestimmt werden konnte. Nach der Farbung mit AnnexinV-AlexaFluor®647 und
Propidiumiodid wurden die Zellen im Facs analysiert, wobei friih apoptotische Zellen
AnnexinV-AlexaFluor®647 positiv waren, wahrend spatapoptotische und nekrotische
Zellen eine gleichzeitige Farbung mit AnnexinV-AlexaFluor®647 und Propidiumiodid
aufwiesen. Dies beruht auf der Bindung von AnnexinV an Serinreste, welche
ausschlie8lich wéahrend der Apoptose auf der extrazellularen Zelloberflache
vorhanden sind, wahrend Propidiumiodid nur in spatapoptotische und nekrotische
Zellen mit einer lochrigen Zellmembran eindringen und deren Nucleus anfarben
kann. Der Farnesyl-Transferaseinhibitor und Apoptose-Induzierer Manumycin A
diente als Positivkontrolle und induzierte in HaCaT in 65 % der Zellen und in NHEK in
38 % spate Apoptose (Abb. 4-6: A HaCaT, C NHEK). Wahrend sich die frihe
Apoptose unter allen Kultivierungsbedingungen weder in HaCaT noch in NHEK
durch Eap-Zugabe signifikant erhohte, konnte ein Anstieg der spaten
Apoptose/Nekrose festgestellt werden, welcher in beiden Zelltypen in Medium mit
KGF konzentrationsabhangig war (Abb. 4-6: B HaCaT, D NHEK). In HaCaT stieg die
spate Apoptoserate sowohl in Medium ohne Zusétze (um 5,2 %), als auch in Medium
mit KGF (um 3,9 %) und in Vollmedium (um 2,6 %) durch Eap-Zugabe geringfligig
an. Im Gegensatz dazu konnte bei NHEK nur eine Erhdhung in Medium mit KGF
festgestellt werden, welche mit 2,8 % deutlich niedriger als die entsprechende
27 %ige Reduktion der Proliferation war. Die Apoptose wurde folglich in deutlich
weniger HaCaT-Zellen und NHEK stimuliert als die Proliferation inhibiert wurde, was
dafur spricht, dass Eap den Proliferationsprozess an sich inhibiert.

4.2.3 Forderung der Differenzierung durch Eap

Bei der Epithelisation ist die Differenzierung der letzte Schritt zur Wiederherstellung
der differenzierten, mehrschichtigen Epidermis. Mit zunehmender Differenzierung
beginnen Keratinozyten bestimmte Proteine zu exprimieren. Keratin10 wird wahrend
dieses Prozesses beispielsweise bereits sehr friih exprimiert, wahrend Involucrin nur

in fast ausdifferenzierten Zellen vorhanden ist. Dementsprechend ist Keratin10 ein
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geeigneter Marker fur frihe Differenzierung und Involucrin fir die spate
Differenzierung. Um den Einfluss von Eap auf die Differenzierung zu analysieren,
wurden die Transkriptionsraten dieser Differenzierungsmarker in Abhangigkeit von

der Eap-Konzentration Uberprift.
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Abb. 4-7: Stimulation der Differenzierung von Keratinozyten durch Eap. Nach
dreitéagiger, subkonfluenter Kultivierung mit 3 pg/ml Eap, 6 pg/ml Eap oder 1,5 mM CacCl,
wurde die RNA aus HaCaT-Zellen (rote Balken) und NHEK (schwarze Balken) isoliert. Nach
Umschreibung in cDNA erfolgte die Analyse der Transkriptionsraten von Keratin10 (A) und
Involucrin (B) in einer quantitativen real-time PCR. Die Werte wurden auf die Transkription
von RPL13a normiert und sind relativ zur unbehandelten Kontrolle dargestellt. Gezeigt sind
Mittelwerte aus drei unabhéngigen, im Duplikat durchgefliihrten Experimenten mit den
jeweiligen Standardfehlern (* p < 0,05). Die normierten Werte der Proben mit Supplementen
wurden statistisch jeweils mit denen der unbehandelten Kontrolle verglichen. C: Das
Gesamtzellprotein von NHEK wurde ebenso geerntet und im Immunoblot mit Antikbrpern
gegen Involucrin, Keratinl0 und B-actin analysiert. In (C) ist ein reprasentativer Blot
dargestellt.
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Dazu wurden subkonfluente HaCaT und NHEK unter Anwesenheit von 3 pg/ml oder
6 pg/ml Eap kultiviert. Inkubation mit CaCl, (1,5 mM), das in Keratinozyten die
Differenzierung stimuliert, diente als Positivkontrolle. Da FCS eine nicht genau
angegebene und zudem variable Menge an CacCl, enthélt, mussten beide Zelltypen
bei diesem Versuch serumfrei in KBM" kultiviert werden. Nach dreitagiger
Kultivierung mit Supplementen wurden Gesamtzellprotein und RNA aus den
subkonfluenten Zellen isoliert. Die RNA wurde in cDNA umgeschrieben und diese mit
Hilfe von spezifischen Primern fur die Gene der frihen (Keratinl0) und spéaten
Differenzierungsmarker (Involucrin) in einer real-time PCR im Institut fur Virologie von
Anna Schneider analysiert. Dabei zeigte sich, dass Eap die Transkription beider
Proteine im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle stimulierte (Abb. 4-7). Die
Transkriptionsraten wurden jeweils auf die der internen Kontrolle (RPL13a) normiert
und die Transkription der Kontrollprobe ohne Zusétze in jedem Versuch als 1
definiert. Wahrend die Expression von Keratin1l0 mit 6 pg/ml Eap in HaCaT und
NHEK um den Faktor 4,8 und 16,4 signifikant erhéht wurde, war die Stimulation mit
3 ug/ml Eap in beiden Zelltypen geringer und nicht signifikant. Addition von CacCl,
fuhrte mit einer 4,4- und 16,4-fachen Steigerung der Expression zu einer fast
identischen Induktion. Der Eap-Effekt auf die Transkiptionsraten von Involucrin fiel
geringer aus, dennoch war mit 6 ug/ml Eap eine signifikante Zunahme der
Expression vorhanden. In HaCaT war eine Erh6hung um den Faktor 1,9 und in
NHEK um den Faktor 2,4 feststellbar. Die Positivkontrolle mit CaCl, wies fur
Involucrin ebenfalls niedrigere Werte auf als fur Keratin1l0 (HaCaT 1,6; NHEK 4,6).

Um zu bestatigen, dass diese erhdhten Transkriptionsraten zu einer vergrol3erten
Proteinmenge fuhrten, wurde im gleichen Versuch parallel zur RNA-Isolation auch
das Gesamtzellprotein geerntet (vgl. 3.2.3.4) und mittels Immunoblot analysiert.
Aufgrund einer zu geringen Menge an Involucrin und Keratin10, konnten in keinem
Ansatz mit HaCaT-Zellen und nur in zwei von sechs Versuchen mit NHEK Signale
detektiert werden. In Abb. 4-7 C ist fur NHEK ein reprasentativer Western-Blot
gezeigt. Wahrend die Menge der internen Kontrolle (B-actin) relativ gleich blieb,
nahm sowohl die Menge an Involucrin, als auch an Keratin10 mit Eap und CacCl, zu.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Transkriptionsraten von Keratinl10
und Involucrin durch Eap und CaCl, vergleichbar gesteigert wurden. Da die

Expression dieser Proteine mit fortschreitender Differenzierung der Keratinozyten
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erhoht wird, sprechen diese Resultate daflrr, dass Eap die Differenzierung in HaCaT
und NHEK induziert.

4.2.4 Beeinflussung von Signalkaskaden durch Eap

Es ist bekannt, dass Eap die Ras/Raf/MEK/Erk-Signaltransduktion in Endothelzellen
durch Interaktion mit Ras inhibiert (Sobke et al., 2006). In Keratinozyten wird die
.extracellular signal-regulated kinase 1 and 2“ (Erk1/2) ebenfalls durch Ras via Raf
und MEK phosphoryliert, worauf weitere Proteine von phosphoryliertem Erk1/2
aktiviert werden, die Proliferation und Migration stimulieren, wahrend die
Differenzierung uber phosphoryliertes Raf gehemmt wird (Kern et al.,, 2011). Um
herauszufinden, ob der beobachtete Eap-Effekt auf Migration, Proliferation und
Differenzierung in Keratinozyten moglicherweise ebenfalls auf eine Inhibierung der
Erk1/2-vermittelten Signaltransduktion zurtckfuhrbar ist, wurde die Phosphorylierung
von Erk1/2 nach Eap-Inkubation untersucht.

Fur diese Versuche wurden unter serumreduzierten Bedingungen kultivierte HaCaT -
Zellen verwendet, deren Erk1l/2 kaum phosphoryliert ist. Durch Addition von
Keratinozyten-Wachstumsfaktor (keratinocyte growth factor, KGF), wurde die Ras-
Signalkaskade stimuliert, was zu einer Phosphorylierung von Erk1/2 fihrte. Nach
verschiedenen Zeitpunkten (0-120 min) wurde das Gesamtzellprotein geerntet und
mittels spezifischer Antikérper gegen phosphoryliertes Erkl und 2 im Western Blot
analysiert (Abb. 4-8 A). Bereits 8 Minuten nach Zugabe von KGF war eine deutlich
erhohte Phosphorylierung vorhanden, welche nach 60 Minuten wieder abnahm, um
sich nach 120 Minuten wieder dem urspringlichen Phosphorylierungslevel
anzunahern. Im folgenden Versuch wurde das Gesamtzellprotein aller Proben nach
8 Minuten geerntet. Vor der Induktion mit KGF fand eine Inkubation mit steigenden
Eap-Konzentrationen statt (0-30 pg/ml). Abbildung 4-8 B zeigt das Ergebnis eines
reprasentativen Versuchs, wahrend die Quantifizierung der Bandenintensitaten von 6
Versuchen in Abbildung 4-8 C dargestellt ist. Dabei wurden die Werte des
phosphorylierten Erk in jeder Probe auf die Werte der internen Kontrolle (B-actin)
relativiert und in jedem Versuch der Phosphorylierungswert mit KGF als 100 %
definiert. Die Grundphosphorylierung von 31,7 % wurde durch Stimulation mit KGF
3,2-fach auf 100 % erhoht. Eap Konzentrationen =10 pg/ml fihrten zu einer
Reduktion dieser stimulierten  Phosphorylierung (<£80,5 %), welche ab
Konzentrationen = 20 pg/ml statistisch signifikant war (< 66,7 %). Mit 30 pg/ml Eap
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wurde eine maximale, 2-fache Reduzierung der Phosphorylierung auf 49,5 %
beobachtet. Proteinase K verdautes Eap wurde als Kontrolle verwendet und wies
keine signifikante Beeinflussung der Phosphorylierung auf. Die Reduktion der Erk1/2-
Phosphorylierung durch Eap bestatigte die These, dass Eap Signalkaskaden, die

Uber Erk1/2 vermittelt werden, in Keratinozyten beeinflusst.
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Abb. 4-8: Reduktion der Erk1/2-Phosphorylierung durch Eap. In unter serumreduzierten
Bedingungen kultivierten HaCaT wurde Phosphorylierung von Erk1/2 mit 50 ng/ml KGF
stimuliert. Das nach 0-120 min geerntete Gesamtzellprotein wurde im Western-Blot mit anti-
phospho-Erk1/2-Antikbrpern detektiert (A). Unter serumreduzierten Bedingungen kultivierte,
1 h mit Eap inkubierte (0-30 pg/ml, K = 30 pg/ml ProteinaseK verdautes Eap) HaCaT wurden
mit KGF stimuliert, nach 8 min erfolgte die Ernte des Gesamtzellproteins, welches im
Western-Blot analysiert wurde. In (B) ist ein représentativer Blot gezeigt und in (C) die
Quantifizierung der Bandenintensitaten mit anschlieender Normierung auf die interne
Kontrolle ([3-actin). Die Werte sind relativ zum Wert der unbehandelten Probe mit KGF
dargestellt und wurden vor der Relativierung statistisch mit diesem verglichen (Mittelwerte
aus sechs unabhangigen Experimenten mit den jeweiligen Standardfehlern; * p <0,05;
**p <0,01).
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4.3 Invasion von Staphylococcus aureus in Keratinozyten

4.3.1 Charakterisierung der Internalisierung von S.aureus in

Keratinozyten

Zunachst sollte die Adhéasion und Internalisierung von S. aureus in HaCaT und
primare Keratinozyten im Allgemeinen untersucht werden. Dabei wurde analysiert,
von welchen Faktoren die Invasion abhangig ist und welche Mechanismen zugrunde

liegen.

4.3.1.1 Die Internalisierung in Keratinozyten ist abhangig von Zeit und Mol

Es wurde bereits beschrieben, dass S.aureus fahig ist in humane,
nichtprofessionelle Phagozyten einzudringen (Almeida et al., 1996, Bayles et al.,
1998, Bost et al., 1999, Ellington et al., 1999, Deitch et al., 1995, Jevon et al., 1999,
Sinha und Herrmann, 2005). Um die Internalisierungskapazitat von S. aureus in
Keratinozyten zu untersuchen, wurde ein Internalisierungsassay verwendet, welches
auf dem Schutz intrazellularer Bakterien vor Gentamycin und Lysostaphin beruht.
Bereits nach 30 Minuten wurde der fnbAB-positive S. aureus Stamm SA113 von
HaCaT-Zellen aufgenommen (Abb. 4-9 A). Die Anzahl der internalisierten Bakterien
war sowohl von der Ko-Kultivierungszeit, als auch von der Zahl der zugegebenen
Bakterien abhangig. Nach 1,5 Stunden fuhrte die Infektion mit einer bzw. mit zehn
Bakterienzellen pro eukaryotischer Zelle (multiplicity of infection, Mol) zur Aufnahme
von 19% bzw 17 % der zugegebenen Bakterien, wohingegen die niedrigere
Internalisierungsrate von 3,5 % (Abb. 4-9 B) mit Mol 100 auf eine Sattigung der
Bakterienaufnahme hinweist. Dies zeigte sich auch in den absoluten Zahlen der
internalisierten Bakterien: nach Verzehnfachung der Mol von 10 auf 100, verdoppelte
sich die Anzahl der intrazellularen Bakterien (von 5,3 x 10* auf 1,0x 10°). In den
folgenden Versuchen wurden in der Regel eine Ko-Kultivierungszeit von 1,5 Stunden
und Mol 100 verwendet, so dass deutlich mehr Bakterien vorhanden waren als die
Hautzellen aufnehmen konnten.

Um zu untersuchen, ob S. aureus nach der Invasion in der Lage ist im Cytosol von
Keratinozyten zu persistieren, wurden fur 1,5 Stunden mit SA113 infizierte HaCaT-

Zellen unter Anwesenheit von Gentamycin weiter Kkultiviert. Die Zahl der
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internalisierten Bakterien nach 1,5, 24 und 48 Stunden wurde bestimmt (Abb. 4-9 C).
Mit fortschreitender Zeit nahmen die intrazellular Gberlebenden Bakterien signifikant
ab: nach 24 Stunden waren 56,8 % und nach 48 Stunden noch 24,7 % der nach

1,5 Stunden vorhandenen Bakterien detektierbar.
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Abb. 4-9: Internalisierung und Langzeitiberleben von S. aureus in HaCaT-Zellen. Die
absolute (A) und relative (B) Internalisierung von S. aureus SA113 wurde in Abhangigkeit
der ,multiplicity of infection* (Mol) und der Inkubationszeit mittels Internalisierungsassay (vgl.
Methoden) untersucht. C: Um das Langzeitiberleben zu bestimmen, wurden infizierte
Keratinozyten (90 min Ko-Kultivierungszeit, Mol 100) in Anwesenheit von Gentamycin bis zu
48 h weiter kultiviert. D: Der gleiche Versuch wurde mit SA113 GFP durchgefuhrt, wobei zu
den angegebenen Zeitpunkten eine AnnexinV-647 Farbung der apoptotischen Zellen und
Analyse mittels Facs stattfanden. Gezeigt sind die Mittelwerte aus vier unabhangigen, im
Duplikat durchgefihrten Experimenten mit den jeweiligen Standardfehlern (* p < 0,05;
** p <0,01; ** p <0,001, NS = nicht signifikant).
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Bei Zellschadigung, welche infolge bakterieller Toxinproduktion auftreten kann, sind
intrazellulare Bakterien aufgrund der damit einhergehenden Membranschéadigung
nicht mehr vor Gentamycin geschitzt. Um diese Ursache fir die beobachtete
Abnahme der Bakterienzahl ausschlielen zu koénnen, wurde die Anzahl der
apoptotischen Zellen mittels AnnexinV-Farbung bestimmt. Bei diesem Versuch wurde
ein konstitutiv GFP-produzierender SA113 Stamm (HOM70) verwendet, so dass
internalisierte Bakterien mittels Facs detektiert werden konnten. Zu allen Zeitpunkten
wiesen die infizierten, GFP-positiven HaCaT-Zellen im Vergleich zu den nicht

infizierten Zellen eine vergleichbare Apoptoserate auf (Abb. 4-9 D).

4.3.1.2 Internalisierung und Persistenz sind von der Differenzierung der
Keratinozyten abhéangig

Bei der Epithelisation wird die Wundoberflache zunéchst von migrierenden
Keratinozyten geschlossen, welche anschlieBend die mehrschichtige Epidermis
durch Proliferation wieder herstellen. Wahrend am Wundrand in der unverletzten
Epidermis vor allem ausdifferenzierte Zellen vorhanden sind, handelt es sich bei den
migrierenden und proliferierenden Keratinozyten um undifferenzierte Zellen. Da
bisher nichts dariiber bekannt ist, welche der in einer Wunde vorhandenen
Keratinozyten bevorzugt von Staphylokokken infiziert werden, sollten die
Internalisierungsraten in proliferierende und differenzierte Keratinozyten im
Folgenden untersucht werden.

HaCaT-Proliferation wurde nach Edu-Inkorporation und -Farbung mittels Facs
detektiert. Um gleichzeitig die internalisierten Bakterien nachzuweisen, wurde der
konstitutiv GFP-exprimierende SA113 Stamm HOM70 verwendet. Abbildung 4-10 A
zeigt, dass 55 % der HaCaT Zellen proliferierten. Da der Anteil an nicht
proliferierenden Zellen mit 45 % signifikant geringer war, war die Wahrscheinlichkeit,
dass Bakterien in proliferierende Zellen internalisieren erhéht. Tatsachlich waren
13,3 % der proliferierenden und 7,9 % der nicht proliferierenden Zellen GFP-positiv
(Abb. 4-10 B). Diese geringe, aber signifikante 1,68-fach hdhere Internalisierung in
proliferierende Zellen, lasst sich nur zum Teil auf die 1,22-fach hohere Anzahl an

proliferierenden Zellen zurtckfuhren.
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Abb. 4-10: Internalisierung in Abh&ngigkeit vom Proliferationsstatus der HaCaT-Zellen.
HaCaT-Zellen wurden mit HOM70 (SA113 Py.z-GFP) unter gleichzeitiger Zugabe von Edu
inokuliert (Mol 100). Der Verdau der extrazellularen Bakterien fand nach 60-120 min durch
Zugabe von Lysostaphin/Gentamycin statt. AnschlieBend wurde bei der Proliferation in die
DNA inkorporiertes Edu im Proliferationsassay mit AlexaFluor®647 angeféarbt und im Facs
zusammen mit der bakteriellen Invasion detektiert. In (A) ist der prozentuale Anteil der
proliferierenden (Edu +) und nicht proliferierenden (Edu -) HaCaT-Zellen dargestellt und in
(B) der Anteil der gleichzeitig GFP positiven HaCaT. Gezeigt sind Mittelwerte aus sechs
unabhangigen Experimenten mit den jeweiligen Standardfehlern (* p < 0,05).

Im Gegensatz dazu war die Invasion in differenzierte Zellen stark reduziert (Abb 4-11
C). Hierbei wurden mit HaCaT angeimpfte wells statt wie bisher Ublich nicht fur
1 Tag, sondern fur 2 bzw. 7 Tage Kkultiviert, bevor der Internalisierungsassay
durchgefiuihrt wurde. Wahrend dieses Zeitraums fand eine Verdnderung der
Zellmorphologie statt: die einzelnen Zellen verkleinerten sich und flachten ab (Abb 4-
11 A). Gleichzeitig differenzierten sie zunehmend aus, was durch die steigende
Expression von Keratin 10 und Involucrin im Western-Blot nachgewiesen werden
konnte (Abb 4-11 B). Unterdessen blieb die HaCaT-Apoptose-/Nekroserate unter 6 %
(Daten nicht gezeigt).

Die Adhasion von SA113 sank bei den fur 7 Tagen kultivierten Keratinozyten im
Vergleich zu den 1 Tag alten Zellen auf 57 %, im Gegensatz dazu wurden nur noch
0,4 % der Bakterien internalisiert. Daruber hinaus wurde durch den erh6hten
Differenzierungsstatus nicht nur die Invasion in Keratinozyten, sondern anschliel3end
auch die intrazellulare Uberlebensfahigkeit der Bakterien reduziert (Abb 4-11 D).
Wahrend nach 24 Stunden in den 1 Tag alten Zellen 56,8 % der nach 1,5 Stunden
vorhandenen Bakterien detektiert werden konnten, waren es in 2 Tage alten Zellen
43,2 % und in 7 Tage alten Zellen nur noch 21,2 %. Obwohl die intrazellularen

Bakterien nach 48 Stunden Uberwiegend eliminiert waren, konnte eine signifikant
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niedrigere Uberlebensrate in 2 und 7 Tage alten im Vergleich zu 1 Tag alten HaCaT
nachgewiesen werden (10,6 % bzw. 8,5 % im Vgl. zu 24,7 %).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass in einer Wunde undifferenzierte,
proliferierende Keratinozyten bevorzugt von S. aureus infiziert werden, wobei der
Differenzierungsstatus eine groRere Rolle spielt. Des Weiteren ist die

Uberlebensfahigkeit der Bakterien in undifferenzierten Zellen héher.
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Abb. 4-11: Adhasion, Internalisierung und Langzeitiberleben von S. aureus in
Abhé&ngigkeit vom Differenzierungsstatus der HaCaT-Zellen. Konfluente HaCaT-Zellen
wurden 1, 2 oder 7 Tage kultiviert. In (A) sind mikroskopische Aufnahmen (200-fache
VergroRerung) und in (B) durch Western-Blot-Analyse detektierte Expression von Keratinl10
(K10), Involucrin (IVL) und R-actin in den unterschiedlich alten Kulturen dargestellt. C:
Adhasion (blaue Balken) und Internalisierung (schwarze Balken) von SA113 in 1 d, 2 d und
7 d alte HaCaT-Zellen wurden mittels Adhasions- und Internalisierungsassay bestimmt
(90 min Ko-Kultivierungszeit, Mol 100). D: Um das Langzeitiberleben zu bestimmen, wurden
die infizierten Keratinozyten aus (C) in Anwesenheit von Gentamycin bis zu 48 h weiter
kultiviert. Gezeigt sind représentative Aufnahmen (A und B) oder Mittelwerte aus vier
unabhangigen, im Duplikat durchgefiihrten Experimenten mit den jeweiligen Standardfehlern
(Cund D) (* p=<0,05; * p<0,01; NS = nicht signifikant). Bei (D) wurden 2 d mit 1 d (#) oder
7 d mit 1 d (*) statistisch verglichen.
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4.3.1.3 Die Internalisierung in primare Keratinozyten ist unabhangig von
Fibronektin-Bindeproteinen

Es wurde in mehreren Publikationen Ubereinstimmend gezeigt, dass die
Internalisierung in Endothelzellen hauptséchlich von zellwandgebundenen FnBPs
vermittelt wird, welche ebenso wie die p1l-Integrine auf der eukaryotischen
Zelloberflache an Fibronektin binden. Fibronektin vermittelt die Bindung zwischen
Bakterien- und Wirtszelle, wodurch eine anschlieBende Invasion mdglich wird
(Edwards et al., 2011, Dziewanowska et al., 1999, Fowler et al., 2000, Jevon et al.,
1999, Lammers et al., 1999, Sinha et al., 1999, Sinha und Fraunholz, 2010). Um zu
untersuchen, ob die Internalisierung in Keratinozyten ebenfalls auf diese FnBP-
abhéngige oder auf eine von anderen MSCRAMMs vermittelte Interaktion
angewiesen ist, wurden FnBP und MSCRAMM defiziente Mutanten im Vergleich zum
jeweiligen Wildtyp im Adhasions- und Internalisierungsassay verwendet und
miteinander verglichen. Es handelte sich dabei um ein isogenes fnbAB*/fnbAB’
(8325-4/8325-4 AfnbAB bzw. DU5883) und ein isogenes srtA*/srtA” Stammpaar
(SA113/SA113 AsrtA). Wahrend beim ersten nur der Effekt von fehlenden FnBPs
analysiert wurde, konnte beim zweiten Paar der Einfluss aller zellwandgebundenen
MSCRAMMSs untersucht werden, da das fehlende Enzym Sortase A die kovalente
Bindung der MSCRAMMSs an die gram-positive Zellwand vermittelt (Mazmanian et
al., 1999). Da es nicht gelungen war eine SA113 fnbAB Mutante (SA113 AfnbAB) zu
generieren, musste der nah verwandte S. aureus Stamm 8325-4 verwendet werden.
Adhasion und Aufnahme beider Wildtypstamme fand in groBerem Ausmald mit
HaCaT-Zellen statt als mit primaren Keratinozyten. Obwohl beide Stamme einen
ahnlichen genetischen Hintergrund besitzen und in &ahnlichem MalR an beide
Zelltypen adhérierten, wurde SA113 effizienter in HaCaT-Zellen aufgenommen als
8325-4, wohingegen das Gegenteil mit NHEK der Fall war. In HaCaT Zellen waren
sowohl Adhésion als auch Internalisierung der srtA und fnbAB Mutanten im Vergleich
zum jeweiligen WT signifikant reduziert: die Adh&asion wurde um 78 % bzw. 71 % und
die Invasion um 61 % bzw. 89 % erniedrigt (Abb. 4-12 A). Im Gegensatz dazu konnte
mit beiden Mutanten kein signifikanter Unterschied bei der Adhasion an primare
Keratinozyten festgestellt werden. Auf die dhnliche Adhasionsrate folgte aber nur bei
der fnbAB Mutante eine mit dem WT vergleichbare Internalisierungsrate, die srtA
Mutante wurde auch in primaren Keratinozyten signifikant zu 44 % weniger

internalisiert als der WT (Abb. 4-12 B), was dafur spricht, dass die Invasion in NHEK,
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im Gegensatz zur Adhasion, von anderen MSCRAMMSs als den FnBPs vermittelt

wird.
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Abb. 4-12: Adhéasion und Internalisierung von S. aureus in Keratinozyten in
Abhé&ngigkeit von MSCRAMMSs, FnBPs und Eap. Adhéasion (A) und Internalisierung (B)
von isogenen fnbAB*/fnbAB™ (8325-4/8325-4 AfnbAB), srtA*/srtA” (SA113/SA113 AsrtA) und
eap’/eap’ (SA113/SA113 Aeap) Stammpaaren in HaCaT und NHEK wurden mittels
Adhéasions- und Internalisierungsassay bestimmt (90 min Ko-Kultivierungszeit, Mol 100).
Gezeigt sind Mittelwerte aus drei bis funf unabhdngigen, im Duplikat durchgefiihrten
Experimenten mit den jeweiligen Standardfehlern (* p<0,05; **p <0,01; ***p<0,001,
NS = nicht signifikant). Die Mutanten wurden statistisch jeweils mit dem entsprechenden
Wildtyp verglichen.
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Da uberexprimiertes Eap beispielsweise im S. aureus Stamm Newman den Verlust
von FnBPs kompensieren kann (Haggar et al., 2003, Harraghy et al., 2003, Hussain
et al., 2002), wurde des Weiteren ein isogenes eap'/eap’ Stammpaar
(SA113/SA113 Aeap) verwendet, um die Bedeutung der endogenen Eap-Produktion
zu untersuchen. Die unveranderte Internalisierung und Adhésion der eap Mutante im
Vergleich zum Wildtyp (Abb. 4-12) spricht jedoch dafur, dass das
zellwandgebundene Eap eher unbedeutend fur die Interaktion mit Keratinozyten ist.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass — anders als in HaCaT-Zellen —
die Adhasion an und Internalisierung in primare Keratinozyten unabhéngig von
FnBPs stattfanden. Im Gegensatz zu Endothelzellen, bei denen die Invasion
hauptsachlich durch FnBP vermittelt wird, erfolgte die Aufnahme der Staphylokokken
in Keratinozyten also mit Hilfe verschiedener Rezeptoren, wobei das

Bakterienzellwand-assoziierte Eap ebenfalls nicht beteiligt zu sein scheint.

4.3.1.4 Mechanismus der Internalisierung

Es wurde gezeigt, dass S.aureus nach dem Anheften an die eukaryotische
Zelloberflache durch Rezeptor-vermittelte Endozytose von verschiedenen Zelltypen
aufgenommen wird (Agerer et al., 2005, Fraunholz und Sinha, 2012). Wé&hrend
dieses Prozesses finden sowohl Polymerisation des Aktin-Zytoskeletts als auch
Aktivierung wirtseigener Phosphotyrosinkinasen (PTK) wie Src statt (Agerer et al.,
2003, Fowler et al., 2003). Im Folgenden sollte untersucht werden, ob dieselben

Mechanismen die Invasion in Keratinozyten vermitteln.
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Abb. 4-13: Abhangigkeit der Internalisierung von der Aktin-Zytoskelett-Polymerisation
und von Phosphotyrosinkinasen. HaCaT-Zellen wurden mit Cytochalasin D (A), Genistein
(B) oder Src-Inhibtorl (C) in den angegebenen Konzentrationen 1 h vorinkubiert.
AnschlieRend wurde die Internalisierung von SA113 mittels Internalisierungsassay bestimmt
(90 min Ko-Kultivierungszeit, Mol 100). Gezeigt sind Mittelwerte aus vier unabhangigen, im
Duplikat durchgefiihrten Experimenten mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Pharmakologische Inhibition der Polymerisation des Aktin-Zytoskeletts durch
Cytochalasin D fuhrte zu einer dosisabhangigen Erniedrigung der Invasion von
S. aureus (Abb. 4-13 A). In Anwesenheit von 0,16 ng/ml des Inhibitors internalisierten
noch 5,7 % der Kontrolle. Vergleichbare Reduktionen der Internalisierungsraten
erfolgten auch durch Genistein, einem kompetitiven Inhibitor von PTKs im
allgemeinen, und durch den Src-Inhibitor 1, einem Inhibitor der — eine Schlisselrolle
bei der intrazellularen Signaltransduktion einnehmenden — Src-Kinase (8,0 % und
3,0 % der Kontrolle) (Abb. 4-13 B und C).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass an die bakterielle Adhasion anschliel3end
die Polymerisation des Aktin-Zytoskeletts und Aktivitat von wirtseigenen PTKs zur

Aufnahme von S. aureus bendtigt werden.

4.3.2 Eap-Vorinkubation von Keratinozyten erh6ht Adhésion und

Internalisierung

Eap, welches in einer S. aureus infizierten Wunde sezerniert und anschliel3end von
Keratinozyten aufgenommen oder, welches von intrazellularem S. aureus exprimiert
wurde, kann, wie in Abschnitt 4.1.1 und 4.1.2 gezeigt, im Cytosol nachgewiesen
werden. Im Folgenden wurde untersucht, ob bzw. wie dieses intrazellulare Eap die

Aufnahme von S. aureus in Keratinozyten beeinflusst.

4.3.2.1 Charakterisierung des Eap-Effekts

Um zu analysieren, ob sekretiertes Eap die Adhasion und Aufnahme von S. aureus
beeinflusst, wurden HaCaT-Zellen mit steigenden Eap-Konzentrationen inkubiert,
dann — um ungebundenes Eap zu entfernen — gewaschen und anschlief3end fir das
Adhasions- und Internalisierungsassay mit SA113 verwendet. Eap beeinflusste
sowohl Adhésion als auch Internalisierung konzentrationsabhangig (Abb. 4-14 A).
Die Adhasion wurde durch Eap-Konzentrationen = 20 pg/ml signifikant erhdht,
wahrend dazu bei der Internalisierung bereits Konzentrationen = 10 pg/ml
ausreichten. Konzentrationen Uber 40 pg/ml Eap fuhrten zu keiner weiteren
Erhéhung des Eap-Effekts. Maximal wurde die Adhasion 2,9-fach gesteigert,
wahrend die Internalisierung 5,1-fach zunahm. Der gleiche Versuch wurde mit

40 pg/ml Eap in primaren Keratinozyten durchgefiihrt (Abb. 4-14 B). Hier konnten
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eine mit dem Eap-Effekt in HaCaT vergleichbare 2,3-fache Erhéhung der Adhésion
und 8,0-fache Erhdhung der Internalisierung beobachtet werden. Mit Proteinase K
degradiertes Eap wurde zur Kontrolle im gleichen Versuch verwendet und

beeinflusste weder Adhasion noch Internalisierung (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4-14: Effekt der Eap-Vorinkubation von Keratinozyten auf Adhasion und
Internalisierung von S.aureus. A: HaCaT wurden mit Eap der angegebenen
Konzentrationen vorinkubiert bevor Adhasion (blau) und Internalisierung (schwarz) von
SA113 mittels Adhasions- und Internalisierungsassay bestimmt wurden (90 min Ko-
Kultivierungszeit, Mol 100). B: Der ,fold change“ der CFU-Werte von mit 40 pg/ml Eap
vorinkubierten HaCaT und NHEK ist dargestellt. C: Internalisierung von SA113 GFP in
HaCaT wurde im Facs analysiert. Die Anzahl der GFP positiven Zellen (geschlossene
Kreise) und die durchschnittlichen Fluoreszenz pro GFP-positiver Zelle (mean fluorescence
intensity, MFI) (offene Dreiecke) sind dargestellt. Gezeigt sind Mittelwerte aus vier
unabhangigen, im Duplikat durchgefiihrten Experimenten mit den jeweiligen Standardfehlern
(*p=0,05; *p=<0,01). CFU-Werte mit Eap-Vorinkubation wurden statistisch mit dem
Kontrollwert ohne Eap verglichen.

Um zu untersuchen, ob der beobachtete Eap-Effekt bei der Internalisierung auf eine
Subpopulation der eukaryotischen Zellen beschrankt ist, oder, ob Eap die Aufnahme
von S.aureus in allen Keratinozyten stimuliert, wurde das konstitutiv GFP-
exprimierende SA113 Derivat HOM70 im Internalisierungsassay mit Eap verwendet
und internalisierte Bakterien mittels Facs detektiert. Da sowohl die Anzahl der GFP
positiven, infizierten Zellen als auch die mittlere Fluoreszenz (mean fluorescence
intensity, MFI) pro infizierter Zelle zunahmen (Abb. 4-14 C), scheint Eap nicht nur die
durchschnittliche Anzahl der von einer Hautzelle aufgenommenen Mikroorganismen
zu erhohen, sondern auch die Zahl der Keratinozyten, die Uberhaupt Bakterien

aufnehmen.
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4.3.2.2 Eap erhoht die Internalisierung verschiedener S. aureus Isolate und von
Gamma-Proteobakteria

Um auszuschlie3en, dass der beobachtete Eap-Effekt auf die nah verwandten
Stamme SA113 und 8325-4 beschrankt ist, wurden vier weitere S. aureus Isolate mit
genetisch unterschiedlichem Hintergrund im Adhasions- und Internalisierungsassay

ohne und mit Eap-Vorinkubation der HaCaT-Zellen getestet.
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Abb. 4-15: Eap erhtht die Adhasion und Internalisierung verschiedener S. aureus
Isolate und Gamma-Proteobakteria. Einfluss einer Eap-Vorinkubation (40 pg/ml) auf die
Adhasion (blaue Balken) und Internalisierung (schwarze Balken) der S. aureus Stdamme
Cowanl, LS1, MSSA1112 und ST239 (A) oder der Wundisolate S. epidermidis (S. epi), S.
lugdenenis (S. lug) und E. coli (B) in HaCaT Zellen (90 min Ko-Kultivierungszeit, Mol 100).
Der fold change gibt die Erh6hung der CFU-Werte nach Eap-Vorinkubation an. Gezeigt sind
Mittelwerte aus vier (A) oder drei (B) unabhéngigen, im Duplikat durchgefiihrten
Experimenten mit den jeweiligen Standardfehlern (*p <0,05; **p<0,01; NS = nicht
signifikant). Die Werte der Eap-behandelten Proben wurden statistisch mit den Werten der
entsprechenden unbehandelten Proben verglichen.
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Bei den Stammen Cowanl, LS1, MSSA1112 und ST239 war wie bei SA113 ein
geringer Eap-Effekt auf die Adh&sion feststellbar, welche zwischen 0,9- (LS1) und
1,9-fach (ST239) erhtht wurde (statistisch signifikant bei Cowanl und ST239)
(Abb. 4-15 A). Im Gegensatz dazu wurde die Internalisierungsrate durch Eap-
Vorinkubation in allen Stammen signifikant zwischen 2,5- (LS1) und 6,6-fach (ST239)
gesteigert (Abb. 4-15 B).

Hautinfektionen sind haufig polymikrobiell, dabei treten Koinfektionen von S. aureus
mit anderen Koagulase-negativen Staphylokokken wie Staphylococcus epidermidis
und Staphylococcus lugdenensis, oder mit Vertretern der Enterobacteriaceae wie
Escherichia coli auf. Darum wurde der Eap-Effekt auf die Adhasion und
Internalisierung dieser Spezies im Folgenden in HaCaT-Zellen untersucht. Wahrend
E. coli nach Eap-Vorinkubation nahezu unverandert an Keratinozyten adhérierte,
wurde die Adhasion von S. epidermidis 3,1-fach und die von S. lugdenensis 5,7-fach
erhoht (Abb. 4-15 C). Im Gegensatz zu S. aureus wiesen die Wundisolate von
S. epidermidis, S. lugdenensis und E. coli sehr niedrige Internalisierungsraten auf
(Daten nicht gezeigt), welche durch Eap extrem gesteigert wurden: Die Invasion von
S. lugdenensis erhdhte sich 24-fach, die von S. epidermidis 268-fach und die von
E. coli 738-fach (Abb. 4-15 D).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass extrazellulares Eap in mit S. aureus
infizierten Wunden nicht nur die Invasion von S. aureus, sondern auch die Aufnahme
von anderen, moglicherweise in der Wunde vorhandenen, Mikroorganismen fordern

kann.

4.3.3 Beeinflussung des Eap-Effekts

Nachdem im Abschnitt 4.3.3 gezeigt worden ist, dass eine Eap-Vorinkubation die
Adhésion und Internalisierung von S. aureus in Keratinozyten erhoht, wurde im
Folgenden untersucht von welchen Faktoren dieser Eap-Effekt abhangig ist. Da
auBerdem demonstriert wurde, dass die Internalisierungsrate nicht immer der
Adhésionsrate entspricht (4.3.1.2 und 4.3.1.3) und folglich die von Eap beeinflusste
Adhésion an Bedeutung verliert, wurde in diesem Abschnitt weitestgehend auf

Adhasionsraten verzichtet.
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4.3.3.1 Beeinflussung des Eap-Effekts durch Mutationen bakterieller
Oberflachenproteine

Da die Neutrale Phosphatase (Nptase), welche von S. aureus sekretiert und zum Tell
nicht-kovalent an die bakterielle Oberflache riickgebunden wird, als Bindungspartner
von Eap identifiziert worden ist (Flock und Flock, 2001), wurde im Folgenden anhand
einer nptase defizienten SA113 Mutante (SA113 Anptase) untersucht, ob die Eap-
Nptase-Bindung an die bakterielle Oberflache fur den stimulierenden Effekt von Eap
benotigt wird. Da Eap auf der bakteriellen Zelloberflache des Weiteren an sich selbst
binden kann, wurde die in dieser Arbeit mittels Phagentransduktion hergestellte
SA113 Aeap Mutante (Vgl. Material und Methoden 3.2.2) ebenfalls analysiert. Beide
Mutanten und der WT wurden im Internalisierungsassay mit und ohne Eap-
Vorinkubation verwendet. In Abbildung 4-16 A ist erkennbar, dass der Eap-Effekt bei
allen 3 Stammen ahnlich ausgepragt war: 5,4-fach beim WT, 4,5-fach bei SA113
Aeap und 5,3-fach bei SA113 Anptase. Folglich wurden fur die Internalisierungs-
stimulierende Wirkung von Eap weder Nptase noch Eap auf der bakteriellen

Oberflache als Bindungspartner benétigt.
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Abb. 4-16: Beeinflussung des stimulierenden Eap-Effekts auf die Internalisierung
durch Mutationen bakterieller Oberflachenproteine. Internalisierung von SA113 und den
isogenetischen eap und nptase Mutanten (SA113/SA113 Aeap/SA113 Anptase) (A) oder
isogenetischen fnbAB*/fnbAB™ (8325-4/8325-4 AfnbAB) und srtA*/srtA” (SA113/SA113 AsrtA)
Stammpaaren (B) wurde nach Eap-Vorinkubation (40 pg/ml) der HaCaT-Zellen mittels
Internalisierungsassay bestimmt (90 min Ko-Kultivierungszeit, Mol 100). Der fold change gibt
die Erhoéhung der CFU-Werte nach Eap-Vorinkubation an. Die entsprechenden
Grundinternalisierungsraten sind in Abb. 4-12 dargestellt. Gezeigt sind Mittelwerte aus vier
unabhangigen, im Duplikat durchgefiihrten Experimenten mit den jeweiligen Standardfehlern
(** p = 0,01;NS = nicht signifikant). Die Mutanten wurden statistisch mit dem entsprechenden
Wildtyp verglichen.
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Aufgrund der Beobachtung, dass sowohl die fnbAB als auch die srtA Mutation die
Adhasion und Internalisierung von S. aureus in HaCaT-Zellen deutlich reduzierten
(Abschnitt 4.3.1.3), wurde der Einfluss dieser Mutationen auf den Eap-Effekt in
HaCaT untersucht. Wahrend die Internalisierung von SA113 WT, SA113 AsrtA und
8325-4 WT durch Eap-Vorinkubation &hnlich stimuliert wurden (5,0— bis 5,2 —fach),
erhohte Eap die Internalisierung von 8325-4 AfnbAB um den Faktor 34,6, also sieben
Mal starker als in den anderen Stammen (Abb. 4-16 B).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass das Vorhandensein der
untersuchten bakteriellen Oberflachenproteine keine Voraussetzung fiur den
stimulierenden Effekt von Eap war, da dieser in keiner der getesteten Mutanten

reduziert worden ist.

4.3.3.2 Beeinflussung des Eap-Effekts durch Differenzierung der Keratinozyten

In Abschnitt 4.3.1.2 wurde beschrieben, dass die Internalisierung in differenzierte, fur
7 Tage Kkultivierte Keratinozyten im Vergleich zu undifferenzierten, fur 1 Tag
kultivierte  Zellen stark reduziert ist. Um zu untersuchen, ob der
Differenzierungsstatus der Keratinozyten auch einen Einfluss auf den Eap-Effekt hat,
wurden die unterschiedlich lange kultivierten HaCaT ohne und mit Eap-Vorinkubation
fur das Adhasions- und Internalisierungsassay mit SA113 verwendet.

Beim Effekt von Eap auf die Adhasion war kein signifikanter Unterschied zwischen
differenzierten und undifferenzierten HaCaT feststellbar. Im Gegensatz dazu wurde
die Internalisierung in den differenzierten, fir 7 Tage kultivierten Zellen signifikant
starker stimuliert (Abb 4-17 A). Wahrend die Internalisierung dort 15,4-fach erhoéht
wurde, stieg die Aufnahme von SA113 nach Eap-Vorinkubation in den
undifferenzierten Zellen nur 4,7-fach an. Dieser starkere Eap-Effekt in differenzierten
Keratinozyten liel3 sich nicht auf eine verstarkte Adhasion nach Eap-Vorinkubation
zurtckfuhren, da die Adhasionsraten vergleichbar waren.

Aufgrund der dargestellten Resultate ergab sich die Frage, ob deren Ursache eine
veranderte Adhasion bzw. Aufnahme von Eap in den fir 7 Tage kultivierten Zellen
sein koénnte. Um dies zu klaren, wurde das Gesamtzellprotein nach Inkubation mit
Eap geerntet, fraktioniert und im Western-Blot analysiert. Die Quantifizierung von
sechs Versuchen ist in Abbildung 4-17 B dargestellt. In differenzierten, 7 Tage
kultivierten Zellen waren im Vergleich zu 1 Tag kultivierten HaCaT noch 84 % des

adharenten Eap in der Membran-Fraktion vorhanden, wohingegen das internalisierte
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Eap in der Cytosol-Fraktion in den differenzierten Zellen um 74 % erh6ht wurde. Den
Resultaten aus dem Internalisierungsassay entsprechend fuhrte die Differenzierung
der Keratinozyten folglich zu einer geringen, nichtsignifikanten Reduktion des
adharenten Eap, wahrend signifikant mehr Eap aufgenommen wurde.

Der fehlende Eap-Effekt auf die Adhasion, zusammen mit der erhéhten Aufnahme
von Eap in differenzierte Zellen, deutet erneut an, dass der stimulierende Effekt von
Eap auf die Invasion nicht allein durch eine erhdhte Adh&sion erklarbar ist, sondern,

dass auf3erdem eine Induktion der intrazellularen Aufnahme-Mechanismen erfolgen
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Abb. 4-17: Eap-Effekt auf Adhdasion und Internalisierung in Abhé&ngigkeit vom
Differenzierungsstatus der HaCaT-Zellen. Adhasion (blaue Balken) und Internalisierung
(schwarze Balken) von SA113 in 1d kultivierte, undifferenzierte HaCaT-Zellen und 7 d
kultivierte, differenzierte Zellen wurden mittels Adhasions- und Internalisierungsassay
bestimmt (90 min Ko-Kultivierungszeit, Mol 100). Der fold change gibt die Erhdhung der
CFU-Werte (vgl. Abb. 4-11C) nach Eap-Vorinkubation an. Gezeigt sind Mittelwerte aus vier
unabhangigen, im Duplikat durchgefiihrten Experimenten mit den jeweiligen Standardfehlern
(** p=<0,01; NS = nicht signifikant). B: 1d und 7d kultivierte HaCaT-Zellen wurden mit
40 ng/ml Eap 1 h inkubiert. Nach Ernte und Fraktionierung des Gesamtzellproteins, wurde
Eap in der Membranfraktion und in der Cytosolfraktion mittels Western-Blot-Analyse
detektiert. Die Bandenintensitaten wurden quantifiziert, auf die interne Kontrolle normiert
(Cytosol-Fraktion: GAPDH; Membran-Fraktion: Cadherin) und den Wert der undifferenzierten
Zellen relativiert. Gezeigt sind Mittelwerte aus je sechs unabhangigen Experimenten mit den
jeweiligen Standardfehlern (normierte Werte wurden zur statistischen Berechnung
verwendet; * p < 0,05; NS = nicht signifikant).

4.3.3.3 Beeinflussung des Eap-Effekts durch Inhibitoren der Internalisierung

Da die normale Aufnahme von S. aureus via RME ein aktiver Prozess der Wirtszelle
ist, der die Polymerisation des Aktin-Zytoskeletts und die Aktivitat von wirtseigenen
PTKs wie der Src-Kinase bendtigt (Abschnitt 4.3.1.4), sollte analysiert werden, ob die

von Eap stimulierte Internalisierung tber die gleichen Prozesse vermittelt wird.
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Dazu wurden mit 40 ug/ml Eap vorinkubierte HaCaT-Zellen zusatzlich mit steigenden
Konzentrationen der in Abschnitt 4.3.1.4 getesteten Inhibitoren der Internalisierung
versetzt, bevor sie mit SA113 inokuliert und internalisierte Bakterien mittels
Internalisierungsassay detektiert wurden. Der 4-fache Eap-Effekt nahm mit
steigender Cytochalasin D Konzentration und damit einhergehender Inhibition der
Aktin-Polymerisation bis auf einen Wert von 0,8-fach ab (Abb. 4-18 A), was darauf
hinweist, dass die Polymerisation des Aktin-Zytoskeletts fur den stimulierenden Effekt
von Eap auf die Internalisierung bendtigt wird. Im Gegensatz dazu wurde der Eap-
Effekt mit steigender Genistein- und Src-Inhibitor 1-Konzentration gréf3er und stieg
auf 15,4- (Genistein) bis 18,1-fach (Src-Inhibitor 1) an (Abb. 4-18 B und C). Dieser

Anstieg resultierte vermutlich daraus, dass die Internalisierung ohne Eap durch diese
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Inhibitoren kontinuierlich reduziert worden ist, wahrend die Internalisierung mit Eap in
geringerem Mal} beeinflusst wurde. Eine mdgliche Erklarung hierfir ware, dass Eap
durch Beeinflussung der PTKs dem Effekt der Inhibitoren entgegenwirkt oder, dass

andere Kinasen die durch Eap stimulierte Invasion vermitteln.

4.3.3.4 Beeinflussung des Eap-Effekts durch Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von Eap

Aufgrund der These, dass Eap die Invasion mdglicherweise durch Wechselwirkung
mit PTKs — welche durch Phosphorylierung reguliert werden — stimuliert, und der
Beobachtung, dass Eap mehrere YXNX-Motive aufweist, welche theoretisch durch
die wirtseigenen PTKs phosphorylierbar sind (Rajbhandari, 2011), wurde der
Einfluss von Phosphorylierung und Dephosphoralierung auf den Eap-Effekt
untersucht.

Dazu wurde Eap 30 Minuten mit Alkalischer Phosphatase dephosphoryliert oder mit
Acetylphosphat phosphoryliert, bevor es zur Inkubation der Keratinozyten wahrend
des Internalisierungsassays verwendet wurde. Gleiche Reaktionsansatze ohne Eap
wurden ebenfalls getestet, um zu kontrollieren, ob die Grundinternalisierungsrate
durch Alkalische Phosphatase oder Acetylphosphat verandert worden ist. Wahrend
die Internalisierung ohne Eap nach Inkubation mit der Phosphatase von 29,8 auf
37,3 x 10* Bakterien stieg, blieb die mittels Eap-Vorinkubation erhthte Anzahl der
internalisierten Bakterien mit und ohne Phosphatase gleich (Abb. 4-19 A). Im
Gegensatz dazu reduzierte sich die Anzahl der nach Eap-Vorinkubation
internalisierten Bakterien durch Phosphorylierung mit Acetylphosphat signifikant um
40 % von 57,2 x 10* auf 34,0 x 10* (Abb. 4-19 B), wahrend die Internalisierung ohne
Eap nicht von Acetylphosphat beeinflusst wurde.

Um auszuschlie3en, dass der geringere Eap-Effekt aus einer reduzierten Aufnahme
von phosphorylietem Eap resultiert, wurden HaCaT-Zellen mit 40 pg/ml
unbehandeltem (-Ac) oder mit Acetylphosphat behandeltem Eap (+Ac) inkubiert.
Nach Ernte und Fraktionierung des Gesamtzellproteins, fand die Detektion von Eap
in der Membran-Fraktion und in der Cytosol-Fraktion mittels Western-Blot-Analyse
statt. Die Quantifizierung von vier Versuchen ist in Abbildung 4-19 C dargestellt.
Sowohl adhéarentes als auch aufgenommenes Eap konnten unabhangig von der
Behandlung mit Acetylphosphat in vergleichbaren Mengen in der Membran- (0,98 vs.
1,0) und Cytosol-Fraktion (0,67 vs. 0,70) detektiert werden. Damit kann eine
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geringere Aufnahme von phosphoryliertem Eap als Grund fir den reduzierten Eap-

Effekt ausgeschlossen werden.

NS B) ¥
‘; NS ‘>—< *%
80
-)
= 150 =
O, O,
5 5 60
@ 100 3
X X
©
3 * & 40 NS
(O]
T 50 5
=) S 20
[0 o)
© &
€ 0 T T = 0 T :
= - - + + Eap = - - + + Eap
- + - + AP - + - + AcC
c 1,6
) %1,4 ] s - AC
w mmmm + Ac
[} 1,2 T
(@)
S 1,0
&
£0,8
g
206
Lo4
302
0,0

Membran  Cytosol

Abb. 4-19: Einfluss von Phosphorylierung und Dephosphorylierung auf den Eap-
Effekt. Eap wurde mit alkalischer Phosphatase (AP) (A) oder Acetylphosphat (Ac) (B)
behandelt, bevor HaCaT-Zellen mit 40 pg/ml unbehandeltem Eap, 40 pg/ml behandeltem
Eap oder mit den entsprechenden Kontrollen ohne Eap 1 h vorinkubiert wurden.
AnschlieRend wurde die Internalisierung von SA113 mittels Internalisierungsassay bestimmt
(90 min Ko-Kultivierungszeit, Mol 100). Gezeigt sind Mittelwerte aus vier unabhangigen, im
Duplikat durchgefiihrten Experimenten mit den jeweiligen Standardfehlern (* p <0,05;
** p <0,01; NS = nicht signifikant). C: HaCaT-Zellen wurden mit 40 pg/ml unbehandeltem
Eap (-Ac) oder mit Acetylphosphat behandeltem Eap (+Ac) 1 h inkubiert. Nach Ernte und
Fraktionierung des Gesamtzellproteins, wurde Eap in der Membranfraktion und in der
Cytosolfraktion mittels Western-Blot-Analyse detektiert. Die Bandenintensitaten wurden
guantifiziert und auf die interne Kontrolle normiert (Cytosol-Fraktion: GAPDHGAPDH,;
Membran-Fraktion: Cadherin). Gezeigt sind Mittelwerte aus je vier unabhangigen
Experimenten mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Dass der Eap-Effekt durch Dephosphorylierung nicht beeinflusst worden ist, wahrend
er durch Phosphorylierung reduziert wurde, weist auf eine moégliche Regulierung der
Eap-Aktivitat durch Phosphorylierung hin. Dadurch wird die These, dass Eap die
Invasion durch Phosphorylierungs-abhéangige Wechselwirkung mit PTKs stimuliert,
bekraftigt. Um diese Aussage zu bestédtigen sind jedoch weitere Experimente

notwendig.
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5. DISKUSSION

5.1 Aufnahme von Eap durch Keratinozyten

Eap ist in vivo nicht nur in S. aureus infizierten Wunden vorhanden, was mittels
Immunfluoreszenz und Western-Blot nachgewiesen wurde (Athanasopoulos et al.,
2006), sondern es wird auch bis zu 100-fach starker in diesen exprimiert als bei in
vitro Kultur (Joost et al., 2009). Aufgrund der zahlreichen Eigenschaften dieses
Virulenzfaktors ergeben sich vielfaltige Moglichkeiten der Wechselwirkungen, welche
Schutz vor dem Immunsystem, Kolonisierung, Adhé&sion oder Internalisierung von
S. aureus vermitteln konnen. Eine Mdglichkeit solche Wechselwirkungen zu
vermitteln ware eine intrazellulare Beeinflussung der Signatransduktion wie sie
bereits fur Endothelzellen gezeigt wurde (Sobke et al., 2006). Dazu musste Eap ins
Cytosol der Keratinozyten gelangen. Nach Inkubation mit aufgereinigtem Eap
konnten tatsachlich nicht nur mittels Immunfluoreszenzfarbung, sondern auch durch
Zellfraktionierung mit anschlieBender Western-Blot-Analyse extrazellular an die
Membran gebundenes und intrazellulares Eap in Keratinozyten nachgewiesen
werden (Abb. 4-1 und 4-2). Sowohl die Menge des adh&renten als auch die Menge
des aufgenommenen Eaps waren abhéngig von der zugegebenen Eap-Menge,
wobei bis 20 ug/ml keine Sattigung eintrat (Abb. 4-2). Diese Ergebnisse stimmen mit
Resultaten aus Endothelzellen tberein, bei welchen Eap ebenfalls im Cytosol und an
der Membran gebunden nachgewiesen werden konnte (Joost, unvero6ffentlichte
Daten). Offen ist in diesem Zusammenhang die Frage welcher Mechanismus der
Aufnahme zugrunde liegt. In Frage kommen passiver Transport, aktiver Transport
oder die verschiedenen Formen der Endozytose. Das darauf folgende intrazellulare
Schicksal ist unabhéngig vom Transportmechanismus (Johannes und Lamaze,
2002), muss fur Eap aber ebenfalls noch geklart werden. Falls Eap tGber Endozytose
aufgenommen und direkt in Phagolysosom degradiert wird, ware trotz Aufnahme kein
freies Eap im Cytosol vorhanden und somit waren keine intrazellularen
Wechselwirkungen moglich. Da solche intrazellularen Interaktionen  fur
Endothelzellen bereits beschrieben wurden, erscheint diese Madglichkeit jedoch

unwahrscheinlich (Sobke et al., 2006). Auch in dieser Dissertation konnte gezeigt
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werden, dass Eap nicht nur verschiedene Eigenschaften von Keratinozyten, sondern
auch die Erk1/2-vermittelte Signaltransduktion beeinflusst (vgl. 5.2 und 5.4), was die
Vermutung zuléasst, dass Eap auch in Keratinozyten nach der Aufnahme frei im
Cytosol vorliegt. Um den genauen Aufnahmemechanismus und die anschlielend

stattfindenden Prozesse zu bestimmen, sind weitere Untersuchungen notwendig.

Eine andere Mdoglichkeit wie Eap ins Cytosol von Keratinozyten gelangen kann,
besteht in der Expression durch internalisierte Bakterien. Aufgrund des fehlenden
LPXTG-Motivs sollte Eap in die Umgebung sezerniert werden (Flock und Flock,
2001). Immunfluoreszenz-Untersuchungen mit dem Wundisolat #30 zeigten in dieser
Arbeit, dass Eap nach der Internalisierung der Bakterien sowohl auf der bakteriellen
Oberflache als auch im Cytosol nachweisbar war (Abb. 4-3). Ahnliches wurde bereits
fur verschiedene S. aureus Stamme in Endothelzellen beobachtet (S. Kerdudou,
unveroffentlicht). Diese Beobachtungen stimmen mit Versuchen uberein, bei denen
Eap aus dem Kultur-Uberstand und von der bakteriellen Oberflache extrahiert wurde:
30 % des sekretierten Proteins wurden trotz fehlendem LPXTG-Motiv an die
bakterielle Oberflache zuriickgebunden (Palma et al., 1999). Als mogliche
Bindungspartner wurden die Neutrale Phosphatase (Flock und Flock, 2001) und zwei
weitere S. aureus Oberflachenproteine (Kreikemeyer et al., 2002) identifiziert. Des
Weiteren war Eap nicht nur in infizierten Keratinozyten detektierbar, sondern auch in
benachbarten Zellen, in denen zum Zeitpunkt der Analyse keine Bakterien
vorhanden waren. Ob dieses Eap von den infizierten Hautzellen auf die
benachbarten Zellen Ubertragen wurde oder, ob es von Bakterien stammt, die
degradiert wurden, muss anhand weiterer Experimente Uberprift werden. Hierzu
ware es von Vorteil, ein Eap-GFP Fusionsprotein in S. aureus zu exprimieren,

dessen Ausbreitung in Zellen mit Zeitraffer-Aufnahmen dokumentiert werden kénnte.

Der Aufnahme-Mechansimus und das intrazellulare Schicksal von Eap bleiben zwar
weiterhin ungeklart, aber es konnte gezeigt werden, dass sowohl extrazellulares Eap
aufgenommen, als auch intrazellular Eap von internalisierten Bakterien sezerniert
wird. Folglich ist eine intrazellulare Wechselwirkung von Eap mit Keratinozyten

prinzipiell méglich.
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5.2 Beeinflussung der Epithelisation durch Eap

Nach momentanem Wissensstand ist Eap — neben weiteren Staphylokokken-
Virulenzfaktoren, die Zell- und Gewebeschadigend wirken (Chavakis et al., 2007) —
aufgrund seiner anti-inflammatorischen und anti-angiogenen Eigenschaften eine
wesentliche Ursache fur die mit S. aureus assoziierte, schlechte Wundheilung
(Athanasopoulos et al., 2006, Chavakis et al., 2002, Haggar et al., 2004). Uber den
Einfluss von Eap auf die darauffolgenden Phasen der Wundheilung ist jedoch noch
nichts bekannt. Eine dieser Phasen ist die Epithelisation, wahrend der die
Wundoberflache, ausgehend von im Wundrand vorhandenem, intaktem
Epithelgewebe, durch Migration, Proliferation und Differenzierung von Keratinozyten
geschlossen und die urspringlich vorhandene, mehrschichtige und differenzierte
Epidermis wieder hergestellt wird (Martin, 1997, Singer und Clark, 1999). Die
Untersuchung der drei Prozesse im Rahmen dieser Dissertation zeigte, dass
Migration und Proliferation von Eap inhibiert wurden, wohingegen es zu einer
Stimulation der Differenzierung kam. Eine solche Beeinflussung der Keratinozyten
wurde auch fir Candida albicans beschrieben. Dieser Hefepilz beeinflusst die
Motilitat und den Differenzierungsstatus oraler Keratinozyten, um die orale

Kolonisation zu erleichtern (Rollenhagen et al., 2009).

Zu Beginn der Epithelisation migrieren Keratinozyten vom Wundrand zur Wundmitte
Uber das Granulationsgewebe (Kirfel und Herzog, 2004, Martin, 1997). Dieser
Vorgang wurde imitiert, indem eine zellfreie Licke in einem konfluenten Zellrasen
generiert und anschlie3end beobachtet wurde, wie viel dieser Flache in Abhangigkeit
von zugegebenem Eap geschlossen wurde. Dabei wurde die Migration durch EGF
stimuliert (Cao et al., 2006), wahrend die Proliferation gleichzeitig mittels Aphidicolin
inhibiert wurde. Dadurch war sichergestellt, dass die Licke ohne Beteiligung von
proliferativen Vorgangen, lediglich durch Migration geschlossen werden konnte.
Ohne Zugabe von Eap erfolgte die SchlieBung der freien Flache mit HaCaT-Zellen
innerhalb von 8 Stunden, wéahrend dieser Vorgang bei NHEK mit 12 Stunden etwas
langer bendtigte. Unterschiede zwischen diesen beiden Keratinozyten-Linien zeigten
sich auch bei der Empfindlichkeit gegenlber Eap. Die Inhibition der Migration war bei
HaCaT ab 8 ug/ml detektierbar, wahrend dies bei NHEK bereits ab 4 pg/ml der Fall
war. Des Weiteren fand mit 12 ug/ml Eap eine komplette Inhibition der NHEK-
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Migration statt, wohingegen bei HaCaT-Zellen mit 24 pg/ml noch ein Teil des
zellfreien Gebiets geschlossen werden konnte. Die Migration von NHEK war folglich
nicht nur langsamer, sondern auch sensitiver gegentber Eap. Da im Gegensatz zum
HaCaT-Medium im NHEK-Medium neben EGF unter anderem auch Insulin und
verschiedene in der bovinen Hypophyse vorkommende Substanzen enthalten waren,
konnten die beobachteten Unterschiede durch eine dieser Substanzen verursacht
worden sein. Die D1-D4 Wiederholungen von FnBPB inhibieren die Migration von
Keratinozyten ebenfalls, wobei dieser Effekt vermutlich durch eine extrazellulare
Interaktion mit Fibronektin und nicht durch eine direkte Zell-Interaktion verursacht
wird (Kintarak et al., 2004a). Eap ist somit erst das zweite Protein von S. aureus, fur
das ein Einfluss auf die Migration nachgewiesen werden konnte und mdglicherweise
das erste Protein, bei dem dieser Effekt aus intrazellularen Interaktionen resultieren

konnte.

Inhibierung der Proliferation durch Eap ist hingegen bereits wohlbekannt. So wird der
negative Einfluss auf die Neogenese von Blutgefal3en zum Teil auf die Hemmung der
bFGF bzw. VEGF stimulierten Proliferation von Endothelzellen zuriickgefiihrt (Sobke
et al., 2006). Ebenso resultiert die Inkubation mit mehr als 9 pg/ml Eap in einer
Reduktion der proliferativen T-Zellantwort, wahrend geringere Eap-Mengen hier
aktivierend wirken (Haggar et al.,, 2005, Hussain et al., 2008). Diese Resultate
stimmen mit unseren Beobachtungen, dass Eap die Proliferation von NHEK und
HaCaT sowohl in Medium ohne Zusatze, als auch in mit KGF sublimiertem Medium
und in Vollmedium inhibiert (Abb. 4-5), tberein. Die Reduktion der Proliferation war
im Medium mit KGF-Zugabe jedoch ausgepréagter als im Vollmedium. Da die
Proliferation im Vollmedium nicht nur durch KGF sondern durch verschiedene weitere
Wachstumsfaktoren tber unterschiedliche Signalkaskaden aktiviert wird, scheint Eap
folglich nur einen Teil der beteiligten Signalkaskaden zu beeinflussen. Lee und
Kollegen berichteten, dass Eap die T-Zellproliferation durch Induktion von Apoptose
indirekt hemmt (Lee et al., 2002). Ein &hnlicher Effekt auf Keratinozyten konnte im
Rahmen dieser Arbeit nicht bestatigt werden: wahrend sich die friihe Apoptose unter
allen Kultivierungsbedingungen weder in HaCaT noch in NHEK durch Eap-Zugabe
signifikant erhdhte, konnte ein leichte, konzentrationsabhangige Zunahme der spaten
Apoptose/Nekrose um maximal 5,2 % festgestellt werden (Abb. 4-6). Die Apoptose
wurde folglich in deutlich weniger Keratinozyten induziert als die Proliferation inhibiert
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wurde (z.B. Zunahme der Apoptose von NHEK um 2,8 %, Reduktion der Proliferation
um 27 %), was dafir spricht, dass Eap keine Apoptose auslost, sondern den
Proliferationsprozess an sich inhibiert. Eine mogliche Erklarung fur diese
unterschiedlichen Resultate liefert — neben den unterschiedlichen, verwendeten
Zelltypen — die verwendete Eap-Menge, welche mit 400 ug/ml bei Lee sehr viel hoher
als die in dieser Arbeit verwendeten 15 bzw. 20 pg/ml war. F&ande die Reduktion der
Proliferation auch in vivo statt, ware ein entscheidender Prozess der Epithelisation
inhibiert (Martin, 1997, Singer und Clark, 1999).

Dariiber hinaus konnte ein stimulierender Effekt von Eap auf die Differenzierung in
NHEK und HaCaT nachgewiesen werden. Sowohl die Transkriptionsraten des friihen
Differenzierungsmarker Keratin 10, als auch des spaten Differenzierungsmarker
Involucrin wurden durch Eap konzentrationsabhangig erhoht (Abb. 4-7). Die
Bestatigung dieses Ergebnisses auf Proteinebene war jedoch nur fir NHEK maglich
(Abb. 4-7), da die entsprechende Proteinmenge in HaCaT-Zellen so gering war, dass
die Konzentration unter der Nachweisgrenze des Western-Blots lag. Obwohl bereits
ein von S. aureus exprimierter Inhibitor der epidermalen Differenzierung bekannt ist
(Sugai et al., 1990), wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt, dass das
Bakterium die Differenzierung auch stimulieren kann. Da die Regulation von
Proliferation und Differenzierung meist reziprok proportional verlauft (Kern et al.,
2011) und Eap einen umgekehrten Effekt auf diese Vorgange hatte, ergibt sich die
These, dass die Eap-Effekte aus einer Wechselwirkung mit dem
Regulationsmechanismus resultieren konnten. Am Beispiel der Ras/Raf/MEK/ERK-

Signalkaskade wird diese These im Ubernachsten Abschnitt diskutiert.

NHEK reagierten in allen Assays empfindlicher auf Eap als HaCaT, was
maoglicherweise den zellbiologischen Eigenschaften dieser immortalisierten Zelllinie
zuzuschreiben ist. Zwar reprasentieren NHEK aufgrund ihres Status als priméare
Zellen die tatsachlichen Vorgange in der Wunde besser als die immortalisierten
HaCaT-Zellen, dennoch kdnnen diese artifiziellen in vitro Versuche nur einen Hinweis
auf die tatsachlich in der Wunde ablaufenden Prozesse geben. Dort werden
Migration, Proliferation und Differenzierung durch komplizierte Interaktionen
zwischen verschiedenen Zelltypen gesteuert und hangen von diversen Faktoren, wie

beispielsweise der Festigkeit des Schorfs oder der Proteinzusammensetzung des
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Granulationsgewebes, ab. AuRerdem sind zahlreiche Wachstumsfaktoren, Cytokine
und Proteasen beteiligt (Martin, 1997, Singer und Clark, 1999, Werner und Grose,
2003). Ob Eap seinen inhibitorischen Effekt auf Migration und Proliferation bzw. den
stimulierenden Effekt auf die Differenzierung unter diesen komplexen Bedingungen
ebenfalls entfaltet, muss letztlich im Tiermodell geklart werden, da diese Prozesse in

vitro nur unzureichend untersucht werden konnen.

Unabhangig von der Komplexitat der extrazellularen Regulation ist intrazellular die
Ras-abhangige Signaltransduktion entscheidend an der Homoostase von
Proliferation und Differenzierung beteiligt. Ras kann ,downstream® vom EGF-
Rezeptor oder von Integrinen aktiviert werden, wohingegen Adhasions-Molekile wie
E-Cadherin hemmend wirken. Proliferation und Migration werden Uber die

Ras/Raf/MEK/ERK-Signalkaskade stimuliert, wahrend die Differenzierung durch
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Abb. 5-1: Vereinfachte Ubersicht Giber die Ras-Signalkaskade in Keratinozyten (links)
und deren Beeinflussung durch Eap (rechts) (abge&nderter Nachdruck einer Vorlage
von Kern et al. (2011) mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd:
[British Journal of Cancer], copyright (2011)). Ras kann downstream vom EGF-Rezeptor
oder von Integrinen aktiviert werden, wohingegen Adhasions-Molekille wie E-Cadherin
hemmend wirken. Mit Hilfe der downstream Effektoren werden Proliferation und Migration
Uber die Raf/MEK/ERK-Signalkaskade stimuliert und die Differenzierung wird durch
Hemmung von Rok-a gering gehalten. Eine inhibierende Interaktion von Eap mit Ras wirde
diese Stimulation und Hemmung aufheben, was eine Erhdhung der Differenzierung, aber
Erniedrigung von Phospho-ERK1/2, Migration und Proliferation zur Folge hatte. Pfeile stehen
fur Stimulation, stumpfe Pfeile fur Hemmung. Nach oben zeigende, griine Pfeile
symbolisieren Erhohung, wohingegen nach unten gerichtete, rote Pfeile Reduktionen
verdeutlichen.

Integrin
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Hemmung von Rok-a gering gehalten wird (Kern et al., 2011, Shibata et al., 2012)
(Abb. 5-1). Diese von Raf-1 vermittelte Inhibition ist auf3erdem die Voraussetzung fur
eine normale Migrationsfahigkeit (Ehrenreiter et al., 2005). Da die Ras-abhangige
Signaltransduktion in Keratinozyten folglich alle Prozesse mitreguliert, auf die Eap in
unseren Untersuchungen einen Effekt hatte, bietet sich diese Signalkaskade als
Interaktionspartner fir Eap an. Phosphoryliertes ERK1/2 lasst sich besonders gut in
einer Western-Blot-Analyse nachweisen, darum wurde die Vermutung anhand dieses
downstream-Effektors von Ras untersucht. Tatséachlich fand durch Eap-Vorinkubation
eine  konzentrationsabhangige  Reduktion der KGF-induzierten ERK1/2-
Phosphorylierung statt (Abb.4-8). Mit 30 ug/ml Eap wurde die Phosphorylierung um
50,5% reduziert. Dieses Ergebnis stimmt mit Resultaten aus Endothelzellen tberein,
welche mit Eap-Inkubation ebenfalls eine Reduktion der VEGF bzw. bFGF
induzierten ERK1/2-Phosphorylierung aufwiesen (Sobke et al., 2006). Des Weiteren
wurde gezeigt, dass diese Inhibierung der Ras/Raf/MEK/Erk-Signalkaskade aus der
Blockade der Ras-Aktivierung resultierte (Sobke et al., 2006).

Diese Tatsache macht die These wahrscheinlich, dass die hier beobachtete
Reduktion von Phospho-ERK1/2 in Keratinozyten ebenfalls auf eine Inhibition der
Ras-Aktivierung zuriickfihrbar ist. Eine solche Interaktion von Eap mit Ras wirde die
normalerweise stattfindende Stimulation und Hemmung aufheben, was eine
Erhohung der Differenzierung, aber Erniedrigung von Phospho-ERK1/2, der
Migration und Proliferation zur Folge hatte (Abb. 5-1). Eine Eap-Inkubation fihrte
interessanterweise bei allen Prozessen zu genau diesen Resultaten (vgl. 4.2.1-
4.2.4), was die These, dass Eap die Ras-abhangige Signaltransduktion in
Keratinozyten oberhalb von Raf beeinflusst, bekraftigt. Um den Interaktionspartner,
bei dem es sich moglicherweise um Ras handelt, eindeutig zu identifizieren, sind

jedoch weitere Experimente notwendig.

Da die hier gefundene in vitro Interaktion von Eap mit der Epithelisation neue
Mdoglichkeiten der Behandlung von S. aureus-infizierten Wunden eroffnet, indem
beispielsweise Proliferation und Migration der Keratinozyten gezielt aktiviert werden,
empfiehlt es sich in vitro und in vivo weiterfihrende Untersuchungen vorzunehmen,
um den Mechanismus der Inhibition von Proliferation und Migration bzw. der

Stimulation der Differenzierung eindeutig zu klaren.
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5.3 Charakterisierung der Internalisierung von S. aureus in

Keratinozyten

Bevor der zugrundeliegende Mechanismus untersucht wurde, sollte die
Internalisierung in Keratinozyten besser charakterisiert werden. Entsprechend der
Kenntnis, dass S. aureus fahig ist in humane, nichtprofessionelle Phagozyten
einzudringen (Almeida et al., 1996, Bayles et al., 1998, Bost et al., 1999, Ellington et
al., 1999, Deitch et al.,, 1995, Jevon et al., 1999), konnte die Invasion auch in
Hautzellen mit SA113 nachgewiesen werden (Abb. 4-9). Diese nahm mit
Inkubationszeit und zugegebener Bakterienmenge zu, wobei eine Sattigung
feststellbar war. Nach der Internalisierung nahm die Zahl der intrazellular
Uberlebenden Bakterien mit fortschreitender Zeit jedoch signifikant ab. Nach
48 Stunden war noch ein Viertel der nach 1,5 Stunden vorhandenen Bakterien
detektierbar (Abb. 4-9). Dass nur ein Teil der Bakterien in der Lage war, das
Phagosom aufzulésen und im Cytosol zu persistieren, wahrend die restlichen im
Phagolysosom degradiert werden, ist eine mdgliche Erklarung fur diese Abnahme
(Bayles et al., 1998, Schroder et al., 2006a). Das Entkommen aus dem Phagosom ist
von agr und dem synergistischen Effekt von &- und B-Toxin abhangig (Giese et al.,
2011, Wesson et al., 1998). Fur andere Stamme von S. aureus wurde auf3erdem
gezeigt, dass infizierte Zellen aufgrund einer hohen Toxinproduktion abgetotet
wurden (Haslinger-Loffler et al., 2005, Wesson et al., 1998, Wesson et al., 2000),
wodurch antimikrobielle Wirkstoffe in die Zellen eindringen und die intrazellularen
Bakterien abt6ten konnten. Dieser Prozess konnte hier aber weitestgehend
ausgeschlossen werden, da infizierte und nicht-infizierte Zellen die gleichen
Apoptose-Raten besal3en (Abb. 4-9).

Die in der normalen Epidermis und in einer Wunde vorhandenen Keratinozyten
unterscheiden sich in ihren Eigenschaften voneinander. Bisher wurden die
Internalisierungskapazitaten dieser Keratinozyten-Phanotypen weder fir S. aureus
noch fir andere Bakterien untersucht. Der Differenzierungsstatus spielt
beispielsweise bei chronischen Geschwiiren eine besondere Rolle, da Keratinozyten
aus den nicht-heilenden Wundrandern durch eine gestérte Differenzierung
gekennzeichnet sind (Stojadinovic et al., 2008). Dies ist deswegen von Bedeutung,
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weil S. aureus der vorherrschende Erreger in den als Paradebeispiel fir chronische
Haut-Infektionen geltenden, infizierten, chronischen Geschwuiren ist (Brook und
Frazier, 1998, Lipsky et al., 2004, Thomsen et al., 2010). Differenzierte Keratinozyten
wurden in der hier vorliegenden Arbeit generiert, indem ein konfluenter Zellrasen bis
zu sieben Tage weiter kultiviert wurde. Die Expression entsprechender Marker
kennzeichnet in unverletzter Haut den Ubergang von der basalen Schicht in die
dariiber liegenden Schichten und die damit einhergehenden Stadien der
Differenzierung (Candi et al., 2005, LaPres und Hudson, 1996, Leigh et al., 1993,
Watt, 1983). Dementsprechend bestatigte die erhdhte Expression von Keratin 10 und
Involucrin, mit welcher morphologische Veradnderungen der Keratinozyten einher
gingen, die vorhandene Differenzierung in unserem Versuchsansatz (Abb. 4-11).
Wahrend die Adhésion von SA113 durch die zunehmende Differenzierung lediglich
halbiert wurde, fand eine drastische Reduktion der Internalisierung um 99,6 % statt
(Abb. 4-11). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass Adhasion alleine nicht
ausreichend ist, um die Aufnahme von Bakterien zu vermitteln, vielmehr scheinen
intrazellulare Mechanismen in den Hautzellen ausschlaggebend zu sein. Noch
ungeklarte intrazellulare Mechanismen sind auf3erdem daftir verantwortlich, dass die
Uberlebensfahigkeit der intrazellularen Staphylokokken durch den Differenzierungs-
status negativ beeinflusst wurde (Abb. 4-11). Denkbar sind Unterschiede in der
bakteriell induzierten Auflésung der Phagosomen oder bei der Verschmelzung mit
Lysosomen. Apoptotische/nekrotische Prozesse tragen hier nicht zur reduzierten
Uberlebensfahigkeit bei, da die differenzierten Keratinozyten vergleichbare
Apoptose- bzw. Nekrose-Raten aufwiesen wie undifferenzierte Zellen (Daten nicht
gezeigt). Folglich ist die Infektion von differenzierten Keratinozyten aus zwei Griinden
erschwert: Neben der verminderten Aufnahme von Staphylokokken scheinen die
internalisierten Bakterien erfolgreicher eliminiert zu werden. Im Gegensatz dazu hatte
der Proliferationsstatus der Keratinozyten einen geringen Einfluss auf die
Internalisierungsrate von SA113. Zwar war die Anzahl der von proliferierenden Zellen
aufgenommenen Bakterien signifikant héher als in nicht-proliferativen HaCaT, dies ist
jedoch zum Teil auf den groReren Anteil an proliferierenden Zellen zurickfthrbar
(Abb. 4-10). Diese in vitro Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Invasion in vivo
bevorzugt in bestimmten Bereichen der Wunde stattfinden kdnnte und lassen die
gestorte Differenzierung in chronischen Geschwiren (Stojadinovic et al., 2008) in

einem neuen Licht erscheinen.
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Die Analyse der Adhasion an und Aufnahme verschiedener Adhéasionsprotein-
Deletionsmutanten durch HaCaT-Zellen und primére Keratinozyten zeigte nicht nur in
Hinblick auf die Wildtypen, sondern auch die Mutanten betreffende Unterschiede.
Warum die beiden Wildtypstamme SA113 und 8325-4 besser mit HaCaT-Zellen
interagierten, als mit primaren Keratinozyten, ist fraglich (Abb. 4-12). Eine mdgliche
Erklarung ware, dass HaCaT-Zellen mehr a5p1-Integrine exprimieren als NHEK,
oder, dass das Zellmedium aufgrund der FCS-Zugabe eine grof3ere Menge an ECM-
Proteinen enthalt. Obwohl beide Stdmme einen ahnlichen genetischen Hintergrund
besitzen und in ahnlichem Mal} an beide Zelltypen adhérierten, wurde SA113
effizienter von HaCaT-Zellen aufgenommen als 8325-4, wohingegen das Gegenteil
mit NHEK der Fall war. Beide stammen von NCTC8325 ab, besitzen aber minimale
genetische Unterschiede. 8325-4 enthélt im Gegensatz zu NCTC8325 keine
Prophagen, wahrend SA113 ein N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin mutagenisiertes
Derivat mit veranderten Restriktons- und Modifikationseigenschaften darstellt, das in
vitro eine erhodhte Fahigkeit zur Biofilmbildung aufweist (lordanescu und Surdeanu,
1976, Novick, 1967). Die Unterschiede in der Invasivitat dieser beiden WT Stamme
konnen in solchen geringfiigigen Anderungen begriindet sein. Stamm-abhangige
Effekte auf die Zell-Viabilitat konnten aufgrund ahnlicher Apoptose/Nekrose-Raten
(< 5%) jedoch ausgeschlossen werden (Daten nicht gezeigt). Bei HaCaT-Zellen
adharierten und internalisierten die jeweiligen srtA und fnbAB-Mutanten schlechter
als der entsprechende Wildtyp. Diese Beobachtung stimmt mit vorherigen
Ergebnissen Uberein, die zeigten, dass die Invasion von 8325-4 in HaCaT in
Abhéangigkeit von FnBPs erfolgte (Edwards et al., 2011). Im Gegensatz dazu konnte
mit NHEK kein Unterschied in der Adhasion festgestellt werden, was darauf
hindeutet, dass sich die Adhéasions-Mechanismen in HaCaT und NHEK
unterscheiden. Die fnbAB-Mutante wies auf3erdem keine reduzierte Internalisierung
auf, wohingegen die Aufnahme der srtA-Mutante vermindert war. Dies deutet zum
einen darauf hin, dass in priméren Keratinozyten neben FnBPs andere oberflachen-
gebundene Proteine an der Invasion beteiligt sind, zum anderen demonstriert es,
dass die Invasion unabhangig von der Adhasion erfolgte. Neben der Verankerung
des Bakteriums auf der Wirtszelle scheinen zusatzliche Faktoren fir eine
anschlieRende Aufnahme benétigt zu werden. Ahnliche Resultate wurden auch von
anderen Arbeitsgruppen veréffentlicht: So zeigten Cho und Kollegen, dass die

Adhésion an gesunde und von Schuppenflechte betroffene Haut unabhé&ngig von
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FnBPs stattfand (Cho et al., 2001), wahrend Kintarak et al. zeigen konnten, dass die
Invasion in primare Keratinozyten zwar stammabhangig, aber ebenfalls unabhéangig
von FnBPs erfolgte (Kintarak et al.,, 2004b). Eine mobgliche Ursache fiur die
unterschiedlichen Invasions-Mechanismen in HaCaT und NHEK kénnten ungleiche
Expressions-Level der a5p1-Integrine darstellen (Edwards et al., 2011), da diese
zusammen mit Fibronektin als Hauptinteraktionspartner der FnBPs gelten. Insgesamt
ist die Rolle der FnBPs bei der Invasion von Kerazinozyten nicht so eindeutig geklart
wie bei der Internalisierung in andere Zelltypen (Edwards et al., 2011, Dziewanowska
et al., 1999, Fowler et al., 2000, Jevon et al., 1999, Lammers et al., 1999, Sinha et
al., 1999, Sinha und Fraunholz, 2010). Dementsprechend ersetzt gelostes Eap in
diesem Fall zum ersten Mal nicht die Funktion der FnBPs, sondern bekommt eine
Bedeutung als eigensténdiges Invasin (vgl. 5.4). Die unveranderte Internalisierung
und Adhasion der eap Mutante im Vergleich zum Wildtyp spricht hingegen dafur,
dass das zellwandgebundene Eap eher unbedeutend fir die Interaktion mit
Keratinozyten ist. Eine Erklarung hierfir ware, dass S. aureus eine Reihe von
Adhasinen mit Uberlappenden Bindungseigenschaften produziert, welche das Fehlen
von Eap kompensieren kodnnen. Darum weisen eap-Mutanten auch Kkeine
verminderte Bindung an Fibronektin, Fibrinogen (Chavakis et al., 2002, Hussain et
al., 2002) oder Vitronektin auf (Kreikemeyer et al., 2002).

Es ist bekannt, dass die Invasion in verschiedenen Zelltypen mittels Rezeptor-
vermittelter Endozytose stattfindet (Agerer et al.,, 2003, Agerer et al., 2005,
Dziewanowska et al., 1999, Ellington et al., 1999, Fowler et al., 2003, Fraunholz und
Sinha, 2012, Jevon et al., 1999, Schroder et al., 2006b). Daran beteiligt sind sowohl
Polymerisation des Aktin-Zytoskeletts als auch wirtseigene Phosphotyrosinkinasen
(PTK) wie Src (Agerer et al., 2003, Fowler et al., 2003). Hier konnten diese Prozesse
in Keratinozyten nun ebenfalls bestatigt werden. Die pharmakologische Inhibition der
Polymerisation des Aktin-Zytoskeletts durch Cytochalasin D fuhrte zu einer
dosisabhangigen Erniedrigung der Invasion von S. aureus bis hin zur fast
vollstandigen  Blockade  (Abb. 4-13). Vergleichbare  Reduktionen  der
Internalisierungsraten erfolgten auch durch Genistein, einem kompetitiven Inhibitor
von PTKs im Allgemeinen, und durch Src-Inhibitor 1, einem Inhibitor der Src-Kinase,
im Speziellen (Abb. 4-13). Diese Ergebnisse verdeutlichen nicht nur die Beteiligung

eines aktiven Zytoskeletts und von Phosphotyrosinkinasen an der bakteriellen
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Aufnahme, sie stimmen auf3erdem mit den Beobachtungen aus anderen Zelltypen
sehr gut (dberein. So wurde beispielsweise gezeigt, dass die Src-
Phosphotyrosinkinase notwendig ist, um die Invasion von Cowan | in 293T-Zellen zu
vermitteln (Agerer et al., 2003) oder, dass das Zytoskelett an der Aufnahme von
NCTC6571 in Osteoblasten beteiligt ist (Jevon et al., 1999). Folglich deuten sie
darauf hin, dass die Aufnahme von S. aureus in Keratinozyten ebenso wie in
anderen Zelltypen Uber Rezeptor-vermittelte Endozytose erfolgt. Der Aufnahme-
Mechanismus von Staphylokokken scheint demnach in allen nicht-phagozytotischen,

eukaryotischen Zellen gleich zu sein.

5.4 Stimulation der bakteriellen Invasion durch Eap-

Vorinkubation der Keratinozyten

Eap, welches in einer mit S. aureus infizierten Wunde sezerniert wurde, kann nach
der Adhasion an Keratinozyten in deren Cytosol gelangen (vgl. 5.1). Dieses
adharente und intrazellulare Eap beeinflusst die Bindung und Aufnahme von SA113
in Keratinozyten positiv (Abb. 4-14). Beide Vorgange wurden konzentrationsabhéngig
in HaCaT erhoht, wobei der Effekt auf die Invasion ausgepragter war. In primaren
Keratinozyten konnten vergleichbare Resultate nachgewiesen werden (Abb. 4-14).
Um die Experimente unabh&ngig von chargen-spezifischen Schwankungen
durchflihren zu kénnen, wurde die Analyse des Eap-Effekts jedoch in HaCaT-Zellen
durchgefiihrt. Da in Facs-Analysen mit GFP-exprimierendem S. aureus sowohl die
Anzahl der infizierten, GFP-positiven Keratinozyten, als auch die mittlere Fluoreszenz
der infizierten Zellen mit steigender Eap-Konzentration zunahmen (Abb. 4-14), kann
davon ausgegangen werden, dass Eap nicht nur die Gesamtzahl an HaCaT-Zellen,
welche Bakterien aufnehmen, vergréf3erte, sondern dartber hinaus die Menge der
von einzelnen Keratinozyten-Zellen aufgenommenen Bakterien erhdhte. Nachdem in
verschiedenen Untersuchungen bereits gezeigt wurde, dass eine Eap-Vorinkubation
der Bakterien die Adhasion und Invasion stimuliert (Haggar et al., 2003, Hussain et
al.,, 2002, Palma et al., 1999), wurde durch diese Interaktion mit eukaryotischen
Zellen die Fahigkeiten des Adhasionsfaktors Eap um einen weiteren Aspekt erganzt.
Dabei ist sichergestellt, dass der Eap-Effekt nicht auf die nah verwandten Stamme

SA113 und 8325-4 beschrankt ist, da die Internalisierung der S. aureus-Stdmme
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Cowan | (ATCC 12598), LS1 (Bremell et al., 1992), MSSA 1112 (Entenza et al.,
1997), und ST239 (Grundmeier et al.,, 2010), welche einen unterschiedlichen
genetischen Hintergrund besitzen, ebenfalls durch Eap signifikant erhoht wurde
(Abb. 4-15). Des Weiteren fand eine noch starkere Stimulation der Aufnahme von
S. epidermidis, S.lugdenensis und E. coli statt (Abb. 4-15). Diese Vertreter der
Koagulase-negativen Staphylokokken und Enterobacteriaceae wurden aus Wunden
isoliert und kénnen als Koinfektion mit S. aureus auftreten. Der Eap-Effekt auf deren
Internalisierung war bis zu 112-fach groéf3er als bei S. aureus-Stdmmen, wohingegen
die Auswirkung auf die Adhasion vergleichbar war. Dass Eap einen solch
ausgepragten Effekt auf die Aufnahme hat, kann mit der sehr geringen
Grundinternalisierungsrate der Wundisolate zusammenhangen (Daten nicht gezeigt).
AuRBerdem war deren Adhasion an immobilisiertes Eap im Vergleich zu S. aureus
vermindert (Palma et al., 1999), woraus der vergleichbar geringe Effekt auf die
Adhasion resultieren kénnte. Aufgrund dieser Ergebnisse und angesichts der haufig
auftretenden polymikrobiellen Hautinfektionen kann angenommen werden, dass
sekretiertes Eap in vivo neben der Invasion von S. aureus auch die Aufnahme von
anderen fakultativ ~ pathogenen, gram-positiven oder  gram-negativen

Mikroorganismen stimuliert.

Es konnte kein Oberflachenprotein von S. aureus identifiziert werden, dessen
Anwesenheit fir den stimulierenden Effekt von Eap erforderlich ist. Wie bereits
diskutiert, fuhrten sowohl die fnbAB als auch die srtA Mutationen zu einer deutlich
reduzierten Adhasion und Internalisierung von S. aureus in HaCaT-Zellen. Dennoch
konnte kein verminderter Eap-Effekt mit diesen Mutanten festgestellt werden (Abb. 4-
16), was demonstriert, dass das Vorhandensein der dazugehdrigen Proteine nicht
notwendig fur die Eap-vermittelte Aufnahme war. Die Invasion der fnbAB Mutante
wurde im Gegenteil sogar sieben Mal mehr stimuliert als die der anderen Stdmme.
Das unterstitzt die aus Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen stammende
Vermutung, dass Eap das Fehlen von FnBPs in Hinblick auf die
Internalisierungsfahigkeit zum Teil kompensieren kann, indem es sowohl an die
bakterielle Oberflache als auch an Komponenten der extrazellularen Matrix bindet
bzw. durch intrazellulare Beeinflussung des Aufnahme-Mechanismus (Fraunholz und
Sinha, 2012, Hussain et al., 2002, Haggar et al., 2003, Palma et al., 1999). Obwohl
der Eap-Effekt nicht vermindert wurde, konnte der Verlust aller zellwandgebundenen
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Proteine bei der srtA Mutante nicht von Eap ausgeglichen werden, was dafir spricht,
dass weitere Oberflachen-Proteine gemeinsam mit Eap oder den FnBPs am
Invasions-Mechanismus beteiligt sind. Des Weiteren wurden weder Nptase noch
zellwandgebundenes Eap auf der bakteriellen Oberflache als Bindungspartner
bendtigt, da in den entsprechenden Mutanten der Eap-Effekt unverandert blieb (Abb.
4-16). Zwar wurde die Nptase als Eap-Bindungspartner identifiziert (Flock und Flock,
2001), es kommen jedoch noch zwei weitere, bis dato unbekannte
Interaktionspartner in Frage (Kreikemeyer et al.,, 2002), die den Verlust
kompensieren kdonnten. Dass die endogene Eap-Produktion keinen Einfluss auf den
Eap-Effekt  hatte, unterstreicht erneut den geringen Einfluss des
zellwandgebundenen Eaps auf die Internalisierungsfahigkeit in Keratinozyten.

Da in Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen die Bakterien mit Eap vorinkubiert
wurden und folglich keine Interaktion mit eukaryotischen Zellen méglich war, ist der
stimulierende Effekt von Eap auf die Internalisierung dort wahrscheinlich eine Folge
der erhéhten Adhéasion (Haggar et al., 2003, Hussain et al., 2002, Palma et al.,
1999). Im Gegensatz dazu wurden in dieser Arbeit die Keratinozyten mit Eap
inkubiert, wodurch erstmals deutliche Hinweise dafir gefunden werden konnten,
dass Eap die Internalisierung nicht nur durch extrazellulare Bindungs-Phdnomene
erhoht, sondern auch durch eine intrazellulare Beeinflussung des Aufnahme-
Mechanismus. Da die Adhasion von E.coli beispielsweise nicht von Eap beeinflusst
wurde, kann die extreme, Eap-vermittelte Steigerung der Internalisierung in diesem
Fall nicht auf eine erhéhte Adhasion zurtckgefuhrt werden. Auch der starkere Eap-
Effekt in differenzierten Keratinozyten im Vergleich zu undifferenzierten
Keratinozyten liel3 sich nicht auf eine verstarkte Adhasion nach Eap-Vorinkubation
zuruckfuhren, da die Adhasionsraten vergleichbar waren (Abb. 4-17). Die Analyse
der Aufnahme und Adhéasion von Eap bestarkte die These, dass intrazellulare
Mechanismen beeinflusst werden, da die Menge des adharenten Eaps in
differenzierten Keratinozyten nichtsignifikant veradndert war, wohingegen beim
intrazellularen Eap eine deutliche und signifikante Erh6hung im Vergleich zu
undifferenzierten Zellen feststellbar war (Abb. 4-17). Damit konnte der verstarkte
Eap-Effekt zum ersten Mal auf eine entsprechend hohere Eap-Menge in den
eukaryoten Zellen zurtckgefiihrt werden. Diese Resultate zeigen, dass l0sliches Eap
vor oder wahrend der Bindung von Bakterien mit Keratinozyten interagiert und dabei
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die Invasion durch intrazellulare Wechselwirkungen stimulieren konnte. Im
Gegensatz zum zellwandgebundenen Eap scheint das sekretierte Eap folglich eine
bedeutende Rolle bei der Invasion von Keratinozyten und damit bei der Etablierung

einer persistierend-rezidivierenden Infektion zu spielen.

Die Aufnahme von S. aureus via Rezeptor-vermittelte Endozytose ist ein aktiver
Prozess der Wirtszelle, der in Keratinozyten — wie in dieser Arbeit gezeigt wurde -
Polymerisation des Aktin-Zytoskeletts und Aktivitat von wirtseigenen PTKs wie Src-
Kinase voraussetzt, wobei der Mechanismus noch nicht in allen Einzelheiten bekannt
ist (Abschnitt 4.3.1.4). Folglich bieten sich zahlreiche Madglichkeiten der
Wechselwirkung fir Eap, von denen hier nur wenige mit Hilfe von Inhibitoren
Uberpruft werden konnten. Die Polymerisation des Aktin-Zytoskeletts scheint am
stimulierenden Effekt von Eap auf die Internalisierung beteiligt zu sein, da der Effekt
von Eap mit zunehmender Cytochalasin D-Konzentration sank (Abb. 4-18). Im
Gegensatz dazu nahm der Eap-Effekt mit Genistein, einem Inhibitor der PTKs
allgemein, und mit Src-Inhibitor 1 zu (Abb. 4-18). Dieser Anstieg resultierte vermutlich
daraus, dass die Internalisierung ohne Eap durch diese Inhibitoren kontinuierlich
reduziert worden ist (Abb. 4-13), wahrend die Internalisierung mit Eap in geringerem
Mafld beeinflusst wurde. Es ist dabei jedoch fraglich, ob die durch Eap stimulierte
Internalisierung zum Teil von anderen Kinasen vermittelt wird, oder, ob Eap durch
Beeinflussung der PTKs dem Effekt der Inhibitoren entgegenwirkt. PTKs sind haufig
Bestandteil von Signalkaskaden, bei welchen sie andere Proteine durch Addition
eines Phosphatrestes aktivieren und dadurch Signale weiterleiten (Jin und Pawson,
2012). Da fur Eap sowohl in Endothelzellen eine Interaktion mit Ras (Sobke et al.,
2006), als auch in dieser Arbeit eine Beeinflussung der ERK1/2 Signalkaskade
nachgewiesen wurden (vgl. 5.2), kann vermutet werden, dass Eap den Aufnahme-
Mechanismus ebenfalls durch eine Interaktion mit Signalkaskaden stimuliert. Das
identifizierte YXNX-Motiv, welches in den Eap-Domanen 3 und 4 hoch konserviert ist,
kommt als mdgliche Phosphorylierungsstelle in Frage (S. Kerdudou, unveroffentlicht).
Die Bedeutung der Tyrosin-Phosphorylierung in YXNX wurde weiter bestatigt, indem
gezeigt werden konnte, dass Eap-Mutanten, in denen aufgrund einer Punktmutation
im YXNX-Motiv keine Tyrosin-Phosphorylierung mehr méglich war, einen geringeren
Effekt auf Adhasion und Internalisierung besafllen (Rajbhandari, 2011).
Dementsprechend kann die These, dass Eap mdoglicherweise mit Signalkaskaden
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interagiert, dahingehend erweitert werden, dass diese Wechselwirkung durch
Phosphorylierung vermittelt werden konnte. Die dazugehérigen Untersuchungen mit
dephosphoryliertem und phosphoryliertem Eap konnten diese Vermutung
bekraftigen. Wahrend eine Dephosphorylierung keinen Einfluss auf den Eap-Effekt
hatte, flihrte eine Phosphorylierung zu einem reduzierten Effekt (Abb. 4-19).
Aufgrund gleicher Mengen an phosphoryliertem und nativem Eap in der Membran-
und Cytosolfraktion, konnte ausgeschlossen werden, dass diese Verminderung aus
einer geringeren Aufnahme des phosphorylierten Eaps resultierte (Abb. 4-19). Da
Eap durch Phosphorylierung unwirksamer wird, kann davon ausgegangen werden,
dass sekretiertes, unphosphoryliertes Eap bei der Stimulation der Internalisierung
phosphoryliert wird. Bisher gelang es uns nicht den Phosphorylierungsstatus von Eap
nachzuweisen, was dringend erforderlich ist, um diese These zu bestéatigen und
dementsprechend Gegenstand laufender Untersuchungen ist. Des Weiteren sollen in
weiterfihrenden Versuchen die mdglichen Interaktionspartner identifiziert werden.
Mehrere bakterielle Erreger wie enteropathogene E. coli (EPEC), Helicobacter pylori
oder Chlamydia trachomatis sekretieren Tyrosinkinase-Substrate, welche in
Wirtszellen eindringen (Backert und Selbach, 2005, Kenny und Finlay, 1997, Mehlitz
et al., 2008, Tegtmeyer und Backert, 2011). Im Cytosol werden diese Proteine in der
Regel von Kinasen der Wirtszelle phosphoryliert, was entweder direkt den
gewinschten Effekt induziert oder woraufhin sie mit anderen cytosolischen Proteinen
interagieren, um die Wirtszell-Funktionen zum Nutzen des Erregers zu modulieren
(Backert und Selbach, 2005). Die Tatsache, dass Phosphorylierung bakterieller
Proteine durch Wirts-Kinasen bei anderen Erregern ein bekanntes Vorgehen ist, lasst
zusammen mit den in dieser Arbeit bzw. von R. Rajbhandari gezeigten Resultaten
(Rajbhandari, 2011) die Moglichkeit einer &hnlichen Eap-Interaktion bei der

Stimulation der Internalisierung zunehmend wahrscheinlich erscheinen.

Obwohl in dieser Arbeit in vitro mit primaren Keratinozyten und HaCaT-Zellen neue
Einblicke in die Internalisierungs-stimulierenden Fahigkeiten von Eap gewonnen
werden konnten, darf nicht vergessen werden, dass in vivo zahlreiche weitere
Faktoren die Aufnahme von S. aureus beeinflussen. Zwar besteht die normale
Epidermis zu 95 % aus Keratinozyten, enthalt unter anderem aber auch Mastzellen
(Abel et al., 2011), Makrophagen und dendritische Zellen (Nagl et al., 2002), die nicht

nur ebenfalls in der Lage sind Bakterien aufzunehmen, sondern dariber hinaus
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dabei eine bedeutendere Rolle spielen kénnten als Keratinozyten. In einer Wunde
herrschen aul3erdem ganzlich veranderte Zustande vor. Je nach Heilungsphase sind
prozentual keine bis sehr wenige Keratinozyten, dafir aber zahlreiche andere
Zelltypen wie Fibroblasten vorhanden (Martin, 1997, Singer und Clark, 1999, Werner
und Grose, 2003). Des Weiteren ist nicht sicher, ob sich die bakterielle Invasion in
vivo im dreidimensionalen Gewebe mit der Aufnahme im artifiziellen Monolayer des
in vitro Systems vergleichen lasst. Tierversuche konnten diese Fragen klaren.
AuBerdem sekretieren Keratinozyten in vivo antimikrobielle Peptide (Braff et al.,
2005), deren Wechselwirkung mit der Internalisierung von S. aureus nicht untersucht
wurde. Diese Peptide besitzen nicht nur einen direkten Effekt auf die bakterielle
Zellmembran (Harder und Schroder, 2005), sondern gehen auch indirekt durch ihre
immunmodulatorischen Eigenschaften gegen die Bakterien vor (Oppenheim und
Yang, 2005).

5.5 Konklusion und Ausblick

Eap kann entweder uUber einen unbekannten Mechanismus in Keratinozyten
aufgenommen oder direkt von internalisierten Bakterien im Cytosol sezerniert werden
(Abb. 5-2). Intrazellulér ist Eap in der Lage die Rezeptor-vermittelte Endozytose und
die Differenzierung zu stimulieren, wahrend Migration und Proliferation gehemmt
werden (Abb. 5-2). Die Menge an Phospho-ERK1/2 wird ebenfalls reduziert, was
vermutlich durch die Hemmung der Ras-abhangigen Signaltransduktion verursacht
wird (Abb. 5-2). Da diese Signalkaskade Differenzierung, Migration und Proliferation
reguliert, ware deren Hemmung eine mdgliche Erklarung fir die beobachteten Eap-
Effekte auf die Epithelisationsprozesse. Ohne Migration und Proliferation kann keine
Epithelisation stattfinden (Kirfel und Herzog, 2004, Morasso und Tomic-Canic, 2005),
was zwangslaufig zu chronischen, nicht heilenden Wunden fihrt. Man kann
mutmalen, dass die Heilung durch S. aureus gezielt verzogert wird, da das
Bakterium in diesem Milieu mdoglicherweise eine persistierende Infektion besser
etablieren kann, als in normaler Haut. Insgesamt bieten diese Ergebnisse Ansatze flr
neue Behandlungsmdglichkeiten chronischer Wunden auf Basis einer Eap-
Inaktivierung. Zunéchst miusste dazu tUberprift werden, ob und an welcher Stelle Eap

mit der Ras/Raf/MEK/ERK-Signalkaskade interagiert und, ob diese Interaktion
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tatsachlich die Ursache fur den Eap-Effekt auf die Differenzierung, Migration und

Proliferation ist.

. epges n“
Fibrillire =St
o

B
2
o
Adhisions- ?
proteine S

Neuorganisation ?
von F-Aktin

\..

Rezeptor-

f vermittelte-
Endozytose ' ) 4

Differenzierung f

Migration *

Proliferation *

Abb. 5-2: Vereinfachtes Schaubild tber die mdglichen Wechselwirkungen von Eap mit
Keratinozyten. Eap kann entweder uber einen unbekannten Mechanismus aufgenommen
oder — je nach Stamm und intrazellularem Schicksal der internalisierten Bakterien —
intrazellular sezerniert werden. Im Cytosol stimuliert Eap (grine Pfeile) die Rezeptor-
vermittelte Endozytose und die Differenzierung, wahrend Migration und Proliferation
gehemmt werden (rote, stumpfe Pfeile). Die Menge an ERK1/2 wird ebenfalls reduziert, was
vermutlich aus der Blockade der Ras-abhangigen Signaltransduktion resultiert. Diese
reguliert Differenzierung, Migration und Proliferation, weswegen die hier beobachteten Eap-
Effekte mdglicherweise ebenfalls auf die Beeinflussung der Signalkaskade zurtckfuhrbar
sind. Phosphoryliertes Eap, welches evtl. bei der Stimulation der RME entsteht, hat keinen
Einfluss auf die RME. Nach oben zeigende, grine Pfeile symbolisieren Erhdhung,
wohingegen nach unten gerichtete, rote Pfeile fir Reduktion stehen.
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Die Untersuchungen zum Einfluss von Eap auf die Epithelisation kdénnen zur
verbesserten Behandlung von mit S. aureus infizierten Wunden beitragen, was
aufgrund der mit S. aureus-assoziierten schlechten Wundheilung von grof3em Nutzen

ware.

Die Aufnahme von S. aureus in Keratinozyten betreffend, konnten ebenfalls neue
Erkenntnisse in dieser Arbeit gewonnen werden. Diese kann unabh&angig von FnBPs
erfolgen und findet bevorzugt in proliferierenden, undifferenzierten Keratinozyten
statt. Zusatzlich ist die Uberlebensfahigkeit in undifferenzierten Zellen hoher als in
differenzierten. Die Invasion findet vermutlich — wie in anderen eukaryotischen Zellen
bereits gezeigt — mittels Rezeptor-vermittelter Endozytose statt.

AuBBerdem konnten einige neue Beobachtungen zur Rolle von Eap als Invasin
gemacht werden: wahrend zellwandgebundenes Eap keinen Einfluss hatte, erhdhte
gelostes Eap unabhangig von der FnBP-Expression die Invasion in Keratinozyten
stark. Dabei scheint nicht die verstarkte bakterielle Bindung an die eukaryotische
Zelloberflache die Ursache fir diesen Effekt zu sein, sondern vielmehr die
intrazellulare Beeinflussung der an der Aufnahme beteiligten Prozesse, welche
maoglicherweise durch Phosphorylierung von Eap erfolgt (Abb. 5-2). Als Folge wird
die Rezeptor-vermittelte Endozytose erhoht. Dazu ist die Aktivitdt des Zytoskeletts
erforderlich. Ob die an der normalen Internalisierung beteiligten Kinasen durch Eap
aktiviert, oder ob weitere Kinasen involviert werden, blieb jedoch ungeklart und ist
Gegenstand weiterfihrender Untersuchungen. Dabei ist ein vordringliches Ziel den
Phosphorylierungsstatus von Eap bestimmen zu kdnnen, um zu klaren, ob Eap in der
eukaryotischen Zelle tatsachlich phosphoryliert wird. Im néchsten Schritt wére es
sinnvoll den Interaktionspartner zu bestimmen.

Sekretiertes Eap scheint folglich eine bedeutende Rolle bei der Invasion von
Keratinozyten und damit bei der Etablierung einer persistierend-rezidivierenden
Infektion zu spielen, da die Aufnahme sowohl Schutz vor dem Immunsystem als auch
die Ausbreitung in neue 6kologische Nischen ermdglicht (Garzoni und Kelley, 2009,
Sendi und Proctor, 2009). Des Weiteren kann angesichts der Tatsache von haufig
auftretenden polymikrobiellen Hautinfektionen angenommen werden, dass

sekretiertes Eap neben der Invasion von S. aureus auch die Aufnahme von anderen
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fakultativ pathogenen, gram-positiven oder gram-negativen Mikroorganismen in vivo
stimuliert. Um diese Vermutungen zu bestéatigen, sind Versuche im Tiermodell
erforderlich.

Da die erfolgreiche Therapie einer Wundinfektion voraussetzt, dass die Erreger
zuganglich fur antimikrobielle Therapeutika sind, ist es notwendig zu verstehen wie
Bakterien ebendies durch Invasion verhindern. Das Verstandnis dieses Vorgangs
bietet vielleicht einen neuen Angriffspunkt fir die Behandlung persistierender
Hautinfektionen. Neue Erkenntnisse Uber Details dieser Vorgdnge kodnnten des

Weiteren die Entwicklung neuer antimikrobieller Therapeutika unterstitzen.
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The Staphylococcus aureus Extracellular Adherence
Protein Promotes Bacterial Internalization by
Keratinocytes Independent of Fibronectin-Binding
Proteins

Stephanie Bur!, Klaus T. Preissner’, Mathias Herrmann' and Markus Bischoff'

Staphylococcus aureus, the leading causal pathogen of skin infections, is strongly associated with skin atopy, and
a number of bacterial adhesins allow the microbe to adhere to and invade eukaryotic cells. One of these adhesive
molecules is the multifunctional extracellular adherence protein (Eap), which is overexpressed in situ in authentic
human wounds and was shown to delay wound healing in experimental models. Yet, its role during invasion of
keratinocytes is not clearly defined. By using a gentamicin/lysostaphin protection assay we demonstrate here that
preincubation of HaCaT cells or primary keratinocytes with Eap results in a concentration-dependent significant
increase in staphylococcal adhesion, followed by an even more pronounced internalization of bacteria by
eukaryotic cells. Flow cytometric analysis revealed that Eap increased both the number of infected eukaryotic
cells and the bacterial load per infected cell. Moreover, treatment of keratinocytes with Eap strongly enhanced
the internalization of coagulase-negative staphylococci, as well as of E. coli, and markedly promoted staphylococcal
invasion into extended-culture keratinocytes, displaying expression of keratin 10 and involucrin as differentiation
markers. Thus, wound-related staphylococcal Eap may provide a major cellular invasin function, thereby
enhancing the pathogen’s ability to hide from the host immune system during acute and chronic skin infection.

Journal of Investigative Dermatalogy (2013) 133, 2004-2012; doi:10.1038/)id.2013.87; published online 4 April 2013

INTRODUCTION localization of S. aureus has also been demonstrated in tissues

S. aureus is an opportunistic pathogen with the ability to cause
acute-fulminant, as well as chronic-persistent disease. The
Gram-positive microorganism is the leading cause of super-
ficial and deep skin infections; it is frequently associated with
impaired wound healing and is closely associated with atopic
reactions of the skin (Madsen et al., 1996; Bunikowski et al,
2000; Grimble et al., 2001). As S. aureus is able to invade and
persist in nonprofessional phagocytes such as fibroblasts,
osteoblasts, and various epithelial cell types (Deitch et al,
1995; Almeida et al., 1996; Bayles et al., 1998; Bost et al,
1999; Ellington et al, 1999; Jevon et al, 1999), such
intracellular niches are thought to have a major role in the
pathogenesis of infections. More recently, the intracellular
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derived from patients, suggesting a role of this niche for
shielding of bacteria from host defense, and as a reservoir for
persistent microorganisms (Clement et al, 2005; Plouin-
Gaudon et al., 2006; Garzoni and Kelley, 2009; Sendi and
Proctor, 2009; Zautner et al., 2010).

In order to invade eukaryotic cells, Staphylococci have to first
attach to their cell surface. This initial attachment of S. aureus is
mediated by a number of cell wall-bound adhesins, including
MSCRAMMSs (microbial surface components recognizing adhe-
sive matrix molecules) (Nitsche-Schmitz et al, 2007) and
secretable expanded repertoire adhesion molecules (Chavakis
et al, 2005). Bridging between fibronectin-hinding proteins
(FnBPs) and «5B1 integrins by soluble fibronectin (Fn) is
supposed to be the basis for the crucial role of MSCRAMMSs
as major invasins of S. aureus (Dziewanowska et al, 1999;
Lammers et al., 1999; Sinha et al, 1999; Fowler et al,, 2000;
Sinha et al., 2000); for epithelial cells, an additional role of a
direct interaction between FnBPs and an epithelial cell-
expressed heat shock protein (HSP-60) has been demonstrated
(Dziewanowska et al, 2000). The intemalization step itself
involves  receptor-mediated  endocytotic  mechanisms  that
include the formation and uptake of clathrin-coated pits via
rearrangement of the cytoskeleton (Sinha and Fraunholz, 2010),
F-actin polymerization (Ellington et al,, 1999; Jevon et al,, 1999),
and the activation of protein tyrosin kinases such as Src-tyrosin
kinase (Dziewanowska ef al, 1999; Agerer et al., 2003).

© 2013 The Society for Investigative Dematology
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Secreted expanded repertoire adhesive moleculess are
either secreted or decorate the bacterial cell surfface by
noncovalent binding to putative bacterial receptors contribut-
ing to bacterial uptake by less well-understood mechanisms.
Among these adhesion proteins, the “extracellular adherence
protein’ (Eap), which is produced by all isolates of S. aureus
but not by ather staphylococcal species (Hussain et al., 2001,
has been best described with respect to its adhesive functions
and anti-inflammatory properties. Eap has been shown to bind
to a number of host cell matrix and plasma proteins such as
Fn, fibrinogen, prothrombin, vitronectin, thrombospondin-1,
collagen I, IV, and VI, to extracellular matrix aggregates, and
to the endothelial cell adhesion molecule ICAM-1 (reviewed
in Chavakis et al, 2005; and Hussain et al, 2008). After
preincubation of bacteria with Eap, adherence to and
internalization by eukaryotic cells was found to be
enhanced (Palma et al, 1999; Haggar et al., 2003}, and—in
analogy to MSCRAMM-mediated mechanisms—it was pre-
sumed that Eap provides an anchoring function due to
recognition by eukaryotic cell suface molecules that may
mediate subsequent bacterial uptake. However, none of the
ligands mentioned above have been experimentally proven to
be required far the Eap effect on adhesion/internalization. Eap
further exhibits immunomodulatory and antiangiogenic func-
tions (Chavakis et al, 2002; Lee et al, 2002; Athanasopoulos
et al., 2006; Sobke et al, 2006; Chavakis et al, 2007;
Thompson et al, 2010; Wang et al, 2010) that delay
wound healing (Athanasopoulos et al, 2006), as well as
antiproliferative activities that are related to interference of
Eap with intracellular mitogen-activated protein  kinase
(MAPK) signaling (Sobke et al, 2006). Another aspect
related to staphylococcal wound infections is the massive
increase of 5. aureus eap transcription in authentic human
wounds (Joost et al, 2009), suggesting the presence of high
extracellular Eap levels in S aureus-infected wound tissue
resulting in a delay in wound healing and in enhanced
humaral host response (Joost et al, 2011).

In light of wound-associated Eap, as well as of its multi-
functional acfivities it is necessary to scrutinize the Eap-

S Bur et al.
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mediated adhesion and invasion process in skin cells in closer
detail in order to define potential Eap-mediated mechanisms
contributing to the invasive skin infection of S. aureus. More-
over, as skin infections are frequently of polymicrobial origin,
a role of secreted Eap on the uptake of other microorganisms
needs to be addressed.

RESULTS AND DISCUSSION

FnBPs-independent adhesion and internalization of 5. aureus by
keratinocyles

To determine the impact of FnBPs and other MSCRAMMs
during internalization of 5. aureus by keratinozytes, the
invasiveness of isogenic fnbAB™/fnbAB~ (8325-4/DU5883)
(McElroy et al, 2008) and srtA ™ /sitA ™ (SAT13/5A113 AsrtA
(Weidenmaier et al., 2008)) (srtA confers expression of sortase
A, an enzyme providing covalent linkage of MSCRAMM to the
Gram-positive cell wall (Mazmanian et al, 1999); snA
mutants are devoid of cell-bound MSCRAMM molecules)
strain pairs into HaCaT cells and primary keratinocytes
(normal human epidermal keratinocytes (NHEK)) was deter-
mined in gentamicin/lysostaphin protection assays. Initially,
the impact of the multiplicity of infection (Mol) and incuba-
tion time on the intemalization capacity of the fnbAB™
strain SA113 into HaCaT cells was analyzed (Figure 1a).
SA113 was readily taken up, and the amount of internalized
microorganisms was dependent on the Mol and cocultivation
time: After 90 minutes of cocultivation, an Mol of 1, 10, and
100 resulted in a total of 5.8 x 10°, 5.3x 10%, and 1x 10°
internalized bacteria per 4.5 x 10° cells, respectively. The
uptake process appeared to be saturable as a 10-fold increase
in Mol (from 10 to 100) resulted in a twofold increase in
intracellular bacteria only. Subsequent experiments were
conducted with an Mol of 100 and a cocultivation time of
90 minutes.

Analysis of staphylococcal adhesion to and uptake by
HaCaT cells and by NHEK revealed important differences
both with respect to interaction events, as well as with respect
to the keratinocyte cell type used. Both wild-type (WT) strains
adhered and internalized more effectively to/into HaCaT cells
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Figure 1. Adhesion and internalization of S. aureus by keratinocyltes. (a) Freshly passaged HaCaT cells were grown to confluence and incubated with S aureus
SA113 at the multiplicities of infection (Mal) indicated, and internalization rates were determined as outlined in Methods. The data represent mean & SEM
(n=4). b, ¢) Determination of the adhesion (b) and intemalization rates () of isogenic srtA ™" /srtA ™ (SAT13/5A113 AsiA) and inbAB  /inbAB ™~ (8325-4/DUI5883)
strain pairs in HaCaT cells (open boxes) and primary keratinocytes {patterned boxes). Data ane presented in box and whisker plots showing the interquartle
range (25-75%; box), median (horizontal ling), and whiskers (bars; minfmax). *P<0.05; **P<0.001 for WT versus WT and WT versus mutant, respectively
{the Mann-Whitney LHest). CFL), colony-forming unit.
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than to/into NHEK cells. In addition, in comparison with the
respective WT strains, both fnbAB and sitA mutants revealed a
profoundly and significantly lower amount of bacteria being
adherent to and internalized by HaCaT cells (Figure 1b and c).
This finding is in accordance with a previous repaort, indicating
that §. aureus strain 8325-4 intemalization occurs in an
FnBPA-dependent manner upon incubation with HaCaT cells
(Edwards et al., 2011).

In contrast to the interaction with HaCaT cells, both the
fnbAB and srtA mutants adhered to NHEK to the same extent
when compared with WT strains (Figure 1b). With respect to
internalization, the results were found to depend on the type
of deletion-mutation: Whereas for the sitA mutant a significant
decrease in internalization was observed, for the fnbAB
mutant no such difference was discernable (Figure 1c). These
findings not only demonstrate that S aureus adhesion
mechanisms differ between NHEK and HaCaT cells but
further reveal, at least for the srtA mutant, an important
dissociation between adhesion and internalization events,
suggesting that an anchoring mechanism provided by the
MSCRAMM-host cell receptor interaction might not be the
sole mechanism that contributes to uptake of S. aureus by
primary keratinocytes.

We also observed significant differences in the internaliza-
tion capacities of the WT strains, although both strains share
a similar genetic background. Whereas 8325-4 intemalized
less efficiently into HaCaT cells compared with SA113,
the opposite was observed with primary keratinocytes
(Figure 1c). However, as the gene repertoires of SA113 and
8325-4 differ slightly (both are descendants of NCTC8325, but
8325-4 lacks the prophages of its ancestor, and SA113
represents an N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine mutagen-
ized derivative of NCTC8325 with altered restriction/modifi-
cation properties and an increased biofilm formation capacity
(Novick, 1967; lordanescu and Surdeanu, 1976)), the
differences in invasiveness observed between these two
strains might be caused by such minor alterations. Strain-
dependent effects on cell viability could be largely excluded,
as both WT strains induced similar levels of apoptosis in
HaCaT cells and NHEK (< 5%).

2006 Journal of Investigative Dermatology (2013), Volume 133
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Figure 2. Effect of extracellular adherence protein (Eap)-preincubation of keratinocytes on the adhesion/intemalization capacities of S. aurews. (a) Adhesion
{filled squares) and intemalization {open circles) rates of 5. aureus strain SA1T13 ofinto HaCaT cells preincubated with the Eap concentrations indicated. (b) The
recovered fold change of colony-forming unit (CFU) numbers was determined in HaCaT (filled bars) or primary keratinocytes (open bars) in the absence or
presence of Eap (40 pg ml~ ). (c) Internalization of green fluorescent protein (GFP)expressing 5. aureus HOM 70 was determined by FACS analysis as indicated by
the portion of GFP-positive keratinocytes (filled circles) and mean fluorescence imtensity (MFD) {open triangles) of gated GFP-positive cells. Data represent
mean £SEM (n=4). *P<0.05; **P<0.01 for Eap-supplemented versus unsupplemented cells (Wilcoxon signed-rank test).

In part, these findings are in accordance with published
results reporting adherence to atopic and nomal skin occur-
ring via FnBP-independent mechanisms (Cho et al, 2001),
and via  FnBP-independent albeit  strain-dependent
mechanisms also  for invasion of primary human
keratinocytes (in contrast to results with the keratinocyte cell
lines HaCaT, UP, and NHK showing FnBP invasion
dependency) (Kintarak et al, 2004). In HaCaT cells, invasion
with 8325-4 derivates was found to be FnBP-dependent, and
activity could be attributed to individual FnBP repeat regions
([Edwards et al., 2011). Variations in expression levels of the
a5f1 integrin (as recognition site for wvarious bacterial
adhesins) on different eukaryotic cell types might also
contribute  to  differences in  pathogen binding and
internalization (Edwards et al, 2011). The role of Eap,
however, on adhesion and internalization was believed to
be only of importance for invasion of strains devoid of or
equipped with aberrant FnBPs (Grundmeier et al., 2004) and
had been demonstrated to partly compensate for loss of their
function (Palma et al., 1999; Haggar et al., 2003). Yet, as our
and others’ findings revealed a differential role of FnBPs with
respect to S, aureus-keratinocyte interaction in an FnBP
functional background, as a next step purified Eap was used
to elucidate its role in adhesion/internalization mechanisms
with keratinocytes in various fnb backgrounds.

Eap-mediated and FnBP-independent adhesion/internalization of
S awreus by keratinocyles

HaCaT cells were preincubated with increasing concentra-
tions of Eap, washed to remove unbound Eap, and subse-
quently exposed to strain SA113 in a gentamicin/lysostaphin
protection assay. In a concentration-dependent manner, Eap
affected both adhesion and internalization: Upon preincuba-
tion with Eap at concentrations of =20pgml =", adhesion of
SA113 to HaCaT cells was significantly increased, whereas
lower concentrations of Eap (< 10 pgml ") were sufficient to
significantly promote internalization of this strain by HaCaT
cells (Figure 2a). Higher concentrations of Eap (40pgml~")
induced saturable bacterial adhesion and internalization,
promoting both events 2.8-fold and 5.5-fold, respectively.
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Similarly, pretreatment of NHEK with Eap (40Dpgml~") and
subsequent incubation with SA113 promoted adhesion and
internalization 2.1-fold and 8.0-fold, respectively (Figure 2b).
These findings suggest that Eap pretreatment has an even
stronger impact on internalization than on adhesion in both
epithelial cell types. Experiments performed with 40pgml ="
of Eap degraded with proteinase K showed no effect on
adhesion or internalization (data not shown).

To determine whether the effect of Eap pretreatment on
staphylococcal adhesion to and internalization by HaCaT cells
is restricted to only a small subpopulation of eukaryotic cells,
or whether Eap might enhance the overall number of HaCaT
cells ingesting 5. aureus, Eap-pretreated HaCaT cells were
incubated with an SA113 derivative constitutively expressing
green fluorescent protein, and the number of intemalized
bacteria was monitored by FACS analyses. As an increase in
function of the Eap concentration could be monitored with
respect to both the number of green fluorescent protein-
positive keratinocytes and the mean fluorescence intensities
of the infected cells (Figure 2c), it is suggested that Eap
promotes both the mean number of bacteria taken up by an
individual keratinocyte cell and the overall number of HaCaT
cells participating in the internalization of S. aureus.

On the basis of the above observations—that is, that srtA
and fnbAB mutations markedly affected the adhesion and
internalization of §. aureus in HaCaT cells—adhesion and
internalization of Eap-pretreated keratinocytes were also
determined for the fnbAB and the sitA mutants in this roboust
and well-studied cell line. When compared with results on
Eap-promoted adhesion and intemalization of strain SA113,
the 8325-4 WT strain revealed a comparable promotion of
adhesion and internalization upon preincubation with Eap,
although the Eap effect on adhesion appeared to be less
pronounced (Figure 3a and b). Moreover, upon incubation of
the SA113 srtA mutant with HaCaT cells preincubated with
Eap, the promaoting effect of Eap was not found to be different
with respect to either adhesion or intemalization when
compared with the WT (Figure 3b). Upon using the 8325-4
fnbAB mutant and comparing it with the WT (Figure 3a),
however, the promoting effect of Eap on mutant adhesion
and intemalization (fold increases WT/AfnbAB, 1.4/3.1 and
5.2/34.6) amounted to ratios of 2.2- and 6.6-fold, respectively.
It is noteworthy that the reduced adhesion and internalization
(Figure 1) as a function of the fnbAB mutation (resulting in
fold-decrease of 3.4 and 8.9 for adhesion and internalization,
respectively) was almost compensated for by preincubation
with Eap, whereas reduced adhesion and internalization upon
AsrtA introduction was not compensated for by Eap.

To test whether Eap attached to the bacterial surface of
S. aureus might also affect the adhesion and internalization
capacity of this pathogen, we next tested an SA113 eap
mutant in our adhesion/internalization assay. The deletion of
eap in SA113 affected neither the adhesion nor the inter-
nalization capacities to HaCaT cells (Figure 3c). Moreover,
preincubating keratinocytes with exogenous Eap increased the
adhesion and intemalization of the eap mutant to/into kera-
tinocytes to the same extents as those ohserved with the
parental strain. Combined with recent ohservations reported
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Figure 3. Effect of extracellular adherence protein (Eap)-preincubation of
keratinocytes on the adhesion and internalization capacities of different

8. aureus mutants. [nfluence of fabAB (a), setA (b), and eap (¢ mutations on the
adhesion and internal ization capacities of 5. aureus by HaCaT cells. Adhesion
and intemali zation were tested in the absence {open boxes) or presence of Eap
[40pgml ~7; patterncd boxes). Data are presented in box and whisker plots
(n=3-4). *P=0.05; **FP<0.01; **P=0.001 for Eap-supplemented versus
ursupplemented cells (Wilcoxon signed-rank test. CFU, colony-fomming unit;
W, wild4ype.

by Edwards et al., (2012) showing that an eap mutant adhered
as efficiently to endothelial cells as did its parental strain, it
can now be inferred that bacterial cell wall-bound Eap is of
only minor importance for the binding of S. aureus to both
endothelial and epithelial cells, whereas—if present in a
soluble form being secreted by staphylococci and interacting
with the eukaryotic cell before or during contact with the
bacterial cell—it is capable of exerting its promoting effect on
adhesion and internalization (at least with epithelial cells as
demonstrated in this study).

Eap-promoted adhesion and internalization of various
staphylococcal species and gamma-proteobacteria

To verify that the ohserved Eap effect is not restricted to the
closely related strains SA113 and 83254, four selected
S. awreus strains of different genetic backgrounds, Cowan |
(ATCC 12598), LS1 (Bremell et al, 1992), MSS5A 1112
(Entenza et al, 1997), and 5T239 (Grundmeier et al., 2010),
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Figure 4. Promotion of adhesion and internalization of various
staphylococcal species and gamma-proteobacteria by extracellular adherence
protein (Eap). Impact of Eap preincubation on adhesion (open bars) and
internalization {filled bars) of (a) 5. aureus strains Cowan [, L51, MS5A 1112,
and §T239, and {b) of clinical wound isolates of 5 epidermidls (5. epi),

8. lugdenensis (S. lug), and E. coli, winto HaCaT cells. Fold-change

values indicate the number of colony-forming units (CFUs) recovered from
cells after Eap preincubation (40pgml ") over the number of CFUs from
untreated cells. The data represent mean & SEM (n=3-4). *P<0.05, *P<=0.01

for Eap-reated versus untreated cells (the Wilcoxon signed-rank test).

were tested for adhesion and intemalization by HaCaT cells in
the absence or presence of Eap (Figure 4a). Similar to our
findings made with SA113 and 8325-4, we found only minor
effects of Eap preincubation on adhesion, which ranged from
0.9 (L57) to 1.9 (5T239), and were only significantly increased
for strains ST239 and Cowan L. In contrast, Eap preincubation
of HaCaT cells significantly promoted the internalization rates
of all four tested laboratory strains between 2.5-fold (LS1) and
6.6-fold (ST239).

On the basis of the rationale of frequently encountered
polymicrobial skin infections including coinfection of
5. aureus with other coagulase-negative staphylococcal spe-
cies such as Staphylococcus epidermidis or Staphylococcus
lugdenensis, as well as with the preeminent clinical repre-
sentative of the family of Enterobacteriaceae, E. coli, adhesion
and intemalization of such microorganisms were analyzed in
the absence or presence of Eap (Figure 4b). In contrast to
S aureus, wound isolates of S. epidermidis, S. lugdenensis,
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and E. coli yielded very low intemalization rates (data not
shown). The preincubation of HaCaT cells with Eap promoted
the adhesion of the stapylococcal microorganisms by factars
of 3.1 (5. epidermidis) and 5.7 (5. lugdenensis), respectively,
whereas binding of E. coli was not apparently affected.
However, the internalization rates of all three spedes were
strongly promoted upon Eap pretreatment and increased by
factors of 24 for S. [ugdenensis up to 738 for E. coli. These
findings indicate once again that the Eap-induced internaliza-
tion rates cannot be explained by hinding phenomena only.
Moreover, they suggest that Eap in wound tissue of S. aureus-
infected wounds not only promaotes the internalization rates of
microorganisms of the Eap-producing species, i.e. S. aureus,
but also of other facultative pathogenic Gram-positive or
Gram-negative microorganisms that might be present in the
wound.

Promotion of Eap-mediated staphylococcal internalization by
HaCaT cells and relation to keratinocyte diiferentiation
Bacteria-infected chronic ulcers are considered a paradigmatic
entity for chronic skin infection, and S. aureus has been shown
to be the predominant pathogen in this setting (Brook and
Frazier, 1998; Lipsky et al., 2004; Thomsen et al, 2010). Asa
hallmark, keratinocytes derived from the nonhealing edges of
such ulcers display an abnormal phenotype with the
disconcerted expression of cellular differentiation markers
(Stojadinovic et al., 2008). In order to investigate the impact
of keratinocyte differentiation on the Eap-stimulated
internalization phenotype, HaCaT cells were grown to
confluency and maintained for either 2 or 7 days before
incubation with S, aureus SA113. Under such prolonged
incubation, HaCaT cells underwent morphological changes
and became flattened and smaller in size (Supplementary
Figure 51A online). Concomitantly, HaCaT cells started to
express keratin 10 and involucrin (Supplementary Figure 518
online). In intact skin, expression of these markers indicates
the transition of the epidermal cell from basal to suprabasal
localization, which is strongly associated with differentiation
features (Watt, 1983; Leigh et al, 1993; LaPres and Hudson,
1996; Candi et al., 2005).

Although the prolonged cultivation times of HaCaT cells did
not markedly affect the adhesion rate of SA113, their inter-
nalization rates drastically declined (Figure 5a). As little as
0.4% of the number of microorganisms was found to he
internalized in cells cultivated for 7 days when compared with
the number of bacteria recovered from cultures cultivated for
1 day after reaching confluency. Moreover, the age of the
eukaryotic cell culture also affected the survival/persistence
rates of internalized bacteria, whereby extended cell cultures
allowed significantly less bacterial survival (Figure 5hb): On
analyzing the 24 hour survival, it was found that in 1-day-old
keratinocyte cultures 56.8% of the initial number of viable
organisms were recovered, in contrast to a fraction of 21.2%
of surviving organisms recovered from 7-day-old cultures.
Even the 48hour survival analysis, albeit approaching
elimination of microorganisms, yielded a significant difference
between 1-day and 7-day-old cultures (24.7% survival as
compared with 8.5%). This observation suggests that
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Figure 5. Promotion of staphylococcal internalization by preincubation of HaCaT cells with extracellular adherence protein [Eap) as a fundction of keratinocyte
differentiation. (a) Adhesion to (open boxes) and intemalization (paterned boxes) of SA113 by 1-day, 2-day, and 7-day-old HaCaT cell cultures. (b) Intracellular
survival of SA113 in 1-day (open bars) and 7-day-old {filled bars) HaCaT cell cultures. (€) Adhesion (open bars) to and internalization (filled bars) of

5A113 by 1-day and 7-day-od HaCaT cell cultures in the absence or presence of Eap (40 pg ml = ). Foldchange values indicate the number of colony-forming
units (CFLUs) recovered from cells after Eap preincubation over the number of CFUs from untreated cells. Data are presented in box and whisker plots or
represent mean £ SEM (n=3-6). *P<0.05, for 1-day versus 7-day-old cells (the Wilcoxon signed-rank test).

differentiated cells might clear intemnalized bacteria mare
effidently compared with undifferentiated cells. However, the
mechanisms underlying this phenomenon remain unclear.
Phagosome maturation and disintegration may have a role, as
internalized bacteria have been shown to be partly able to
escape the phagolysosome and to survive for a prolonged time
in the oytosol (Bayles et al., 1998; Schroder et al, 2006), and it
is suggested that the phagosomal escape is associated with
production of agrencoded d-toxin and agrdependent [-toxin
(Wesson et al, 1998; Giese et al, 2011). In contrast to results
from previous studies using other types of eukaryotic or
bacterial cells as those studied here (Wesson et al, 1998,
2000; Giese et al, 2011), in our study at least apoptatic or
necrotic processes (with potential entry of antimicrobials from
the medium) appeared not to contribute to reduced intracellular
survival, as all HaCaT cell cultures tested contained comparable
fractions of apoptotic/necrotic cells (data not shown).

In contrast to the apparent protective effect of keratinocyte
differentiation toward staphylococcal uptake and long-term
survival, the preincubation of these differentiated, 7-day-old
cells with Eap caused a significant, 15.4-fold increase in the
number of internalized bacteria over the number of inter-
nalized bacteria in untreated cells, and a 3.3-fold effect on
internalization by differentiated, Eap-pretreated cells com-
pared with undifferentiated pretreated cells (again, an effect
that could not be related to a difference in adhesion of
S. aureus to such differentiated versus nondifferentiated cells,
as adhesion rates were found to be comparable) (Figure 5c).
These results indicate that Eap may be of particular impor-
tance for pathogenesis as well as for the persistent and
relapsing nature of skin ulcer infections.

Study limitations

Although we have determined invasion in HaCaT cells and in
primary keratinocytes, it is unclear whether these cells,
although constituting up to 95% of the cell population in skin
tissue, truly represent the bacterial uptake—profident cell
populations in the intact human skin, which is also composed

of innate immune cells such as mast cells (Abel et al., 2011),
monocyte-derived macrophages, or dendritic cells (Nagl et al.,
2002), all capable of bacterial ingestion yet to a different
extent. Moreover, it is unclear whether intact or diseased skin
cells such as keratinocytes would be accessible for staphy-
lococci in a similar manner compared with the artificial
conditions in a monolayer cell culture in the in vitro
infection system. Furthermore, our study does nat take into
account the effect of the secretion of antimicrobial peptides
(Braff et al., 2005) by keratinocytes and their direct functional
effect on the bacterial membrane (Harder and Schroder,
2005), or more indirectly through an immunomodulatory
function such as recruitment and activation of antigen-
presenting cells (Oppenheim and Yang, 2005).

Conclusions

This study contributes a number of observations with respect
to the role of Eap as a microbial adhesion and internalization
factor, in part independent of the MSCRAMM-type adhesins:
Eap appears to elicit a strong and FnBP-independent effect on
staphylococcal invasion of keratinocytes, an effect that
appears to be unrelated to an anchoring mechanism for
bacteda on the eukaryotic cell surface. Eap secreted by
5. aureus has a profound effect on the intemalization rate of
other pathogenic bacteria frequently encountered in the
context of polymicrobial skin infections, and Eap elicits a
substantial effect on internalization of staphylococci in kera-
tinocytes of various differentiation states, a process that has to
be assessed in context with the differentiation state-dependent
staphylococcal  uptake and  intracellular survival rates.
Although not experimentally addressed here, Eap might
enhance the uptake of S. aureus by keratinocytes—similar to
FnBPs—by binding to the major host cell Fn receptor integrin
a5f1 via the bridging molecule Fn, thereby inducing a zipper-
type uptake of the attached bacterial cells. However, unlike
the bacterial cell wall-bound FnBPs, which only induce the
Fn-5p1 driven uptake cascade if the bacterium is directly
bound to the host cell receptor, exogenous Eap might induce
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this uptake mechanism even if the bacterium is not
directly linked to the integrin, thereby increasing the uptake
rate of bacterial cells that are attached to the keratinocytes by
other host cell matrix molecules. Especially in eukaryatic cell
types that only weakly express o5p1, Eap might thus
largely contribute to the invasiveness of this pathogen. Alter-
natively, exogenous Eap might interact with host signaling
cascades that are involved in the control of the phagocytotic
machinery. Support for such uptake mechanisms is given
by preliminary results showing that the Eap effect on inter-
nalization can be fully blocked by adding the actin polymer-
ization inhibitor cytochalasin D, suggesting that Eap might
promote the internalization of bacteria via actin-dependent
phagocytosis (S. Bur, unpublished data). Further experiments
are ongoing in our laboratory to address this question.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture

MHEK were purchased from Lonza (Walkersville, MD) and
cultured in serum-free keratinocyte growth medium supplemented
with the singleQuot kit ingredients (Lonza). The spontaneously
immortalized human keratinocyte cell line HaCaT (Boukamp ef all,
1988) was obtained from the German Cancer Research Center
(Heidelberg, Germany) and was cultivated in MCDB153 medium
(Biochrom, Berlin, Germany) containing 10% fetal bovine serum
(PAA, Pasching, Austria), penicillin (100U ml~ Y, and streptomycin
(MoDUml " (Biochrom). Cells were cultivated in a humidified
ah‘n()sphere at 37°C and 5% CO» and were subcultured regularh-'.

Bacterial strains and growth conditions

Strains and plasmids wsed in this study are listed in Supplementary
Table 51 online. The 5. aureus 5A113 Aeap mutant was obfained by
transducing the resistance cassette tagged eap mutation of
mAH12 (Hussain ef al, 2002) into SA113 using phage 85. Bacteria
were routinely grown in Luria-Bertani medium or tryptic soy
broth (Difco, Detroit, MI) at 37°C and 150 rpm. All strains
were sensiive to gentamicin according to EUCAST criteria (hitpy/
www.eucast.org).

Eap purification

Mative Eap was purified from §. aureus strain Newman as described
previously (Athanasopoulos et al, 2006). Protein concentration and
purity of the product were checked by SDS-PAGE and Bradford assay
(Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Germany), respectively. Purified
Eap was found to be free of detectable endotoxin by using a Limulus
amoebocyte lysate kit from Lonza and following the manufacturer’s
recommendations.

Adhesion and internalization assays

The adhesion and internalization assays were carried out as pre-
viously described (Sinha et al, 1999) with the following
modifications. HaCaT cells were grown for 24hours in 24-well
plates until confluence (~45x 10° cells per well. To obtain
matured  keratinocytes, confluent HaCaT cells  were further
cultivated for 1-7 days. Eap was mixed with unsupplemented
medium at the concentrations indicated and incubated for 60 minutes
at 37 °C. Subsequently, the wells were washed to remove excessive
Eap, and prewarmed medium without supplements was added.
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Bacteria from overnight cultures were harvested by centrifugation,
washed, and resuspended in phosphate-buffered saline. If not indi-
cated otherwise, cells were inoculated with a Mol of 100 and
cocultivated for 90minutes at 37 °C. Thereafter, wells were thor-
oughly washed three times with phosphate-buffered saline to remove
unbound bacteria before adding 0.5% Trypsin (Biochrom) to detach
the keratinocytes. Trypsinated keratinocytes were subsequently lysed
by sonication at 50 W for 15seconds in HaO, and colony-forming
units were determined by plating serial dilutions of the lysates on
sheep blood agar. Alternatively, detached keratinocytes were washed
in phosphate-buffered saline and subjected to fluorescen ce-activated
cell sorting (FACS, CellQuestPro, Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJJ. For the lysostaphinfgentamicin protection assays (internalization)
with the staphylococcal species, before the trypsination step, cell
culture media were supplemented with 20pgml ™" lysostaphin
{Cenmedics, Reutlingen, Germany) and 100 pgml™ ! gentamicin
[Refobacin, Merck, Darmstadt, Germany), incubated for 1 hour at
37°C to kill extracellular bacteria, and washed again in phosphate-
buffered saline to remove the antimicrobials. Extracellular E. coli cells
were killed by adding 600 pgml ~ ' of gentamicin and incubating the
cell cultures for 1 hour at 37 °C. Wells without eukaryotic cells were
routinely run in parallel to control the efficacy of the gentamicin and
lysostaphinfgentamicin treatments. For longterm survival experi-
ments, infected keratinocytes were cultivated in the presence of
gentamicin (24 and 48 hours, respectively), and the colony-forming

units were determined as described above.

Statistical analyses

Statistical comparisons were made using the Mann-Whitney U-test
ffor unpaired analyses) and the Wilcoxon signed-rank test (for paired
analyses). Pvalues <0.05 were considered statistically significant.
Results shown are values for nindependent experiments performed in
duplicate.
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