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1 Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Staphylococcus aureus gilt als einer der haufigsten Erreger von akuten und chro-
nischen Infektionen. Die Pathogenese einer S. aureus-Infektion wird durch die In-
teraktion der Bakterien mit der jeweiligen Wirtszelle beeinflusst. Neben den Viru-
lenzfaktoren kommt den zelluldren Faktoren des angeborenen Immunsystems eine
Schliisselrolle in der Enstehung bzw. Aufrechterhaltung einer Infektion zu. Bei der
Interaktion von S. aureus mit Blutzellen bilden die Adhésion und Internalisation
wesentliche Schritte im Prozess der Phagozytose. Zur Untersuchung dieser Schritte
existieren bereits verschiedene Assays, die sich jedoch meist auf die Untersuchung
einzelner zelluldrer Faktoren konzentrieren.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines globalen, phanotypischen Vollblut-
tests zur gleichzeitigen quantitativen Analyse von Adhésion und Internalisation von
S. aureus in Blutzellen mittels Durchflusszytometrie. Das Prinzip des Tests beruht
auf der Co-Inkubation von gfp-exprimierenden (griin fluoreszierendes Protein) S. au-
reus-Stdmmen mit humanen Leukozyten in Vollblut. In einem initialen Globaltest
werden die Adhésion und Internalisation der gfp-positiven S. aureus an Lympho-
zyten, Monozyten und Granulozyten durchflusszytometrisch untersucht. Durch die
Verwendung von Lysostaphin werden die adhérenten und planktonischen Bakterien
verdaut. Die bereits internalisierten Bakterien bleiben jedoch intakt und farben die
phagozytoseaktiven Leukozyten, so dass zwischen adhérenten und internalisierten
S. aureus unterschieden werden kann. Aufgrund des Testdesigns ist es moglich, die
Adhésion und die Internalisation von professionellen und nicht-professionellen Pha-
gozyten gleichzeitig aus einer Probe zu analysieren. Das verwendete Vollblut dient
als natiirliches Opsonin, so dass die pathophysiologische Situation moglichst exakt
wiedergespiegelt werden kann.

Insgesamt konnte ein standardisierbarer und reproduzierbarer Funktionstest ent-

wickelt werden, mit dem eine phénotypische Charakterisierung verschiedener S. au-
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reus-Stamme moglich ist. Es konnte zwischen S. aureus-Stammen mit ausgeprégter
Zellinteraktion (LS1, RN6390) und Stdmmen mit reduzierter Zellinteraktion (New-
man, Mockli) unterschieden werden. Hierdurch wird deutlich, dass sich bestimmte
Stdmme der Immunantwort besser entziehen kénnen und so zu Infektionen fithren
konnen. Zusétzlich konnte der Einfluss 16slicher Substanzen wie eap (extracellular
adherence protein) und anderer Oberfdchenproteine untersucht werden.

Adhésion und Internalisation konnten bei Granulozyten und Monozyten, jedoch
auch bei Lymphozyten beobachtet werden. Durch fluoreszenzmarkierte Antikorper

konnte gezeigt werden, dass es sich hierbei um CD19-positive B-Zellen handelt.



1.2 Summary

1.2 Summary

Staphylococcus aureus is considered as a leading cause of acute and chronic infections.
Pathogenesis of S. aureus infections are influenced by the interaction of the bacteria
with the host cells. Both virulence factors and cellular factors of the inherent immune
system play a key role in the origin and process of an infection. In the interaction
of S. aureus with blood cells adhesion and internalisation are essential steps in the
phagocytosis process. For the analysis of these steps there are already several assays
which mostly focus only on specific cellular factors.

Goal of this thesis was the development of a global phenotypical whole blood
assay for the quantitative analysis of adhesion and internalization of S.aureus in
leucocyte populations by using flow cytometric methods. The test method relies on
the co-incubation of gfp-expressing (green fluoroscenting protein) S. aureus-strains
with human leucocytes in whole blood. In an initial global testing adhesion and in-
ternalisation of gfp-positive S. aureus in lymphocytes, monocytes and granulocytes
are considered with flow cytometric methods. By adding lysostaphin adherent and
planktonic bacteria are digested. Internalised bacteria however remain unimpaired
and mark phagocyting leucocytes. In this way we are able to distinguish between
adherent and internalized S. aureus. Our test design allows for a simultaneous ana-
lysis of professional and non-professional phagocytes within a single probe. As the
whole blood serves as a natural opsonine the pathophysiological situation can be
accuratly modelled.

In summation, we were able to develop a robust and easy to replicate assay that
allows for a phenotypical analysis of different S. aureus strains. In this course, we
were able to classify the considered strains in those with a pronounced cell interaction
(LS1, RN6390) and strains with a reduced cell interaction (Newman, Maockli). This
shows that certain strains manage to evade the immunne response and hence lead to
infections. In addition, we were able to analyse the influence of dissovable substances
such as eap (extracellular adherence protein) as well as other surface proteins.

Using our assay, we were able to observe adhesion and internalization in monocy-
tes, granulocytes and in particular, also in lymphocytes. By applying fluorenscent

antibodies we could identify this lymphocyte population as CD-19 positive B-cells.
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Einleitung

2.1 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit hatte die folgenden Ziele:

1.

Im Zuge dieser Arbeit sollte ein globaler, gut standartisierbarer, durchfluf3-
zytometrischer Vollbluttest zur Analyse der Adhésion und Internalisation von
S.aureus durch verschiedenen Leukozytenpopulationen entwickelt werden. Hier-

bei sollte die in-vivo Situation moglichst genau widergespiegelt werden.

Mit Hilfe dieses Tests sollten das Adhésions- und Internalisationsverhalten ver-
schiedener S.aureus Stamme untersucht werden. Hierzu wurden sowohl Stamme
ausgewahlt, welche noch eine Vielzahl von Wildtyp-Eigenschaften besitzen

(LS1) als auch solche die klassische Laborstdmme représentieren (RN220).

Mittels Durchflusszytometrie ist es moglich, die Leukozyten in Lymphozyten,
Monozyten und Granulozyten zu differenzieren. Weiterhin sollte eine Analy-
se der Adhésion und Internalisation von Lymphozytensubpopulationen durch

Verwendung von fluoreszenzmarkierten Antikorpern durchgefiihrt werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung eines moéglichen Einfluss
von Oberfiachenproteinen. Hierbei sollte sowohl der Einfluss der MSCRAMMs
sowie der Einfluss 16slicher Adhésine (SERAMs) untersucht werden. Stellver-
tretend fiir die 16slichen Adhésine sollte der Einfluss von eap, von dem bekannt
ist, dass es iiber immunmodulatorische Eigenschaften verfiigt, untersucht wer-

den.

Mit Hilfe des Assays sollte auflerdem die Adhésion und Internalisation durch S.
aureus in verschiedenen Wachstumsphasen untersucht werden. Hierbei sollte
die exponentielle Wachstumsphase mit der postexponentiellen Wachstumspha-
se verglichen werden und ein moglicher Einfluss der Kapselbildung untersucht

werden.
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2.2 Staphylococcus aureus

Bei S. aureus handelt es sich um ein gram-positives, unbewegliches, nicht sporenbil-
dendes Bakterium, das zur Familie der Staphylococcaceae (frither micrococcaceae)
zahlt. Staphylokokken besitzen eine kugelige Form. IThre Grofle betragt im Durchmes-
ser in etwa 1 pm. Aufgrund ihres Teilungsverhaltens in zwei Ebenen imponieren ihre
Kolonien als Haufen- oder Traubenform, woher auch ihr Name riihrt (gr. staphyle
Traube). Aufgrund dessen konnen sie rein optisch von der Gruppe der Streptokok-
ken unterschieden werden, die sich nur in einer Ebene teilen und sich deshalb in

Kettenform anordnen.

Abbildung 2.1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von S. aureus. Deutlich

zu sehen ist die namensgebende traubenférmige Anordnung der Bak-
terien. (Quelle: Public Health Image Library, CDC).

Weiterhin kann S. aureus von den iibrigen Mitgliedern der Staphylokokken Spezi-
es aufgrund seiner Koagulase-Aktivitit sowie positiver Mannitolfermentations- und
Desoxyribonukleasetestungen und seiner zumeist gold-gelblichen Farbung differen-
ziert werden (Lowy 1998). Dem koagulase-positiven S. aureus kommt in der 30 Spe-
zies und Subspezies umfassenden Gruppe der Staphylokokken die grofite Bedeutung
als humanpathogener Keim zu, da er deutlich virulenter ist als seine koagulase-

negativen Artgenossen.
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Weitere humanpathogene Erreger dieser Gruppe sind Staphylococcus epidermaidis,
Staphylococcus saphrophyticus und Staphylococcus haemolyticus. S. aureus gehort
zu den fakultativ anaerob wachsenden Bakterien, mit der Ausnahme von S. aureus
subsp. Anaerobius, welcher zu den obligat anaeroben Bakterien gezahlt wird.

S. aureus ist hochtolerant gegeniiber widrigen Umweltbedingungen. Die Bakterien
wachsen bei Temperaturen zwischen 15°C und 45 °C auf gewthnlichen Néahrboden.
Das Temperaturoptimum liegt allerdings zwischen 30°C und 37°C, entsprechend
der menschlichen Korpertemperatur. Auch verfiigt S. aureus iiber eine grofie pH-
Toleranz und ist unempfindlich gegeniiber Austrocknung. S. aureus bildet auf festen
Néahrboden goldgelbe (lat. aureus golden) konvex geformte Kolonien. Bei Wachstum
auf Blutaggar ist oftmals um die Kolonien eine Hamolysezone zu finden. Diese wird

durch Toxine, vor allem durch a-Toxin gebildet.

Die Zellwand

Die Zellwand von S.aureus ist eine dynamische, semi-rigide Struktur, die aus 3
Komponenten besteht. Neben Peptidoglykan, welches mit 50 % den Hauptbestand-
teil der Zellwand ausmacht und den Murein saculus bildet, sind Teichonsduren und
Oberflachenproteine die weiteren Bestandteile.

Die Peptidoglykanschicht besteht aus sich wiederholenden Polysaccaridunterein-
heiten, von N-Acetylglukosamin und N-Acetylmuraminséure, die iiber die § — 1,4
Position miteinander verbunden sind. Es kommt zur Ausbildung von Pentaglycin-
Briicken an den Aminoséureseitenketten des N-Acetylglukosamin durch Peptidtrans-
ferasen. Diese Pentaglycinbriicken sind verantwortlich fiir das Ansprechen von S.
aureus auf Lysostaphin, eine Glycylglycin- Endopeptidase die Pentaglycinbriicken
spaltet (Lowy 1998), (Plata, et al. 2009).

Der Effekt der Peptidoglykane kann als endotoxin-dhnlich beschrieben werden.
Sie bewirken die Produktion von Zytokinen durch Makrophagen. Und es kommt
zur Aktivierung des Komplementsystems und zur Aggregation von Blutpliattchen
(Lowy 1998).

Die Kapsel

Kapsel-Polysaccharide werden von mehr als 90 % aller S. aureus Isolate ausgebil-
det (Luong, et al. 2002), wobei 11 verschiedene Serotypen unterschieden werden
konnen. 75 % der Isolate werden den Serotypen CP5 (50 %) und CP8 (25 %) zuge-
ordnet (O’Riordan & Lee 2004), (Lowy 1998). Stamme mit diesen Kapseltypen sind
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fiir einen Grofiteil der sowohl stationér als auch ambulant vermittelten Infektionen
verantwortlich. Die meisten methicillinresistenten Stamme weisen eine Kapsel vom
Typ CP5 auf (Lee 1996).

Die stark bekapselten Stamme, wie M und Smith diffuse werden den Kapselseroty-
pen 1 und 2 zugeordnet. Diese sind in der Lage mukoide Kolonien auf festen Medien
zu bilden. Unter den klinischen Isolaten sind sie selten zu finden. Die {ibrigen Se-
rotypen produzieren nicht-mukoide Kolonien, die aufgrund ihrer Morphologie nicht
von den unbekapselten Stammen unterschieden werden koénnen.

Die Bekapselung von S. aureus tragt zur Steigerung der Virulenz des Erregers bei.
Sowohl Stamme mit starker Bekapselung (Serotyp 1 und 2) als auch Stdmme mit
einer Kapsel vom Serotyp 5 und 8 sind in der Lage, der Phagozytose durch die poly-
morphonuklédre Leukozyten (PMN‘s) aus dem Weg zu gehen und zu einem Verbleiben
des Erregers im Blutsystem des Wirtes zu fiithren (O’Riordan & Lee 2004). Cunnion
et al zeigten, dass die Bekapselung mit der Opsonierung durch das Komplementsys-
tem interferiert. C3-defiziente Mause wurden intravends mit bekapselten S. aureus
vom Serotyp 5 in Kontakt gebracht, wobei 64 % der komplement-defizienten Mause
verstarben (Cunnion, et al. 2001).

Es wurde auch gezeigt, dass die Kapsel die Adhésion von S.aureus an Endo-
thelzellen beeinflusst (Pohlmann-Dietze, et al. 2000). Poutrel et al. haben 1997 bei
30 verschiedenen Isolaten die Bindung von CP5-spezifischen Antikérpern mit Hil-
fe der Durchflusszytomerie untersucht. Hierbei zeigte sich, neben der Abhéngigkeit
von Wachstumsbedingungen, eine grofie Differenz in der Kapselproduktion zwischen
den verschiedenen Stdmmen sowie auch zwischen den einzelnen Bakterien (Poutrel,
et al. 1997).

Die maximale Kapselproduktion findet wéihrend der post-exponentiellen Wachs-
tumsphase statt. Ubereinstimmend hiermit wurde in verschiedenen Studien gezeigt,
dass die Kapselexpression durch das quorum-sensing system agr positiv reguliert
wird (Dassy, et al. 1993), (Luong et al. 2002).

Adharenz und Oberflachenproteine

Die Adhérenz von S. aureus an die Oberflachen des Wirts ist einer der entscheiden-
den Schritte auf dem Weg zur Invasion und Kolonisation und so zur Auspriagung
einer Infektion (von Eiff, et al. 2001). S. aureus besitzt eine Vielzahl von Ober-
flichenproteinen, welche die Adhérenz an verschiedene Gewebe vermitteln.

Es kénnen verschiedene Gruppen von Oberflachenproteinen unterschieden werden.
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Die Gruppe der microbial surface components recognizing adhesive matriz molecules
(MSCRAMMs) vermittelt die Bindung der Bakterien an Komponenten der extrazel-
luldren Matrix (Navarre & Schneewind 1999). MSCRAMNMSs zeichnen sich durch ein
LPXTG-Leitmotiv aus, das allen zu dieser Gruppe gehérenden Proteinen gemein-
sam ist und sich in der C-terminalen Region befindet. Das LPXTG-Leitmotiv (auch
Zellwand-Sorting Signal genannt) dient als Zielstruktur fiir eine Sortase, welche die
kovalente Bindung der Proteine an das Peptidoglykangeriist der Zellwand vermittelt
(Ythier, et al. 2010). Genetische Analysen zeigen, dass das Genom von S. aureus 21
Oberfldchenproteine enthilt, die ein LPXGT-Leitmotiv besitzen (Roche, et al. 2003).

Zur Gruppe der MSCRAMMSs gehoren unter anderem CIfA, CIfB, Protein A,
FnbpA, FnbpB und CnA. Die MSCRAMNMs sind in der Lage mit den extrazelluldren
Liganden des Wirts wie Kollagen, Fibrinogen (FG), Fibronectin (FN-1), Vitronectin
(VN), Elastin (ELN), Prothrombin (PT) und den von Willebrand Faktor (vWF) zu
binden, wobei diese Proteine oftmals redundante Funktionen besitzen. Beispielsweise
sind die Fibronectin-bindenden Proteine A und B in der Lage Fibronectin (Massey,
et al. 2001), Fibrinogen (Wann, et al. 2000) und Elastin (Roche, et al. 2004) zu
binden. Auf diese Weise kénnen sie immunmodulatorisch und antiphagozytotisch

wirken und die Kolonisation und die Infektion des Wirts begiinstigen.

Zur Gruppe der loslichen Adhésine, den secretable expanded repertoire adhesi-
ve molecules (SERAMSs), gehort unter anderem das extracellular adherence protein
(Eap). Weitere zu dieser Gruppe gehorende Adhésionsproteine sind das extracellular
fibrinogen binding protein (Efb) (Palma, et al. 2001) und das extracellular matriz
binding protein (Emp) (Bodén & Flock 1992). Im Gegensatz zu den MSCRAMMs
weisen die SERAMSs kein LPXGT- Leitmotiv auf, was dazu fiihrt, dass diese Gruppe

von Adhésinen nach der Sekretion nicht kovalent sondern ionisch gebunden wird.

Eap wird auch als p70 und MAP bezeichnet (Jonsson, et al. 1995). Die Bezeich-
nung als MAP (MHC' analogous protein) durch Jonsson kommt aufgrund der hohen
strukturellen Ahnlichkeit zur N-terminalen S-Kette der Major Histocompatibility
Complexes (MHC) der Klasse 2 zustande.

Das Maximum der Eap-Produktion findet wéhrend der spatexponentiellen Wachs-
tumsphase statt. Hussein untersuchte 140 klinische S. aureus Isolate, welche mit
Ausnahme von 5 alle Eap aufwiesen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
der Stamm Newman groflere Mengen Eap produziert als die anderen untersuchten

Stamme.

Hussein et al teilten Eap, basierend auf einer PCR-Analyse, in drei Gruppen ein:
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Gruppe I (1,8kb PCR Produkt), Gruppe II (2kb PCR Produkt); hierzu gehort
auch Newman. Gruppe III (2,4kb PCR Produkt) wurde ausschlielich in Wood 46
gefunden (Hussain, et al. 2001).

Eap steht unter der Kontrolle verschiedener globaler Regulatorsysteme. In
(Harraghy, et al. 2005) wurde gezeigt, dass die Expression von Eap in agr und sar
A Mutanten 3 — 5 fach reduziert ist. In (Dunman, et al. 2001) wurde nachgewiesen,
dass es durch agr und sar A zu einer Hochregulation von Eap kommt. Neben agr
und sar A stellt sae ebenfalls ein weiteres wichtiges Regulatorsystem von Eap dar
(Harraghy et al. 2005).

Eap weist sowohl immunmodulatorischen Eigenschaften als auch zahlreiche ad-
hesive Funktionen auf und besitzt ein breites Bindungsspektrum. Neben extrazel-
luldren Matrix Proteinen bindet es auch an Plasmaproteine, wobei in diesem Fall an-
deren Adhésionsproteinen eine groflere Bedeutung zu zukommen scheint (Harraghy,
et al. 2003). Palma et al haben sieben verschiedene Proteine beschrieben an die Eap
bindet, zu welchen unter anderem auch Fibrinogen und Fibronektin zdhlen (Palma,
et al. 1999). Des Weiteren ist Eap in der Lage mit Hilfe einer neutralen Phospha-
tase (Nptase) an die bakterielle Zellwand zuriickzubinden und auf diese Weise die
Adhésion von S. aureus an eukaryonte Zellen wie Endothel- und Epithelzellen, Fibro-
blasten, APC’s und T- Zellen zu vermitteln (Palma et al. 1999) (Flock & Flock 2001)
(Hussain, et al. 2002) (Thompson, et al. 2010). Durch die Verwendung von Eap Mi-
nusmutanten kommt es zu einer Abnahme der Bindungskapazitdt an Epithelzellen
um bis zu 80 %(Kreikemeyer, et al. 2002).

Aufgrund der Riickbindefahigkeit von Eap an S.aureus kommt es zu einer
Briickenbildung zwischen Bakterium und Zelle, wobei ICAM-1 als Bindungsmolekiil
der eukaryontischen Zellen dient . (Hussain et al. 2002) zeigten, dass durch extern
zugefiithrtes Eap eine Agglutination des jeweiligen Wildtyps als auch der entspre-
chenden Mutanten herbeigefiihrt werden kann. Dies bedeutet, dass die Bindung von
Eap an die Zelloberflache von S. aureus unabhéangig von der endogenen Eap Produk-
tion ist (Hussain et al. 2002). Aulerdem ist Eap in der Lage, an andere Eap Molekiile
zu binden, was einer Bakterienaggregation Vorschub leistet (Hussain, et al. 2008).

Neben der Adhésion nimmt Eap auch Einfluss auf die Internalisation von S. aureus
durch nicht-professionelle Phagozyten (Dziewanowska, et al. 1999) (Peacock, et al.
1999) (Sinha, et al. 1999) (Harraghy et al. 2003). Haggar et al. konnten eine ge-
steigerte Internalisation des Newman Wildtyps im Vergleich zur entsprechenden

Eap-negativen Mutante zeigen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Be-
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handlung mit anti-Eap Antikorpern die Internalisationskapazitit reduziert (Haggar,
et al. 2003). Dies deutet darauf hin, dass Eap eine wichtige Rolle bei der Internali-
sation von S. aureus Newman spielt (Harraghy et al. 2003).

Eap gilt als ein wichtiger Pathogenitétsfaktor, da Eap an ICAM-1 bindet und
so die Invasion der Leukozyten in das umliegende Gewebe verhindert. Weiterhin
ist Eap in der Lage, die Neutrophilenrekrutierung zu beeinflussen, was eine Sup-
primierung des Immunsystems zur Folge haben kénnte und somit die Entstehung
einer Infektion begiinstigen koénnte (Chavakis, et al. 2002). Das Protein beeinflusst
die Entziindungsreaktion durch Induktion der T-Zell-Appoptose sowie durch ei-
ne Reduktion der Hypersensitivititsreaktion Typ IV (Lee, et al. 2002) (Harraghy
et al. 2005). In (Sobke, et al. 2006) wurde der Einfluss von Eap auf die Angiogenese
gezeigt. Neben seinem Einfluss auf die Adhésion und das Immunsystem scheint Eap

auch einen Einfluss auf die Biofilmbildung zu haben (Thompson et al. 2010).

Killing und Persistenz

S. aureus wurde bis zum Ende der 90er Jahre als extrazelullares Pathogen ange-
sehen (Finlay & Cossart 1997), (Lowy 2000). Mittlerweile gilt S. aureus als fakul-
tativ intrazelluldres Bakterium. Zu der Vermutung, dass S. aureus in der Lage ist,
in Wirtszellen einzudringen und zu persistieren, fithrte unter anderem die Tatsa-
che, dass Patienten nach einer Antibiotikabehandlung relativ hohe Riickfallraten
aufwiesen (Lowy 1998), (Garzoni, et al. 2007). In verschiedenen Untersuchungen
wurde gezeigt, dass S. aureus in nicht-professionelle Phagozyten wie Endothelzellen
(Ogawa, et al. 1985), (Lowy 2000), Osteoblasten (Hudson, et al. 1995), (Lowy 2000),
Epithelzellen (Almeida, et al. 1996), (Lowy 2000), Fibroblasten (Sinha et al. 1999),
(Lowy 2000) und Keratinozyten (Nuzzo, et al. 2000), (Lowy 2000) eindringen kann.
Einige Stdmme sind durch den Schutz vor der Wirtsabwehr (Komplementsystem,
professionelle Phagozyten, Defensine) und der Wirkung von Antibiotika in der La-
ge, intrazelluldr zu iiberleben und zum Tod der Wirtszelle zu fithren (Garzoni &
Kelley 2009). Die intrazelluldre Lokalisation wurde von Sinha fiir alle von ihnen
untersuchten klinischen Isolate und fiir einen Teil der von ihnen analysierten La-
borstdmme gezeigt (Sinha et al. 1999).

Neben der Fahigkeit der Invasivitdt gegeniiber nicht-professionellen Phagozyten
ist S. aureus ebenfalls im Stande, die Phagozytose durch professionelle Phagozyten
wie Granulozyten und Makrophagen, welche die Schliisseleffektoren des Immunsys-

tems darstellen, zu iiberleben und so zu Infektionen zu fithren (Voyich, et al. 2005),

11



2 FEinleitung

(Kubica, et al. 2008), (Foster 2005). Der weitere intrazelluldre Verlauf wird ent-
scheidend von der unterschiedlichen Expression der bakteriellen Virulenzfaktoren
beeinflusst (Garzoni et al. 2007).

Pathogenitat

Einerseits ist S. aureus, fiir den der Mensch ein natiirliches Reservoir darstellt, ein
asymptomatischer Kommensale. Typischerweise besiedelt S. aureus die Schleimhaut
der vorderen Nasenabschnitte (Foster 2009), (Peacock, et al. 2001). Eine Besiedelung
dieser Bereiche stellt einen Pradiktor fiir eine Infektion mit S. aureus dar und ver-
dreifacht die Wahrscheinlichkeit, eine durch S. aureus hervorgerufene Bakteridmie
zu erwerben (van Belkum 2006), (Wertheim, et al. 2005).

Weitere wesentlichen Préadilektionsstellen neben dem vestibulum nasi sind die
Haut, die Schleimhaut des Oropharynx, die Achseln, die Vagina, Perineum und die
Stirn-Haar-Grenze. Es konnen drei verschiedene Trager-Typen unterschieden wer-
den: 20 % der Bevolkerung sind persistiernde Triager und sind somit dauerhaft mit
einem S. aureus Stamm besiedelt. 60 % weisen eine intermittierende Besiedelung
mit wechselnden Stdmmen auf. Bei 20 % der Bevolkerung ist keine Besiedelung mit
S. aureus nachzuweisen (Lowy 1998), (Wertheim et al. 2005).

Eine erhohte Kolonisationsrate ist vor allem bei folgenden Gruppen festzustel-
len: bei Klinikpersonal, bei Menschen mit einem insulinabhéngigen Diabetes mel-
litus bzw. mit einem schlecht eingestellten Diabetes mellitus, bei Drogensiichtigen
(i.v.-Applikation), bei chirurgischen Patienten, bei hdmodialysepflichtigen Patien-
ten, bei Patienten mit HIV Infektionen sowie bei Patienten mit einer Leukozyten-
funktionsstérung (Bamberger & Boyd 2005), (Lowy 1998).

Neben seiner Eigenschaft als asymptomatischer Kommensale besitzt S. aureus das
Potential eines hochvirulenten Pathogens, das eine Vielzahl teils schwerwiegender
Infektionen ambulanter als auch nosokomialer Genese hervorrufen kann. Sowohl
im ambulanten als auch im nosokomialen Bereich wird eine steigende Krankheits-
inzidenz beobachtet. Das SENTRY Surveillance Program untersuchte {iber einen
Zeitraum von zwei Jahren (1997-1999) weltweit S. aureus Infektionen und konnte
zeigen, dass S. aureus der fiihrende Verursacher von Infektionen des unteren Respi-
rationstrakts, von Haut- und Weichteilinfektionen sowie von Blutstrominfektionen
ist (Diekema, et al. 2001). Eine Untersuchung in den Jahren 1990 bis 1992 zeigte,
dass S. aureus der haufigste Erreger nosokomial erworbener Pneumonien und chir-
urgischer Wundinfektionen ist (Emori & Gaynes 1993). Weiterhin gilt das Bakteri-
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um als ein héufiger Ausloser von Endokarditiden und Osteomyelitis (Schito 2006),
(Plata et al. 2009) sowie von septischen Arthritiden (Josefsson, et al. 2001). Auch
teils oberflachliche sich selbst limitierende Hautinfektionen wie Folikulitiden sowie
Abszesse und Furunkel werden durch S. aureus ausgelost (Bamberger & Boyd 2005).
Grundsétzlich bietet jegliche Stérung der Haut- und Mukosabarriere sowie ein ge-
schwichtes Immunsystem eine optimale Ausgangslage fiir das Bakterium um An-

schluBl an das angrenzende Gewebe und den Blutstrom zu finden.

Hinsichtlich der Atiopathogenese konnen durch S. aureus ausgeldste Krankheiten
unterteilt werden in diejenigen, die durch invasives Auftreten des Erregers bedingt
sind und solche, die durch Toxine hervorgerufen werden (Lowy 1998). Ein typischer
Vertreter fiir eine invasive Infektion sind die schon zuvor erwéhnten Endokarditiden.
Eine Bakteridmie kann praktisch durch alle S. aureus Infektionen hervorgerufen wer-
den und ist mit einer hohen Mortalitétsrate assoziiert. In einer Testreihe mit 724
Patienten verstarben 157 (22 %) innerhalb von 12 Wochen an einer S. aureus in-
duzierten Bakteridmie (Corey 2009). Mit dem Anstieg der Bakteridmieinzidenz ist
auch eine gleichzeitige Zunahme bei der Verwendung intravaskulér verbleibender
Kathetern verzeichnet worden. Mit 14 % stellt eine katheter-assoziierte Bakteriamie

die dritthdufigste Ursache fiir nosokomiale Infektionen dar (Bouza, et al. 2002).

Neben den durch das invasive Auftreten des Bakteriums hervorgerufenen Er-
krankungen besteht die Moglichkeit von toxinvermittelten Erkrankungen. Zu den
durch Toxine bedingten Infektionen gehoren unter anderem die Lebensmittelvergif-
tungen, wobei S. aureus zu einem der haufigsten Ausloser weltweit gehort (Le Loir,
et al. 2003). Das Staphylococcal Toxic Schock Syndrom (TSS) stellt eine weitere durch
Toxin-vermittelte Erkrankung dar. Ebenfalls durch Toxine ausgeloste Erkrankungen
sind das Staphylococcal Scaled Skin Syndrom (SSSS) und die Impetigo bullosa, die
durch exofoliative Toxine hervorgerufen werden, wobei es zu einer Epidermolyse und

Blasenbildung grofier Hautareale kommen kann (Lowy 1998).

Eine Infektion kann sowohl exogen als auch endogen bedingt sein. Als wichtiger
Risikofaktor fiir eine endogene Infektion gilt, wie bereits erwéhnt, die Besiedelung
des vestibulum nasi (von Eiff et al. 2001), (Nouwen, et al. 2004). Die Kolonisation
ist zwar die Voraussetzung fiir eine Infektion, sie muss aber nicht zwangsldufig eine
Infektion nach sich ziehen. Allerdings besteht fiir die kolonisierte Person ein erhohtes
Risiko an einer Infektion des jeweiligen Stammes zu erkranken (Lowy 1998). Eine
exogene Erregeriibertragung kann durch Handkontakt mit Klinikmitarbeitern oder

Patienten die S. aureus -Triger sind erfolgen. Des Weiteren ist eine Ubertragung
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durch Tropfcheninfektion moglich. Ebenfalls eine mogliche Infektionsquelle stellen
kontaminierte Gegenstédnde wie medizinische Geréatschaften und Oberfldchen dar,

auf welchen S. aureus mehrere Wochen iiberleben kann (Boyce 2007).

Antibiotikaresistenz

Neben der Tatsache, dass in den vergangenen Jahrzehnten ein betréchtlicher Anstieg
nosokomial als auch ambulant erworbener S. aureus Infektionen verzeichnet worden
ist, ist es durch einen oftmals unkontrollierten und nicht fachgerechten Einsatz von
Antibiotika sowie der Fahigkeit des Pathogens, sich in relativ kurzen Zeitabstéinden
dem Selektionsdruck anpassen zu konnen, zur Entstehung zahlreicher Resistenzen
gekommen, welche die Behandlung von S. aureus Infektionen erschweren.

Hierbei stehen vor allem die Infektionen mit Methicillin-resistenten Staphylokok-
ken (MRSA) im Vordergrund. Bei MRSA-Stammen handelt es sich um Bakteri-
enstamme, die eine Resistenz gegeniiber allen Antibiotika mit 8-Laktamstruktur auf-
weisen. Diese Stamme haben innerhalb der letzten Jahrzehnte eine enorme Ausbrei-
tung erfahren. Mittlerweile geht man von einer Pravalenz der MRSA-Stédmme von bis
zu 20 % in deutschen Krankenhdusern und von 33 % bis 55 % in US-amerikanischen
Einrichtungen aus (Appelbaum 2006). Neben Krankenhdusern im Allgemeinen tre-
ten MRSA auch auf Intensivstationen sowie in Alten-und Pflegeheimen vermehrt
auf. Auch unter ambulant erworbenen Stdmmen sind mit zunehmender Pravalenz
MRSA zu finden.

Im Gegensatz zu den hospital acquired Infektionen (HA-MRSA) treten communi-
ty acqiured Infektionen (CA-MRSA) bei gesunden Personen auf, die keinerlei Kon-
takt zu medizinischen Einrichtungen haben. Meist rufen CA-MRSA relativ harmlose
Haut- und Weichteilinfektionen hervor, dennoch besitzen sie die Kapazitit, ernst-
hafte Erkrankungen auszulosen (Graves, et al. 2010).

Fiir die Resistenz ist das mecA Gen verantwortlich, das fiir das 78.kDa grofie
Penecillin-bindende-Protein 2a kodiert und sich auf einem mobilen genetischen Ele-
ment, dem Staphylokokken Kasetten Chromosem (SCCmec) befindet. Von diesen
wurden bisher acht Typen beschrieben, wobei SCCmec IV und V vor allem bei
CA-MRSA Stammen vorkommt und bis auf die 8-Laktamresistenz keine weiteren
Antibiotikaresistenzen aufweisen (Daum, et al. 2002), (Plata et al. 2009) (DeLeo,
et al. 2009).

Neben der wachsenden Pravalenz von MRSA- Stdmmen wird in den letzten Jah-

ren ein vermehrtes Vorkommen von multiresistenten Stammen beobachtet, die auch
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gegen Vancomycin Resistenzen (VRSA) aufweisen, das als eines der Reserveantibio-
tika bei MRSA-Infektionen gilt (Loomba, et al. 2010).

Adhasion und Internalisation

Die Pathogenese einer S. aureus Infektion ist zum einen von den Virulenzfaktoren
des Erregers abhéngig, zum anderen wird sie durch die zelluldren Faktoren des an-
geborenen Immunsystems beeinflusst.

Die Phagozytose von S. aureus durch Leukozyten, in erster Linie durch professio-
nelle Phagozyten wie neutrophile Granulozyten und Monozyten, stellt einen
Schliisselschritt in der Bekdmpfung von Infektionen durch das Immunsystem dar
(Bassge, et al. 2000). Dieser Prozess umfasst unter anderem die Schritte der
Adhésion an die Zelloberfliche und den der Internalisation. Die Adhésion des zu
phagozytierenden Partikels auf der Zelloberfliche iiber einen Komplementrezeptor
oder iiber den Fc Rezeptor und die sich daran anschlieBende Internalisation wer-
den durch Serum Komplementfaktoren und Immunglobuline (Opsonine) beeinflusst
(Nuutila & Lilius 2005),(Lehmann, et al. 2000). Die Komplementfaktoren spielen in
erster Linie eine wichtige Rolle bei der Adhésion, wohingegen IgG fiir die Internali-

sation durch die Phagozyten wichtig ist.

Analyse von Adhdsion und Internalisation

Zur Analyse der Phagozytose wurden eine Vielzahl von Assays entwickelt, wobei die
Durchflusszytometrie die Moglichkeit einer simultanen Analyse einzelner Zellen in
Suspension ermdglicht (Hampton & Winterbourn 1999).

Hierzu werden sowohl ethanol-fixierte S. aureus (Lehmann et al. 2000) als auch
vitale S. aureus sowie Latex/Polystyrene Beads (DeLoid, et al. 2009), (Lehmann,
et al. 1998), (Ogle, et al. 1988) verwendet. S. aureus kann mit Fluorochromen wie
Flurescein Isothiocyanat (FITC) (White-Owen, et al. 1992), (Lehmann et al. 2000)
oder Rhodamine Green-X (Lehmann et al. 1998), (Lehmann et al. 2000) gelabelt
werden. Die Fluoreszenzintensitét der mit FITC gelabelten Bakterien reagiert sensi-
tiver auf Anderungen des intrazelluldren ph-Werts, was von Nachteil in Phagozytose-
Assays sein kann (Lehmann et al. 2000), (Nuutila & Lilius 2005).

Neben S. aureus besteht auch die Moglichkeit Streptococcus pneumoniae (Nuutila
& Lilius 2005), (Rodriguez, et al. 2001), Escherichia coli (Nuutila & Lilius 2005),
(Oda & Maeda 1986), Candida albicans (Nuutila & Lilius 2005), (Salih, et al. 2000)
sowie Zymosan (Nuutila & Lilius 2005), (Lehmann et al. 2000), (Bassge et al. 2000),
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(Bjerknes & Bassge 1983) zur Analyse der Phagozytose zu nutzen. Auch diese Par-
tikel werden meist mit FITC gelabelt (Nuutila & Lilius 2005).

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Transfektion eines griin fluoresziernden
Protein (GFP)- tragenden Expressionsplasmids. GFP stammt aus der Tiefseequalle
Aequorea victoria und kann in verschiedensten Organismen zur Expression gebracht
werden. Hierbei sind keine Co-Faktoren oder spezielle Substrate notig. Weiterhin gilt
GFP als duflerst stabil und weist eine geringe Toxizitéit auf (Aymanns, et al. 2011),
(Zimmer 2002), (Chalfie, et al. 1994).

Es existieren eine Vielzahl von Assays zur Analyse der Adhésion und Internalisa-
tion, die eine Leukozyten-Separation erfordern, beispielsweise durch Dichtegradien-
tenzentrifugation. Diese kann allerdings zu einer Modifikation sowohl der Funktion
als auch der Morphologie fithren (White-Owen et al. 1992). Wihrend der Isolie-
rungsschritte kann es zu einer gesteigerten Expression von Komplement-Rezeptoren
durch Degranulation der intrazellularen Granula kommen. Dies wirft die Frage auf,
ob die Phagozytosekapazitit durch dieses Verfahren die pathophysiologische Situa-
tion widerspiegelt (Nuutila & Lilius 2005), (Watson, et al. 1992).

Bei dem Verfahren der Leukozyten-Separation ist eine Co-Stimulation mit Opso-
ninen durch das Hinzufiigen von Serum oder Plasma notig. Hierbei ist zu beachten,
dass ein Ubermaf an Opsoninen zu einer Stérung der Bindung fithren kann (Nuutila
& Lilius 2005).

Eine weitere Moglichkeit stellt ein Vollblutassay, wie es in dieser Arbeit etabliert
wurde, dar. Durch eine Stimulation mit Vollblut entfallen die Schritte einer Leukozy-
tenseparation und einer Co-Stimulation, da das autologe Plasma als natives Opsonin
dient und auf diese Weise die in vivo-Situation widergespiegelt wird. Des Weiteren
ermoglicht die Applikation eines Vollbluttests neben der Analyse des Adhésions-
und Internalisationsverhaltens von professionellen Phagozyten auch die Untersu-
chung von nicht-professionellen Phagozyten, wie den T-Zellen, hinsichtlich dieser
Fragestellung.

Um eine Differenzierung zwischen den an der Zelloberfliche gebundenen und von
der Zelle internalisierten Partikeln zu ermdglichen, besteht die Moglichkeit einer
Fluoreszenzloschung (quenching) durch den Verdau mit Tryptan Blau oder Kristall-
violett (Nuutila & Lilius 2005), (Liu, et al. 2000).

Eine weitere Moglichkeit zur Quantifizierung von adhérenten und internalisier-
ten S. aureus stellt der Lysostaphin-Verdau dar. Lysostaphin ist ein Enzym das

die Eigenschaften einer Glycylglycin Endopeptidase besitzt und die Pentaglycin-
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briicken in der Peptidoglycanschicht von S. aureus spaltet (Kumar 2008), (Schindler
& Schuhardt 1964). Lysostaphin hat sich, in niedriger Konzentration und bei kur-
zer Anwendungszeit, als nicht-toxisch fiir die phagozytischen Zellen erwiesen und
ist nicht in der Lage in diese einzudringen. Aufgrund dessen stellt Lysostaphin eine
Basis zur in vitro Analyse der Adhésion und Internalisation von S. aureus durch

phagozytische Zellen dar (Easmon, et al. 1978).

2.3 Durchflusszytometrie

Im folgenden Abschnitt wird das Verfahren der Durchflusszytometrie erlautert. Die
Durchflusszytometrie ist eine lasergestiitzte Mefimethode, die es ermdoglicht, simul-
tan Struktureigenschaften und Fluoreszenzen von Zellen in Suspension zu ermitteln,
siehe Abbildung 2.2. Grundvoraussetzung hierfiir ist das Vorliegen der Zellen in Ein-

zelzellsuspension. Dies wird durch hydrodynamische Fokussierung erreicht.

Zelle mit gfp (;)Q - )Q(
unmarkierte Zelle @:

e

Erzeugung des Zellstroms —_—e

==

unmarkierte Zelle

emittiert kein Licht

markierte Zelle emittiert

Licht bei Laserbeschuss

-

FSC Detektor

SSC Detektor——©\

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Durchflusszytometrie

Hierfiir wird das jeweilige Analysat mittels Uberdruck durch eine Metallkapilla-

re in einen koaxialen Hiillstrom (sheathfluid) eingeleitet. Die Zellsuspension wird
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durch den Hiillstrom so verdiinnt, dass sie in einzelne Zellen aufgetrennt wird. Der
Zellstrom wird im rechten Winkel von einem Laserstrahl getroffen. Passiert eine Zel-
le den Kreuzungspunkt zwischen dem Fliissigkeitsstrahl und dem Laserstrahl, geht
von der Zelle eine Lichtstreuung (light scatter) aus. Das in dieser Arbeit verwendete
Durchflusszytometer BD FACS Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg) verfiigt als
Lichtquelle iiber einen Argonlaser, der bei 488nm monochromatisches Licht emit-

tiert.

Das Streulicht, das von der Zelle ausgeht, wird an zwei Punkten detektiert. Zum
einen wird die Intensitét des Vorwartsstreulichts (FSC) erfasst. Das vorwérts streu-
ende Licht wird mit einem Ablenkungswinkel von 0,5-2° detektiert. Durch die Vor-

wiartsstreulichtintensitédt kann auf die Zellgrofle geschlossen werden.

Neben der Intensitiat des vorwérts streuenden Lichts wird durch den light scatter
auch die Seitwirtsstreulichtintensitat (SCS) bestimmt. Diese wird mit einem Ablen-
kungswinkel von 90° erfasst. Die Intensitét des seitwérts streuenden Lichts gibt Aus-
kunft iiber die morphologischen Eigenschaften einer Zelle, wie beispielsweise die Gra-
nularitdt und Zellkomplexitéit. Des Weiteren gibt die Seitwartsstreulichtintensitat in

geringem Mafle Aufschluss iiber die Zellgrofe.

Basierend auf der Zellmorphologie und der Grofle, die mit Hilfe der beiden zuvor
beschriebenen Parameter ermittelt werden kann, konnte in dieser Arbeit zwischen

Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten differenziert werden.

Neben der Detektion der Struktureigenschaften durch die Erfassung der Licht-
streuung ist es gleichzeitig moglich, die Fluoreszenzintensitdt zu messen. Hierfiir
miissen die Zellen mit bestimmten Fluorochromen markiert werden. Das Prinzip der
Fluoreszenzmessung beruht darauf, dass die Fluorochrome Lichtenergie in Form von
Anregungslicht absorbieren, wodurch ihre Elektronen auf ein hoheres Energieniveau
gehoben werden. Fallen die Elektronen wieder auf ihr urspriingliches Energieniveau
zuriick, so emittieren sie ein Fluoreszenzlicht mit einer bestimmten Wellenlénge. Das
Fluoreszenzlicht, das in alle Richtungen emittiert wird, wird in einem Winkel von
90° detektiert.

Grundsétzlich ist eine Markierung mit verschiedenen Arten von Fluoreszenzfarb-
stoffen moglich, da die Messung der Fluoreszenzen unabhéngig von der Lokalisation
und je nach Lichtquelle auch unabhéngig vom Spektrum ist. In dieser Arbeit wurde
in Bakterienzellen gfp zur Expression gebracht, das in den Bakterien als zytoplasma-
tisches Molekiil vorliegt. Durch die Fluoreszenzmarkierung mit gfp werden die Leu-

kozyten identifiziert, die Bakterien binden beziehungsweise internalisieren koénnen.
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Zusétzlich dazu werden in dieser Arbeit Zellantigene mit Fluorochrom gekoppelten
monoklonalen Antikorpern markiert. Auf diesem Wege ist es moglich Lymphozyten-
subpopulationen zu identifizieren.

Eine Mehrfachfluoreszenzmarkierung ist moéglich, da sich die Fluorochrome mit
unterschiedlichen Emissionsspektren anregen lassen. Bei dem in dieser Arbeit ver-
wendeten Durchflusszytometer BD FACS Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg) ist
eine vierfache Markierung moglich. Es werden Farbteilerspiegel und Bandpassfilter
zur optischen Auftrennung der Emissionsspektren der unterschiedlichen Fluorochro-
me verwendet. Das Fluoreszenzlicht wird durch Photomultiplier registriert und in
elektrische Signale umgewandelt. AnschlieSend wird das analoge Signal digitalisiert.

Durch die Durchflusszytometrie ist es moglich, physikalische Eigenschaften wie
Grofle und Granularitdt von Zellen zusammen mit der Mehrkanalfluoreszenz mes-
sen. Zur optischen Darstellung wurde in dieser Arbeit zumeist die zweidimensio-
nale Dot-Plot Darstellung gewéahlt. In der Dot-Plot Darstellung werden die Inten-
sitdtsverteilungen von zwei Messparametern auf der x- und y-Achse aufgetragen.
Jede Zelle die gemessen wurde, wird dann als Punkt entsprechend ihrer Intensitét
auf der x- und y-Achse abgetragen. Durch die zweiparametrische Darstellung von
FSC zu SSC konnten in dieser Arbeit die Lymphozyten, Monozyten und Granulo-
zytenpopulationen voneinander unterschieden werden. Mit Hilfe eines Gatings um
die jeweilige Population kann diese Population von den anderen Zellen separiert
analysiert werden.

Mit Hilfe einer Quadrantenanalyse der jeweiligen durch das Gating definierten
Regionen ist es moglich, mittels Antikorpermarkierung die einzelnen Zelltypen weiter

in Subpopulationen zu differenzieren.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien und molekularbiologische Hilfsmittel

3.1.1 Bakterienstamme

Tabelle 3.1 zeigt eine Auflistung der verwendeten Bakterienstdmme.

Name Plasmid Eigenschaften Referenz
Newman Newman pBT bla klinisches Isolat FnBP — (Duthie &
Zp:: gip (LPXTG Motiv -) Lorenz 1952),
Starke Eap Expression (Schiifer,
et al. 2009)
Mockli Mockli pBT bla Klinisches Isolat (Bischoff,
Zp:gfp (MSSSA 1112) et al. 2001)
LS1 LS1 pBT bla Klinisches Isolat (Bremell,
Zp::gfp (septische Arthritis) et al. 1990),
Geringe Mengen FnBP (Nair, et al. 2003)
RN4220 RN4220 pCN 56 bla  Laborstamm 8325 Derivat (Nair,
Zp::gfp besitzt 11 bp Deletion in et al. 2011),
rsbU und ist daher sigma (Kreiswirth,
Faktor — B defizient et al. 1983)
partieller agr Defekt
RN6390  RN6390 pBT bla Laborstamm 8325 Derivat (Novick 1967),

Zp::gfp

besitzt 11 bp Deletion in
rsbU und ist daher sigma
Faktor — B defizient

Mutation in teaR hierdurch

reduzierte Biofilm-Bildung
und Reduktion der
Expression von
Virulenzfaktoren

(Cassat,
et al. 2006)

Tabelle 3.1: Bakterienstamme
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3.1.2 Antikoérper

Die folgende Tabelle 3.2 zeigt die verwendeten Antikorper.

22

Antik6rper

Farbstoff Expression auf Beschreibung

CD3

PerCP

T-Zellen

Monoclonal mouse,
anti-human CD3,

Becton-Dickinson,
Heidelberg Cat.-Nr

. 345766

CD4

PerCP

T-Helferzellen

Monoclonal mouse,
anti-human CD4,

Becton-Dickinson,
Heidelberg Cat.-Nr

. 345770

CD8

PerCp

T-Killerzellen

Monoclonal mouse,
anti-human CD8,

Becton-Dickinson,
Heidelberg Cat.-Nr

. 345774

CD19

PerCp

B-Zellen

Monoclonal mouse,
anti-human CD19,

Becton-Dickinson,
Heidelberg Cat.-Nr

. 345790

CDh14

PerCP

Monozyten

Monoclonal mouse,
anti-human CD14,

Becton-Dickinson,
Heidelberg Cat.-Nr

. 345786

Tabelle 3.2: Antikorper



3.1 Materialien und molekularbiologische Hilfsmittel

3.1.3 Enzyme, Antibiotika, Losungen und Medien

Tabelle 3.3 listet die verwendeten Enzyme auf, Tabelle 3.4 die verwendeten Proteine

und Tablle 3.5 die verwendeten Losungen und Medien.

Enzym Information Hersteller

Lysostaphin (SsL-90-02) Herkunft: Staphyloccus simulans genmedics
biovar staphylolyticus

Spezifische Aktivitét: 1650 U/mg
Stammlosung: 2mg Trockenpulver

auf 1ml PBS
Lagerung: in Aliquots bei —20°C

Trypsin Biochrom L2 153

Tabelle 3.3: Enzyme

Proteine Konzentration Referenz
Eap ((10 pg/ml)) (Sobke
et al. 2006)

Tabelle 3.4: Proteine
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Losungen und Medien Zusammensetzung Hersteller

BHI Bacto Brain He-
art Infusion

Becton-Dickinson
Heidelberg

Cat.-Nr. 237200

1xPBS 8g NaCL, 0g,2 KCL, FEigenherstellung
1g,42 Na2 HPO4
0g,27 KH2 PO4

(ph-Wert: 7,35)
Puffer-Losung 1PBS, 2 FCS Eigenherstellung

0,05 Na-Azid

Tabelle 3.5: Losungen und Medien
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3.2 Methoden

In dieser Arbeit wird ein Adhé&sions-und Internalisations-Assay fiir S. aureus mit
Blutzellen in Vollblut etabliert. Dabei werden S. aureus-gfp mit Vollblut koinkubiert

und anschlieBend durchflusszytometrisch untersucht.

3.2.1 Anzucht und Lagerung

Die Anzucht von S. aureus erfolgt auf LB-Agar-Platten. Fiir die Herstellung der
LB-Agar-Platten wird 500 ml Medium und 7,5g Agar in Pulverform verwendet.
Medium und Agar werden zusammen in der Mikrowelle erhitzt, anschlieSend auf ca.
40°C abgekiihlt und das entsprechende Antibiotikum zugefiigt. Fiir die Selektion
von RN4220 gfp wird Kanamycin (50 pg/ml), fiir die restlichen Stamme wird Tetra-
cyclin (5 pug/ml) verwendet. Pro Platte werden 20 — 30 ml fliissiger Agar benotigt.
Die Platten werden offen unter der Sterilbak fiir ca. 24h zum Trocknen gelagert. Da-
nach wird ein 3-Osenausstrich des jeweiligen Bakterienstammes angefertigt. Hierzu
wird eine Beimpfungsose eines bei —70°C gelagerten Stocks verwendet. Die aus-
gestrichenen Platten werden fiir 24h im Warmeschrank inkubiert (37°C). Danach

konnen sie bei Kiihlschranklagerung fiir ca. 4 Wochen genutzt werden.

3.2.2 Anzucht in Flissigmedium

Fiir die Herstellung einer Ubernachtkultur wird BHI-Bouillon als Ndhrmedium ver-
wendet. Fiir Newman gfp, Mockli gfp, LS1 gfp und RN6390 gfp wird Kanamy-
cin (50 pg/ml) im Verhéltnis 1:1000 hinzugefiigt. Bei Verwendung von RN4220 gfp
wird Tetracyclin (5 pg/ml) hinzugefiigt. Zusétzlich wird eine Kolonie des jeweiligen
Bakterienstamms hinzugegeben. Die Ubernachtkultur wird fiir 16 h bei 37°C und
150 rpm im Schiittelinkubator inkubiert.

3.2.3 Blutgewinnung

Fiir alle Experimente wird peripheres humanes Vollblut verwendet. Die Entnahme
erfolgt unmittelbar vor Beginn des jeweiligen Experiments aus der V. cubitalis eines
gesunden Probanden mit Hilfe einer Lithium-Heparin-Monovette. In den mit eap
durchgefiithrten Versuchen, werden Citratblut-Monovetten verwendet. Bis zur Ver-

wendung des Vollbluts wird es in den Monovetten, mit welchen es auch abgenommen
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wurde, bei Raumtemperatur (20 — 22 °C) maximal eine Stunde horizontal gelagert

und in regelméfigen Zeitabstéinden bewegt.

3.2.4 Assay zur quantitativen Analyse
Fluoreszierende S. aureus -Stamme

In dieser Arbeit werden die S. aureus-Stamme Newman, Mockli, LS1, RN4220 und
RN6390 verwendet, die das griin fluoreszierende Protein (gfp) kontinuierlich expri-
mieren. In den S. aureus -Stammen Newman, Mockli, LS1, RN4220 und RN6390
wurde das griin fluoreszierende Protein zur Expression gebracht, wobei die Stimme
Newman, Mockli, LS1 und RN4220 unter der Kontrolle einer Kanamycin-Kassette
stehen und RN4220 eine Tetracyclin-Kassette enthélt. Gfp liegt in Bakterien als
zytoplasmatisches Molekiil vor, wobei es sehr stabil ist und eine geringe Toxizitéat
aufweist. Es wurde urspriinglich aus der Tiefseequalle Aequorea victoria isoliert. Das
Chromophor wird autokatalytisch gebildet. Es benotigt also keinerlei Co-Faktoren
fiir die Fluoreszenz (Aymanns et al. 2011) (Zimmer 2002) (Chalfie et al. 1994).

Bakterienaufbereitung und Einstellung der optischen Dichte

Nach 16 h werden 2 ml der Ubernachtkultur aus dem Inkubator entnommen und an-
schlieBend mit 10 ml PBS gewaschen (RT, 300 rpm (1912 g), 5 min.). Der Uberstand
wird dekantiert und das Pellet wird mit 2ml PBS resuspendiert. Am Photometer
wird die optische Dichte der Ubernachtkultur bestimmt. Hierzu wird die Extinkti-
onsmessung bei 600 nm Wellenlénge in einer Kiivette mit dem Probevolumen 1ml
vorgenommen. Fiir die Messung wird die Bakteriensuspension im Verhaltnis 1: 20
mit PBS verdiinnt. Der Leerwert wird mit 1 ml PBS bestimmt. Bis auf die in den Ka-
piteln 4.1, 4.2 und 4.3 dargestellten Arbeiten wird eine optische Dichte von OD 1,5
standardméafig eingestellt. Fiir die in den Kapiteln 4.1, 4.2 und 4.3 durchgefiihrten
Arbeiten sind Bakteriensuspensionen mit der optischen Dichte OD 0, 25 verwendet

worden.

Koinkubation von S. aureus mit Blutzellen (Vollblut)

Die Bakteriensuspension der optischen Dichte OD 1,5 wird in ein 2 ml Eppi-Tube
tiberfiihrt und abzentrifugiert (RT, 8400g, 5min.), der Uberstand wird mit einer
Pipette abgenommen und das Bakterienpellet wird mit 500 ul PBS resuspendiert.
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12,5 pl dieser Bakteriensuspension der optischen Dichte OD 1,5 werden in ein 1,5 ml
Eppi-Tube pipettiert. Dazu werden 250 pl des zuvor entnommenen venosen Vollbluts
gegeben. Unmittelbar nach dem Hinzufiigen des Vollbluts wird die Probe gevortext.
Anschlielend erfolgt die Inkubation der Proben im Wérmeschiittelbad (1000 rpm,
37°C, 1 — 60 min.). Als Referenzwert werden 250 ul Vollblut mit 12,5 pul PBS inku-
biert. Wéhrend dieser Koinkubation kommt es zur Adhésion und Internalisierung
von §. aureus mit den verschiedenen Blutzellen. Zu den angegebenen Untersuchung-
zeitpunkten (1 — 60 min.) werden die Proben (250 ul Vollblut und 12, 2 ul Bakteri-
ensuspension) aus dem Wérmeschiittelbad entnommen und nach der Aufbereitung

durchflusszytometrisch analysiert.

Erytrozytenlyse

Die Proben werden nach der Inkubation mit jeweils 1ml 1-facher Facs-Lysing-
Solution (FACS Lysing Solution, Becton-Dickinson, Heidelberg) versetzt. Dann wer-
den sie fiir 15 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieses Vorgangs sollte
mehrmals gevortext werden. Aufgrund der geringen osmotischen Resistenz der kern-
losen Erythrozyten werden diese, unter Aufkldren der Fliissigkeit, durch die Zugabe
der Lyselosung lysiert. Die Leukozyten hingegen bleiben intakt und werden gleich-

zeitig fixiert.

Adhaésions-und Internalisationsanalyse

Nach der Erythrozytenlyse werden die aus adhérierten beziehungsweise internali-
sierten Bakterien und WBC bestehenden Proben zentrifugiert (RT, 450 g, 5 min.),
der Uberstand wird dekantiert und die Restfliissigkeit wird auf Filterpapier ablau-
fen gelassen. Danach wird das Pellet gevortext. Das Pellet wird dann mit 300 pl
Facs-Puffer resuspendiert und die Suspension mit einer Pipette in ein Facs-Tube
iiberfiithrt. Es folgt die Analyse am Durchflusszytometer.

Zur Differenzierung zwischen adhéarenten und internalisierten Bakterien wird die
Glycylglycin-Endopeptidase Lysostaphin (genmedics, 2 mg/ml, verdiinnt mit PBS)
mit einer Endkonzentration von 20 ug/ml verwendet. Durch die Verwendung von Ly-
sostaphin werden die planktonischen und die adhérenten S. aureus lysiert, wohinge-
gen bereits internalisierte S. aureus erhalten bleiben. Es kommt zu einem selektiven
Verlust der Fluoreszenz extrazelluldrer S. aureus -Stdamme, wihrend die Fluoreszenz
der adhérierten und internalisierten Bakterien erhalten bleibt. Lysostaphin, das zu-

erst in Staphylococcus simulans identifiziert wurde, spaltet die Pentaglycinbriicken
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in der Peptidoglycanschicht, die charakteristisch fiir die Zellwand der Staphylococci
sind (Kumar 2008), (Schindler & Schuhardt 1964), (Easmon et al. 1978).

Die Proben, die zur Internalisationsanlyse vorgesehen sind, werden, wie zuvor
beschrieben, vorbereitet und inkubiert. Zu den jeweils vorgesehenen Entnahmezeit-
punkten (1 — 60min.) werden die Proben aus dem Thermomixer genommen und
zu jeder Probe wird 50 ul Lysostaphin der Endkonzentration 20 pg/ml pipettiert.
AnschlieBend werden die Probe kurz gevortext. Danach werden die Proben fiir 30
weitere Minuten im Wérmeschiittelbad inkubiert (1000 rpm, 37°C). Als Referenz
wird zusétzlich eine Probe mit 250 pl Vollblut + 12,2 ul PBS + 50 pl Lysostaphin
der Endkonzentration 20 ug/ml erstellt. Nach Ablauf der 30 Minuten erfolgt hier
ebenfalls die Zugabe von 1 ml Facs-Lysing-Solution.

Die weitere Verfahrensweise ist identisch mit der zur Adhésionsanalyse. Nachdem
das Pellet mit 300 ul Puffer-Losung resuspendiert und mit einer Pipette in ein Facs-

Tube iiberfithrt wird, erfolgt auch hier die durchflusszytometrische Analyse.

Adhaésion und Internalisation von Lymphozytensuppopulationen

Zur Differenzierung bestimmter Leukozytensubpopulationen, werden fiir die Analy-
se im Mehrkanaldurchflusszytometer fluoreszenzmarkierte monoklonale Antikorper
eingesetzt. Die Bakterienaufbereitung und Koinkubation der Bakteriensuspension
mit dem humanen Vollblut erfolgt wie zuvor beschrieben (siehe Kapitel 3.2.4 Bak-
terienaufbereitung und Einstellung der optischen Dichte und Kapitel 3.2.4 Koinku-
bation von S. aureus mit Blutzellen (Vollblut).

Nach dem Erythrozytenlyseverfahren (FACS Lysing Solution, Becton-Dickinson,
Heidelberg) werden die Proben in den Facs-Tubes zentrifugiert (RT,
1400 rpm (416 g), 5min.), der Uberstand wird dekantiert, die Restfliissigkeit wird
Filterpapier ablaufen gelassen und anschliefend das Pellet gevortext. Die Markie-
rung der Zellen wird mit PerCP-konjungierten monoklonalen Antikérpern durch-
gefiihrt. Als Monozytenmarker wird CD14 PerCP verwendet, als B-Zell-Marker
CD19 PerCP, als T-Zell-Marker wird CD3 PerCP verwendet und zur Differenzierung
der T-Zellpopulation wird CD4 PerCP als T-Helferzellenmarker und CD8 PerCP als
T-Killerzellenmarker eingesetzt.

Zu dem Bakterienpellet wird 8 ul des jeweiligen Antikorpers pipettiert. Die Proben
werden fiir 30 min. auf Eis bei Dunkelheit inkubiert. AnschlieSend werden die Proben
mit 2 ml Facs-Puffer gewaschen (RT, 1400 rpm, 416 g, 5min.). Der Uberstand wird

abgegossen und die Restfliissigkeit auf Filterpapier ablaufen gelassen, dann wird das
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Pellet gevortext. Das Pellet wird in 300 ul Facs-Puffer resuspendiert, es folgt die

durchflusszytometrische Analyse.

3.2.5 Einfluss von Oberflichenproteinen von S.aureus

Zur Untersuchung des Einflusses von Oberflichenproteinen von S. aureus auf die
Adhésion und Internalisation wird Trypsin verwendet. Trypsin ist eine Endopep-
tidase die proteolytisch auf Oberflachenproteine wirkt, wobei sie speziell zwischen
den Aminosduren Lysin und Arginin spaltet. Wie zuvor bereits erldutert wird eine
Ubernachtkultur des jeweiligen Bakterienstammes hergestellt. Die Bakterien werden
mit PBS gewaschen. Die optische Dichte wird am Photometer gemessen und auf OD
1,5 eingestellt.

Nachdem die der optischen Dichte OD 1,5 entsprechende Menge der Bakterien-
suspension in ein 2ml Eppi-Tube iiberfithrt und abzentrifugiert wurde (RT, 8400 g,
5min.), wird der Uberstand mit einer Pipette abgenommen. Zu dem Bakterienpellet
wird 150 ] Trypsin pipettiert. Die Inkubation der Suspension erfolgt fiir 5 min. bei
37°C im Warmeschrank.

Nach der Inkubation wird die Trypsin-Bakterien-Suspension mit einer Pipette
abgenommen und in ein weiteres 2ml Eppendorf-Tube {iberfiihrt, in das zuvor
1500 p1 einer Mischung aus PBS und 10 % FCS gegeben wurde. Die Probe wird
kurz gevortext. Anschliefend wird die Probe zentrifugiert (RT, 8400 rpm, 5 min.).
Der Uberstand wird mit einer Pipette abgenommen und das Bakterienpellet mit
500 pl PBS resuspendiert. Der weitere Ablauf ist mit dem zuvor beschriebenen Ver-

fahrensablauf identisch.

3.2.6 Einfluss von Eap

Zur Untersuchung des Einflusses von eap auf die Adhésion und Internalisation von
S. aureus in Blutzellen wurde eap verwendet, das zuvor aus dem S. aureus -Stamm
Newman isoliert und aufgereinigt worden ist (Sobke et al. 2006), (Athanasopoulos,
et al. 2006). Bei der Verwendung von eap werden anstelle von Lithium-Heparin
Monovetten Citrat Monovetten zur Blutabnahme eingesetzt, da die Bindung von
eap an Zellen durch Heparin inhibiert wird.

250 ul Citratblut werden zusammen mit 4,02 ul eap der Endkonzentration
10 ug/ml in ein Eppendorf-Tube pipettiert, erst dann erfolgt die Zugabe von 12,5 ul
der Bakterien der OD 1,5. Nach der Zugabe der Bakterien werden die jeweiligen
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Proben gevortext. Die Suspension aus dem mit eap supplementierten Vollblut und
Bakterien wird fiir maximal 60 min. im Wérmeschiittelbad (Thermomixer) inkubiert
(1000 rpm, 37°C) und entsprechend dem in Kapitel 3.2.4 Adhésions-und Internali-

sationsanalyse beschriebenen Adhésionsverfahren aufbereitet.

3.2.7 Adhasion in verschiedenen Wachstumsphasen

Es wird der Einfluss der exponentiellen Wachstumsphase (vier Stunden Kultur, log-
Phase) mit dem der postexponentiellen Wachstumsphase (Ubernachtkultur) auf die
Adhésion von S. aureus untersucht.

Zur Analyse des Einflusses der exponentiellen Wachstumsphase (log-Phase) auf
die Adhésion von S. aureus wird eine Vier-Stunden-Kultur hergestellt. Hierzu wird
eine Subkultur der Ubernachtkultur erstellt. Es werden 100 il der jeweiligen Uber-
nachtkultur abgenommen und in 5 ml BHI gegeben. Diese Suspension wird vier Stun-
den im Schiittelinkubator inkubiert (150 rpm, 37 °C). Anschlieflend werden 2 ml der
vier Stunden Kultur entnommen und mit 10 ml PBS gewaschen (3000 rpm, 5 min.,

RT). Der weitere Versuchsablauf ist mit dem zuvor beschriebenen identisch.
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Ubernachtkultur S. aureus -gfp Venoses Vollblut
OD 1,5; 12,5 ul 250 pl

N/

Inkubation 1 — 60 min.
37°C, 1000 rpm

l

Internalisationsanalyse
Adhésionsanalyse 50 pl Lysostaphin
20 pg/ml Endkonzentration

l

Erythrozytenlyse
1 ml FACS-Lysing-Solution
15 min., RT, vortexen

1

Zentrifugation (RT, 450 g, 5min.)
Dekantieren des Uberstandes

l

Resuspension des Pellets
mit 300 ul FACS-Puffer-Losung

Lymphozytensubpopulationsanalyse
Pellet+8 pl 30 min.
auf Kis bei Dunkelheit

Durchflusszytometrische Analyse

Abbildung 3.1: Ablaufdiagramm Adhésionaanlayse, Internalisationsanalyse
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Ubernachtkultur S. aureus -gfp
OD 1,5

|

8400 rpm 5 min. RT
Abnahme des Uberstands

|

Trypsinverdau
150 pl Trypsin
5min., 37°C

|

Waschen mit 1500 ul PBS 10% FCS
8400 rpm, 5 min.,RT

|

Dekantieren des Uberstandes

Resuspension des Pellets mit 500 ul PBS

|

12,5 ul S. aureus -gfp
OD 1,5

Venoses Vollblut
250 pl

N/

37°C, 1000 rpm

Inkubation 1 — 60 min.

weiterer Ablauf siehe Abb.1

Abbildung 3.2: Ablaufdiagramm Trypsinverdau




4 Ergebnisse

4.1 Prinzipien und Vorarbeiten

4.1.1 Internalisationsnachweis mit Lysostaphin

Im Zuge dieser Arbeit wurde ein in-vitro-Test zur durchflusszytometrischen Ana-
lyse der Adhésion und der Internalisation von S. aureus durch humane Blutzellen
entwickelt.

Das Prinzip dieses Tests basiert auf der Koinkubation von heparinisiertem huma-
nem Vollblut (250 pl) mit vitalen S. aureus-Stammen (12,5 ul), die kontinuierlich
das griin fluoreszierende Protein (gfp) exprimieren. Durch die Inkubation der Bak-
terien mit dem Vollblut sowie durch Anwesenheit von Komplementfaktoren und
Antikorper wurde die in-vivo Situation moglichst genau widergespiegelt.

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde in dieser Arbeit die Adhésions- und
Internalisationskapazitit der Leukozyten gegeniiber verschiedenen S. aureus Labor-
stdimmen und klinischen Isolaten untersucht. Basierend auf der Zellmorphologie
konnte in der durchfluzytometrischen Analyse die Leukozytenpopulation in Lym-
phozyten, Monozyten und Granulozyten differenziert werden.

Zur Differenzierung zwischen adhérierten und internalisierten S. aureus diente
Lysostaphin. Durch Lysostaphin wurden die planktonischen und die adhérenten
S. aureus lysiert, wihrend die internalisierten S. aureus erhalten blieben. Hierbei
kam es zu einem vollstandigen Fluoreszenzverlust der extrazelluldren S. aureus (Ab-
bildung 4.1). In Vorarbeiten zur Testetablierung wurde die Dauer des Lysostaphin-
verdaus ermittelt. Wie Abbildung 4.2 zeigt, reduzierte sich bereits fiinf Minuten nach
dem Zufiigen von Lysostaphin zur Bakteriensuspension die Zahl der gfp positiven
Zellen auf 25%. Nach 25 Minuten sank die Zahl der gfp positiven Zellen auf unter
5%. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Inkubationszeit fiir den Lysostaphinver-
dau auf 30 Minuten fiir alle weiteren Versuche in dieser Arbeit festgelegt.

Neben der Dauer des Lysostaphinverdaus wurde die Lysostaphinendkonzentra-
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Abbildung 4.1: Fluoreszenzintensitit von RN4220 gfp vor (a) und nach dem Lyso-

staphinverdau (b); es zeigt sich ein vollsténdiger Fluoreszenzverlust
nach dem Lysostaphinverdau (b).
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Abbildung 4.2: Einfluss von Lysostaphin (20 ug/ml) auf die Floureszenz gfp positi-
ver S. aureus am Beispiel von RN4220 gfp. Nach fiinf Minuten sinkt
die Zahl der gfp positiven Zellen auf 25 %.
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tion fiir die Versuche dieser Arbeit ermittelt. Hierzu wurde der Einfluss von Ly-
sostaphin der Endkonzentrationen 20 pg/ml, 30 ug/ml und 40 pg/ml auf die Fluo-
reszenzintensitit der Leukozytenpopulationen (Lymphozyten, Monozyten, Granu-
lozyten) untersucht. Hierbei war kein signifikanter Unterschied zwischen den drei
Lysostaphin-Endkonzentrationen beziiglich der Fluoreszenzintensitéit der drei Leu-
kozytenpopulationen festzustellen, siehe Abbildung 4.3. Unter dem Einfluss noch
hoherer Lysostaphinkonzentrationen hat der zytotoxische Effekt von Lysostaphin
auf die Leukozyten {iberwogen.

Durch alle der drei Lysostaphinendkonzentrationen verringerte sich die Zahl der
gfp positiven Lymphozyten von 6 % auf unter 1%. Durch Lysostaphin beeinfluss
t nahm die Zahl der gfp positiven Monozyten um etwa 26 %-Punkte zu. Die Zahl
der gfp positiven Granulozyten sank um 1 %-Punkt, von 97 % auf 96 % gfp posi-
tive Zellen, siehe Abbildung 4.2. Der leichte Anstieg des Anteils der gfp positiven
Monozyten bei 40 ug/ml Lysostaphin konnte durch einen bereits einsetzenden zyto-
toxischen Effekt erkldart werden. Aus diesem Grund wurde fiir die weiteren Arbeiten
eine Lysostaphinkonzentration von 20 ug/ml gewéhlt, da hierdurch das Risiko einer
moglichen Zellschddigung bei gleichem Effekt minimiert wird.

Die Reduktion der gfp positiven Zellen war auf die Lyse der planktonischen und
adhérenten gfp positiven S. aureus durch Lysostaphin zuriickzufiihren. Dabei blieben
die von den Leukozyten internalisierten S. aureus erhalten. Aus diesem Grund wurde

fiir die weiteren Arbeiten eine Lysostaphinkonzentration von 20 ug/ml gewihlt.

4.1.2 Adhésion und Internalisation in Lymphozytenpopulationen

Adhésion und Internalisation von S. aureus gfp wurden in Monozyten und Granu-
lozyten und interessanterweise auch zu einem geringeren Anteil in Lymphozyten
beobachtet.

Mit Hilfe fluoreszenzmarkierter monoklonaler Antikorper gegen Antigene der
Lymphozyten wurde der jeweilige prozentuale Anteil der S. aureus gfp bindenden
beziehungsweise internalisierenden Lymphozytensubpopulationen mit der Mehrka-
naldurchflufzytometrie dargestellt.

In dieser Arbeit wurden PerCP konjungierte monoklonale Antikérper gegen Anti-
gen CD3 als T-Zell Marker und PerCP konjungierte monoklonale Antikérper gegen
Antigen CD19 als B-Zell Marker verwendet. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass
der Anteil der CD3 positiven T-Zellen, die S. aureus RN4220 gfp binden oder inter-
nalisieren gering ist, siche Abbildung 4.4.
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Abbildung 4.3: Einfluss verschiedener Lysostaphin-Endkonzentrationen. Vergleich
der Lysostaphinendkonzentration von 20ug/ml, 30 pg/ml, 40ug/ml

beziiglich der Lyse adhérenten und planktonischen S. aureus RN4220
gfp (OD 0,25).
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Abbildung 4.4: Nachweis von Adhésion und Internalisation von S. aureus RN4220

gfp (OD 0,25) durch Lymphozytensubpoluationen mit Hilfe mono-
klonaler Antikérper (CD3: T-Zell-Marker, CD19: B-Zell-Marker).
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Abbildung 4.5: Nachweis von Adhésion und Internalisation von S. aureus RN4220
gfp (OD 0,25) durch T-Helferzellen (CD4+) und T-Killerzellen
(CD8+) mit monoklonalen Antikérpern.

Hingegen konnte die Adhésion sowie zu einem geringeren Ausmafl auch die In-
ternalisation von §. aureus RN4220 gfp durch die CD19-positiven B-Zellen deutlich
gezeigt werden. Von den CD19 positiven Lymphozyten banden 16 % RN4220 gfp,
3% der CD19-positiven Lymphozytensubpopulation internalisierten S. aureus, siehe
Abbildung 4.4. Bei dem Vergleich der CD19 positiven und der CD3 negativen Lym-
phozytenpopulation wurde deutlich, dass sich die jeweiligen prozentualen Anteile in
etwa entsprechen. Dies legte nahe, dass es sich hierbei um dieselbe Subpopulation
handelt. Zusétzlich konnte durch die Verwendung von CD19 eine CD19-negative
Population identifiziert werden, welche einen grofieren prozentualen Anteil hatte
als die CD3 positiven T-Zellen. Hierbei handelte es sich also nicht ausschliefllich
um T-Zellen, sondern um eine weitere Population, die S. aureus gfp binden und zu
einem geringen Teil auch internalisieren konnte. Die genauere Abgrenzung dieser

Population wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter verfolgt.

Durch Verwendung von monoklonalen fluoreszenzmarkierten Antikérpern gegen
die Antigene CD4 und CDS8 war es moglich, die T-Zellen weiter in die Subpopu-
lationen der T-Helferzellen (CD4) und der T-Killerzellen (CD8) zu differenzieren.

Hierbei wurde deutlich, dass sowohl die T-Helferzellen als auch die T-Killerzellen
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Abbildung 4.6: Adhésion und Internalisation von S. aureus RN4220 gfp (OD 0,25)
durch CD14 positive Monozyten und CD14 negative Monozyten.

S. aureus gfp in geringem Mafle binden konnen. Keine der beiden Poluation zeigte
jedoch die Fahigkeit zur Internalisation, siehe Abbildung 4.5.

Mit Hilfe der Antikérpermarkierung wurde der Anteil der CD14 positiven Mono-
zyten an der Adhésion und Internalisation ermittelt. Abbildung 4.6 zeigt auf, dass
ca. 90 % der CD14 positiven Monozyten S. aureus gfp banden und ca. 10 % auch in-
ternalisierten. Aus der Quadrantenstatistik der Monozytenpopulation geht hervor,
dass eine CD14 negative Subpopulation im Monozytengate S. aureus gfp adhérierte

und ein geringer Teil dieser Subpopulation S. aureus auch internalisierte.

4.2 Kinetik der Adhasion und Internalisation in

Leukozyten

Nach der Testetablierung wurden die Zeitpunkte der maximalen Adhésion und In-
ternalisation analysiert. 23 % der Lymphozytenpopulation konnten sofort RN4220
gfp binden, diese Zahl verringerte sich innerhalb der folgenden 5 Minuten (13 %
gfp pos. Zellen) um zum Zeitpunkt 15 Minuten wieder anzusteigen (19 % gfp pos.
Zellen) und nach 60 Minuten wieder leicht zu fallen (16 % gfp pos. Zellen). Diese

Daten zeigen, dass die Lymphozytenadhésion in weniger als 5 Minuten abgeschlos-
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Abbildung 4.7: Adhésions- und Internalisationskinetik von RN4220 gfp (OD 0,25).
Die Adhésion (a) und Internalisation (b) wird zu den Zeitpunkten
0, 5, 15, 60 Minuten untersucht; nach 5 Minuten ist die Adhésion in
weiten Teilen abgeschlossen, fiir die Analyse der Internalisation wird
eine Inkubationszeit von 60 Minuten benétigt.
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sen war (Abbildung 4.7 (a)). Bei der Analyse der Internalisation der Lymphozyten
wurde deutlich, dass nur sehr wenige Lymphozyten RN4220 gfp aufnehmen konnten
und dass die Internalisation der Bakterien durch die Lymphozyten mindestens eine
Stunde benétigte, siche Abbildung 4.7 (b).

Bei der Monozytenpopulation war zu erkennen, dass es innerhalb von 60 Minu-
ten zu einer Steigerung des adhérierenden Monozytenanteils kam. Nach 5 Minuten
hatten 77 % der Monozytenpopulation RN4220 gfp gebunden. Anschlieffend stieg
dieser Wert nur noch leicht und anndhernd linear auf 84 % gfp positiven Monozy-
ten nach 60 Minuten an, Abbildung 4.7 (a). Die Zahl der Monozyten, die RN4220
internalisierten stieg innerhalb der ersten 5 Minuten signifikant von 3 % auf 36 %
an. Nach 15 Minuten erhohte sich diese Zahl auf 42 % und nach 60 Minuten auf
51 % gfp positive Monozyten. Wie schon bei der Adhésion zeigte sich auch bei der
Internalisation der Monozyten nach 5 Minuten Inkubation eine geringe, wenn auch
stetige Zunahme der Zellen, die RN4220 gfp internalisierten, sieche Abbildung 4.7
(b). Das bedeutet, dass die Adhésion und Internalisation der Monozyten gegeniiber
RN4220 bereits nach 5 Minuten in weiten Teilen abgeschlossen war.

Der Aufgabe der unspezifischen Immunabwehr enstprechend, konnten 100 % der
Granulozyten bereits nach 5 Minuten RN4220 gfp adhérieren. Die Internalisation
von RN4220 gfp durch die Granulozyten stieg kontinuierlich von ca. 80 % nach 5 Mi-
nuten auf 98 % nach 60 Minuten. Dies zeigt, dass nahezu alle Granulozyten RN4220
gfp banden und internalisierten.

Dieses Ergebnis zeigt, dass fiir eine Analyse der Adhésion der drei Leukozyten-
populationen eine Inkubationszeit von 5 Minuten ausreicht. Fiir eine Internalisa-
tionsanalyse miissen die Proben 60 Minuten inkubiert werden um die maximale

Internalisationskapazitét zu erreichen.

4.3 Adhasion und Internalisation verschiedener

Stamme

Durch das in dieser Arbeit entwickelte Adhésions- und Internalisationsassay war
eine phénotypische Charakterisierung verschiedener S. aureus Laborstimme sowie
klinischer Stamme moglich. Es konnte zwischen S. aureus Stimmen mit gesteigerter
Adhésion und Internalisation (LS1, RN4220) und S. aureus Stamme mit geringer
Adhésions- und Internalisationskapazitidt (Newman, Mockli) unterschieden werden,
siehe Abbildung 4.8.
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Abbildung 4.8: Vergleich der Adhésion und Internalisation von S. aureus LS1 gfp,
Newman gfp, Mockli gfp, RN4220 gfp (OD 0,25) nach 60 Minuten
Inkubation in Vollblut. LS1 gfp und RN4220 gfp werden durch die

jeweilige Leukozytenpopulationen stédrker gebunden und aufgenom-
men als Newman gfp und Mockli gfp.
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Aus Abbildung 4.8 (a) ist ersichtlich, dass die Lymphozyten von den betrachteten
S. aureus-Stdmmen LS1 gfp am besten binden (6,9 % gfp positive Lymphozyten)
konnten. Die Analyse der Internalisation zeigt, dass die Lymphozyten RN4220 gfp
und LS1 gfp gleichermaflen gut internalisieren konnten. Gegeniiber Mockli gfp wies
die untersuchte Lymphozytenpopulation sowohl die geringste Adhésions- als auch

die geringste Internalisationskapazitat auf.

Die Monozyten banden LS1 gfp und RN4220 gfp in gleicher Weise (LS1 gfp:
68 % gfp positive Monozyten, RN4220 gfp: 69 % gfp positive Monozyten), wobei
RN4220 gfp von den Monozyten besser internalisiert wurde als LS1 gfp. 49 % der
Monozytenpopulation nahmen RN4220 gfp auf. Im Vergleich dazu konnten 42 % der
analysierten Monzytenpopulation LS1 gfp internalisieren. Auch gegeniiber den Mo-
nozyten wies Mockli gfp von den vier untersuchten S. aureus Stdmmen die geringste
Adhésionskapayitit (24 % gfp positive Monozyten) und Internalisationskapazitét
(16 % gfp positive Monozyten) auf, sieche Abbildung 4.8 (b).

Die Granulozyten konnten, wie auch die Lymphozyten und Monozyten, am besten
die Stamme RN4220 gfp und LS1 gfp binden. 96 % der Granulozytenpopulation
banden RN4220 gfp und 94 % der analysierten Granulozytenpopulation banden LS1
gfp. Mockli gfp entzog sich der Adhésion und Internalisation durch die Granulozyten

von den untersuchten Stdmmen am besten, siche Abbildung 4.8 (c).

Unterschiede hinsichtlich der Adhésions- und Internalisationskapaztét fanden sich,
nach 60 Minuten Koinkubation in humanem Vollblut, bei den Lymphozyten und Mo-
nozyten. Die Granulozyten wiesen hingegen keine signifikanten Unterschiede in der
Adhésions- und Internalisationskapazitéat auf. Dies kann auf ihre hohe unselektive
phagozytotische Aktivitdt zuriickgefithrt werden. Allerdings zeigte sich auch hier ein
Trend zur Differenzierung zwischen S. aureus Stammen mit geringer und gesteigerter

Adhésions- und Internalisationskapazitét.

Aufgrund des differierenden Adhésions- und Internalisationsverhaltens der unter-
suchten Bakterienstammen wurde deutlich, dass sich bestimmte Bakterienstdmmen
der zelluldren Immunantwort besser entziehen konnen als andere. Hierbei handelte

es sich bei den von uns untersuchten Stdmmen um Newman gfp und Mockli gfp.

In der linearen Regressionsanalyse werden die Anzahl der durch die WBC ge-
bundenen S. aureus gegen die internalisierten S. aureus aufgetragen. Die ermittelte
Bestgerade zeigt bei den Monozyten und Granulozyten eine annéhernd proportionale
Steigung. Dies bedeutet, dass die Adhésion und die Internalisation der hier analy-

sierten S. aureus Staimme miteinander korrelierte. Hierdurch konnte gezeigt werden,
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Abbildung 4.9: Lineare Regressionsanalyse. Korrelation zwischen der Adhésion und
Internalisation der Monozyten und Granulozytenpopulation.

dass die Bakterien die von den Leukozyten gebunden wurden auch von diesen inter-
nalisiert wurden. 89 % der Granulozyten und 69 % der Monozyten internalisierten
die von ihnen gebundenen Bakterien auch.

Von der Population der Lymphozyten konnten 13 % der Zellen die Bakterien bin-
den diese auch internalisieren. Die Korrelation zwischen Adhésion und Internalisati-
on der Granulozyten war bei Mockli gfp am geringsten. Dies bedeutet, dass Mockli
gfp zwar gebunden wurde, sich aber dennoch der Internalisation durch die Granu-
lozyten entzichen konnte (Abbildung 4.9 (a), (b), (c)).

4.4 Adhasion und Internalisation zu verschiedenen

Zeitpunkten

Die Adhésion und Internalisation von LS1 gfp durch die jeweilige Leukozytenpo-
pulation wurde zu unterschiedlichen Zeiten der Inkubation in Vollblut untersucht
(Abbildung 4.10).

Die Analyse der Adhésion von LS1 gfp durch Lymphozyten zeigte, dass nur das
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Abbildung 4.10: Kinetik der Adhésion und Internalisation von LS1 gfp (OD 1,5) zu
den Zeitpunkten 1, 5, 15, 30 und 60 Minuten .

langfristige Adhésionsverhalten der ”eigentlichen” immonulogischen Aufgabe ent-
spricht. Anfianglich (Zeitpunkt 1 Minute) zeigte sich eine unerwartet hohe, moglicher-
weise unspezifische, Bindung. Genauer konnte gezeigt werden, dass nach einer Minu-
te Koinkubation mit humanem Vollblut 37 % der untersuchten Lymphozytenpopu-
lation gfp positive S. aureus banden. Innerhalb der folgenden 60 Minuten reduzierte
sich die Zahl der S. aureus gfp bindenden Lymphozyten. Nach 15 Minuten Inku-
bation hatte sich die Zahl der bindenden Lymphozyten auf 8 % reduziert. Nach 60
Minuten Inkubation sankt dieser Wert auf 4 %. Die Internalisation von LS1 gfp
durch die Lymphozyten war auch nach 60 Minuten Inkubation in Vollblut gering
(1% gfp positive Lymphozyten).

Von der untersuchten Monozytenpopulation banden innerhalb der ersten Minute
76 % LS1 gfp. Nach 15 Minuten reduzierte sich die Zahl der gebundenen S. aureus gfp
auf 60 %. Nach 60 Minuten Inkubation wurde ein erneutes Ansteigen der Adhésions-
kapazitit der Monozyten gegeniiber LS1 gfp auf 76 % beobachtet. Die Internalisati-
onskapazitit der Monozyten gegeniiber LS1 gfp betrug nach 5 Minuten etwa 25 %

und erreichte nach 15 Minuten das Maximum von 53 % um anschlieend wieder auf
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etwa 42 % zu fallen.
Es wurde nun die Adhésions- und Internalisationskinetik von LS1 gfp mit der ent-

sprechenden Kinetik weiterer gfp positiver S. aureus Stamme verglichen (Abbildung
4.11).

RN6390. Bei der Analyse der Adhésion und Internalisation von RN6390 gfp (Ab-
bildung 4.11 (a)) zeigte sich, dass nach einer Minute Inkubation mit Vollblut 19 %
der Lymphozyten RN6390 gfp binden. Die Bindungskapazitét stieg nach 15 Minuten
Inkubation um weitere 6 %-Punkte auf 26 % an, nach 60 Minuten sinkt diese auf 6 %
ab. Eine Internalisationstendenz war erst nach 15 Minuten Inkubation in Vollblut
zu beobachten (2 %), welche im weiteren zeitlichen Verlauf unverandert blieb.

Die Bindungskapazitdt der Monozyten gegeniiber RN6390 gfp nahm innerhalb
der ersten 15 Minuten zu. Nach einer Minute banden 29 % der Monozyten RN6390
gfp. Die Adhésion stieg zum Zeitpunkt 15 Minuten auf 70 % RN6390 gfp bindende
Monozyten an. Dieser Wert blieb nach 60 Minuten Inkubation annéhernd konstant.
Eine Internalisation von RN6390 gfp durch die Monozyten konnte nach 15 Minuten
beobachtet werden, wobei die Internalisation von RN6390 gfp durch die Monozy-
tenpopulation von 55 % zum Zeitpunkt 15 Minuten auf 45 % RN6390 gfp bindende
Monozyten nach einer Stunde Inkubation sank.

Die Adhésion von RN6390 gfp durch die Granulozyten wies innerhalb der ersten
15 Minuten der Inkubation steigende Werte auf. Nach einer Minute banden 37 % der
Granulozyten RN6390 gfp, nach 15 Minuten Inkubation kam es zu einer Steigerung
dieses Werts auf 98 % und blieb im weiteren Verlauf konstant.

Die Analyse der Internalisation von RN6390 gfp durch die Granulozyten zeigte,
dass nach 15 Minuten Inkubation in Vollblut 96 % der Granulozyten RN6390 gfp
aufnehmen konnten. Die Zahl der internalisierten Bakterien zu spéteren Messzeit-

punkten konnte im Rahmen der Messgenauigkeit als konstant angesehen werden.

Newman. Die Adhésion von Newman gfp durch die Lymphozyten nahm im ge-
messenen Zeitraum ab. Nach einer Minute banden 17 % der Lymphozyten Newman
gfp. Dieser Wert fiel nach 15 Minuten auf 7 %, und sank nach 60 Minuten Inkubati-
on auf 1%. Wie bei RN6390 gfp wurde bei Newman gfp zu keinem der analysierten
Zeitpunkte eine Internalisation durch Lymphozyten gemessen (siehe Abbildung 4.11
(b)).

Nach einer Minute Inkubationszeit banden 32 % der Monozyten Newman gfp. Die

45



4 Ergebnisse

gfp positive Zellen (%)

gfp positive Zellen (%)

100
80
60

40

ol [ ] H

o xor o X+ o X
(\)}6 O(\}Q (\)R"b Oq;\&\ (\),?*6 04;'\0
oV N oV N 4 N
SN S S
& $ & &
001 min. 0015 min. 0060 min.
(a) RN6390
100 o
80
60
40
e B
89 \,& ) 89 &)\“ 89 &
& \QQ(\»" q)y 06\)" (\)_,?" \Oﬂx’
3 Q) O N
&9&» %&Q %\O&\ W @Q& Q@?
\ﬁ A 6‘9

001 min. 0015 min. 0060 min.

(b) Newman

Abbildung 4.11: Adhé&sions- und Internalisationskinetik weiterer Laborstdmme und

46

klinischer Isolate. Die Adhésion und Internalisation von RN4220
gfp, RN6390 gfp, Mockli gfp und Newman gfp (OD 1,5) wird zu
den Zeitpunkten 1, 15 und 60 Minuten untersucht. Es zeigt sich ein
qualitativ identisches Verhalten der Adhé#sion und Internalisation
von Mockli gfp und Newman gfp.
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Zahl der durch die Monozyten gebundenen S. aureus Newman gfp fiel zum Zeitpukt
15 Minuten auf 29 % und sank nach 60 Minuten erneut auf 26 %. Die Zahl der Mo-
nozyten die S. aureus Newman gfp internalisieren stieg von 7% zum Zeitpunkt 15
Minuten auf 14 % zum Zeitpunkt 60 Minuten. Nach einer Minute konnte keine In-
ternalisation von Newman gfp durch die Monozyten beobachtet werden (Abbildung
4.11 (b)).

Die Zahl der Granulozyten, die Newman gfp banden, stieg im zeitlichen Verlauf
an. In der ersten Minute banden 21 % der Granulozyten Newman gfp. In den folgen-
den 15 Minuten war ein Anstieg der Adhésion auf 94 % gfp positive Granulozyten zu
beobachten. Nach 60 Minuten Inkubation in Vollblut blieb der Wert annédhernd kon-
stant mit 95 % S. aureus bindenden Granulozyten. Auch die Zahl der Granulozyten,
die Newman gfp internalisierten, stieg von 73 % zum Zeitpunkt 15 Minuten auf 90 %
zum Zeitpunkt 60 Minuten an. Eine Internalisation konnte, wie schon bei den zuvor

untersuchten S. aureus Stdmmen, nach einer Minute Inkubation nicht beobachtet
werden, sieche Abbildung 4.11 (d).

Zusammenfassend zeigte sich bei der Analyse der Adhésionskinetik der einzelnen
S. aureus Stamme durch die Lymphozyten die Tendenz zur Abnahme der Bindungs-
kapazitdt innerhalb der analysierten 60 Minuten. Bei der Adhésion der S. aureus
Stamme durch die Monozyten konnte zwischen LS1 gfp und Newman gfp unterschie-
den werden. Zwar nahm die Anzahl der von den Monozyten gebundenen S. aureus
gfp nach 15 Minuten Inkubation ab, allerdings stieg die Zahl der Monozyten die LS1
gfp binden nach 60 Minuten wieder an, wohingegen es bei der Adhésion von New-
man gfp zu einer konstanten Abnahme der Bindungskapazitit zu diesem Zeitpunk

kam.

Die Zahl der Granulozyten die LS1 gfp gebunden haben zeigte eine konstante
Zunahme innerhalb der analysierten 60 Minuten. Die Adhésion RN6390 gfp und
Newman gfp durch die Granulozytenpopulation unterschied sich hiervon insofern,
als das zwar auch innerhalb der ersten 15 Minuten eine Steigerung der Adhésion
beobachtet wurde, es aber nach diesen ersten 15 Minuten zu einer Stagnation der
Bindungskapazitat kam.

Die Adhésion von RN6390 gfp durch die Leukozytenpopulationen war nicht in
eine dieser zwei Gruppen einzuordnen. Die Lymphozyten banden bis zur 15 Minuten
eine steigende Anzahl von RN6390 gfp, danach fiel die Zahl der adhérierten S. aureus

unter den Ausgangswert von einer Minute. Die Monozyten und Granulozyten wiesen
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gegeniiber RN6390 gfp die gleiche Adhésionskinetik auf. Bis zur 15 Minute nahm
die Zahl der Zellen dieser beiden Leukozytenpopulationen die RN6390 gfp binden
zu. Zum Zeitpunkt 60 Minuten zeigte sich im Vergleich zum Wert nach 15 Minuten

eine Stagnation der Adhésionskapazitit.

4.5 Einfluss bakterieller Oberflachenproteine auf die
Adhasion

Um den Einfluss bakterieller Oberflichenproteine auf die Adhésion zu untersuchen,
wurde der S. aureus Stamm LS1 gfp vor der Inkubation mit Vollblut, mit Trypsin in-
kubiert. Trypsin spaltet die mit der Zellwand verankerten Proteine, die auch als Mi-
crobial Surface Components Recognizing Adhesiv Matriz Molecules (MSCRAMMs)
bezeichnet werden proteolytisch. Aufgrund der kurzen Inkubationszeit der Bakterien
mit Trypsin wurde eine Schédigung der Zellen vermieden und nur die extrazelluldren
Proteine wurden gespalten.

Wie aus Abbildung 4.12 deutlich zu erkennen ist, wurden nach einer und nach fiinf
Minuten Inkubation deutlich weniger oberflichenproteindefiziente S. aureus (LS1
gfp + Trypsin) durch die Lymphozyten gebunden, als dies durch die unbehandelten
S. aureus (LS1 gfp) moglich war. Ein identisches Bild zeigte sich auch bei der Analyse
der Monozyten und Granulozyten.

29 % der untersuchten Lymphozytenpopulation wurden nach einer Minute von
den oberflachenproteindefizienten S. aureus (LS1 gfp + Trypsin) gebunden. 39 %
der Lymphozyten banden zu diesem Zeitpunkt unbehandelte S. aureus (LS1 gfp).
Nach 15 Minuten stieg die Lymphozytenadhésionskapazitéit der oberflichenprotein-
defizienten S. aureus (LS1 gfp + Trypsin) im Vergleich der unbehandelten S. aureus
(LS1 gfp) an. 14 % der Lymphozytenpopulation banden zu diesem Zeitpunkt ober-
flichenproteindefiziente S. aureus des Stammes LS1 gfp, die unbehandelten Bakte-
rien dieses Stammes wurden von 8 % der Lymphozytenpopulation gebunden, siehe
Abbildung 4.12 (a).

81 % der Monozytenpopulation banden nach einer Minute S. aureus LS1 gfp, wo-
hingegen oberflichenproteindefiziente S. aureus LS1 gfp von 59 % der Monozyten
gebunden wurden. Zum Zeitpunkt 15 Minuten banden mehr Monozyten oberflachen-
proteindefiziente S. aureus (LS1 gfp 4+ Trypsin) als native S. aureus (LS1 gfp). Die
oberflachenproteindefiziente S. aureus (LS1 gfp + Trypsin) wurden von 62 % der

analysierten Monozytenpopulation gebunden, wohingegen 44 % der Monozyten die
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Abbildung 4.12: Adhésion von S. aureus LS1 gfp (OD 1,5) durch die Lymphozyten
(a), Monozyten (b) und Granulozyten (c) zu verschiedenen Zeit-
punkten unter dem Einfluss von Trypsin (5 Minuten). Unter dem
Einfluss von Trypsin zeigt sich eine Reduktion der frithen Adhésion.
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nicht zuvor mit Trypsin behandelten S. aureus (LS1 gfp) banden. Nach 60 Minu-
ten Inkubation wiesen die untersuchten Monozyten eine hohere Adhésion gegeniiber
den oberflichenproteindefizienten S. aureus (LS1 gfp + Trypsin) als gegeniiber den
nativen S. aureus (LS1 gfp) auf, siche Abbildung 4.12 (b).

Des Weiteren zeigte sich, dass es bei der Interaktion zwischen den Monozyten
und den nativen S. aureus (LS1 gfp) zu dem frithen Zeitpunkt der Inkubation (eine
Minute) zu einer hoheren Adhésion kam als zu den spéteren analysierten Zeitpunk-
ten der Inkubation. Diese Adhésionskinetik wiesen die oberflachenproteindefizienten
S. aureus (LS1 gfp + Trypsin) nicht auf. Innerhalb der untersuchten 60 Minuten
stieg die Zahl der Monozyten, die S. aureus (LS1 gfp + Trypsin) binden, leicht und

konstant an.

Bei der Adhésion von LS1 gfp an die Granulozyten zeigte sich nach einer Minute
Inkubation nur ein geringer Unterschied zwischen den zuvor mit Trypsin behandel-
teten S. aureus (LS1 gfp + Trypsin) und den nativen S. aureus (LS1 gfp). Nach 15
Minuten stieg die Adhésion der mit Trypsin behandelten S. aureus im Vergleich zu
den unbehandelten Bakterien an. Zu diesem Zeitpunkt banden 88 % der Granulozy-
tenpopulation LS1 gfp, 97 % der Granulozyten binden oberflichenproteindefiziente
S. aureus (LS1 gfp). Nach 60 Minuten Inkubation in Vollblut nahm die Adhésions-
kapazitit der Granulozyten sowohl gegeniiber den mit Trypsin vorinkubierten
S. aureus (92 %) als auch den nativen S. aureus vom Stamm LS1 gfp (79 %) leicht
ab, siche Abbildung 4.12 (c).

Zusammenfassend war ein Trend zur Reduktion der frithen Adhésionsfihigkeit der
Leukozyten durch die Lyse der bakteriellen Oberflichenproteine mit Trypsin festzu-
stellen. Die Abnahme der Adhésionsfiahigkeit zeigte sich vor allem bei der Adhésion
der Monozyten und Lymphozyten. Dies legt nahe, dass die frithe Adhésion von LS1
gfp an die Lymphozyten und Monozyten zu grofien Teilen durch die zellwandas-
soziierten Proteine bestimmt wird. Nach 15 Minuten Inkubation zeigte sich, dass
durch das Fehlen der zellwandgebundenen Adhésine die Bindung von LS1 gfp an
die Lymphozyten und Monozytenpopulation scheinbar begiinstigt zu werden scheint.
Dieser Effekt zeigte sich auch, jedoch in geringerer Auspragung bei den analysierten

Granulozyten.

Im Folgenden soll der Einfluss bakterieller Oberflichenproteine auf die Adhésion

weiterer S. aureus gfp Laborstdmme und klinischer Isolate untersucht werden.
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Abbildung 4.13: Vergleich der Adhésion von Newman gfp, Mockli gfp, RN6390
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gfp und RN4220 gfp (OD 1,5) durch Lymphozyten (a), Mono-
zyten (b) und Granulozyten (c) unter dem Einfluss von Tryp-
sin (5 Minuten) zu den Zeitpunkten 1, 15 und 60 Minuten. Bei

Mockli gfp und RN4220 gfp zeigt sich eine Abnahme der frithen
Adhésionskapazitét.



4.5 Einfluss bakterieller Oberflichenproteine auf die Adhésion

Newman. Beider Analyse des Bindungsverhaltens von Newman gfp durch die ver-
schiedenen Leukozytenpopulationen zeigte sich bei den Lymphozyten und Granulo-
zyten kein Einfluss durch das Fehlen von bakteriellen Oberflaenproteinen. Lediglich
bei der Monozytenpopulation zeigte sich bei der frithen Adhésion (1 Minute) eine

Zunahme der Bindungskapazitidt der oberflichenproteindefizienten S. aureus.

Méckli. Hier zeigte sich bei der Lymphozytenpopulation eine leichte Abnahme der
frithen Bindungskapazitét (1 Minute) von 15 % auf 12 %. Zu den weiteren untersuch-
ten Zeitpunkten blieb die Adhésion der Lymphozyten unbeeinflusst. Die Bindungs-
kapazitdt durch die Monozyten nahm durch den Trypsinverdau nach einer Minute
um 8 %- Punkte sowie nach 15 Minuten um 5 %- Punkte ab. Bei den Granulozy-
ten zeigte sich zu den spéteren Zeitpunkten (15, 60 Minuten) eine Steigerung der
Adhésionskapazitat um 19 %- Punkte.

RN6390. Bei der Analyse der Adhésion von RN6390 gfp zeigte sich, bis auf ein An-
steigen der Adhésionskapazitit von Lymphozyten und Monozyten gegeniiber ober-
flichenproteindefizienten S. aureus zum Zeitpunkt 15 Minuten kein weiterer Einfluss

des Trypsinverdaus.

Insgesamt ist festzustellen, dass das Adhéasionsverhalten der in dieser Arbeit un-
tersuchten S. aureus Stédmme durch den Trypsinverdau in unterschiedlicher Weise

beeinflusst wurde.

Bei dem Stamm Mockli gfp wirkte sich das Fehlen der Oberflachenproteine mit
einer leichten Abnahme der Adhésion durch die Lymphozyten und Monozyten zum
Zeitpunkt 1 Minute aus. Dieses Verhalten konnte auch schon bei der Analyse der
Adhésion von LS1 beobachtet werden. Ebenfalls konnte eine Reduktion der
Adhésionskapazitidt der Lymphozyten und Monozyten nach 15 Minuten bei Mockli
gfp beobachtet werden. Dieses Verhalten zeigte sich nicht bei der Analyse von
LS1 gfp. Eine Abnahme der Adhésionskapazitit bei oberflichenproteindefizienten
Bakterien konnte bei den Stdammen Newman und RN6390 nicht beobachtet wer-
den. Dies legt nahe, dass der Einfluss von Oberflichenproteinen auf die Adhésion

stammabhénig ist und insbesondere die frithe Bindung beeinflusst.
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4.6 Einfluss von eap

Als weiterer Einflussfaktor auf die Adhésion und die Internalisation verschiedener
S. aureus-Stédmme durch die WBC wurde der sezernierte Virulenzfaktor eap un-
tersucht. Um eine mogliche Beeinflussung der Adhésion durch eap zu untersuchen,
wurde eap zusammen mit dem humanen Vollblut und der jeweiligen S. aureus Sus-
pension inkubiert.

Nach 60 Minuten Inkubation in Vollblut wurde die spiate Adhé&sions- und Interna-
lisationsphase von Mockli gfp und RN4220 gfp durch eap nicht signifikant beeinflusst
(Abbildung 4.14).

Auch wurde kein Einfluss von eap auf die spidte Adhésions- und Internalisations-
phase der Lymphozyten und der Granulozyten gegeniiber RN6390 gfp gesehen, siehe
Abbildung 4.14 (a), (c). Nach 60 Minuten Inkubation in Vollblut war eine Abnah-
me der Adhésions-und Internalisationskapazitéit, von 61 % auf 54 % beziehungsweise
von 57 % auf 48 % gfp positive Monozyten, gegeniiber RN6390 gfp durch den Einsatz
von eap festzustellen, siche Abbildung 4.14 (b).

Die spite Adhésionsphase von Newman gfp an die Leukozytenpopulationen wur-
de nach 60 Minuten Inkubation in Vollblut nicht durch die Anwesenheit von eap
beeinflusst.

Auch die Internalisation von Newman gfp durch die Lymphozyten- und Granu-
lozytenpopulation blieb von eap unbeeinflusst. Hingegen sank die Zahl der von den
Monozyten internalisierten S. aureus Newman gfp nach der Zugabe von eap um
7 %-Punkte.

In der spaten Adhésionsphase von LS1 gfp an die Monozyten bewirkte der Einsatz
von eap einen Riickgang der S. aureus bindenden Monozyten von 63 % auf 54 %. Ein
Einfluss von eap auf die Bindung von LS1 gfp an die Lymphozyten- beziehungsweise
die Granulozytenpopulation zeigte sich nicht, siehe Abbildung 4.14 (a) und (c).

Auf die Internalisation von LS1 konnte kein Einfluss durch die Zugabe von eap
nachgewiesen werden. In der spéten Adhésionsphase wurde ein Trend zur Reduktion
der Adhésion von LS1 gfp durch die Lymphozyten deutlich (Abbildung 4.14 (a)).

Insgesamt konnte jedoch bei den hier durchgefiihrten Arbeiten kein einheitlicher

Einfluss von eap auf die Adhésion und Internalisation festgestellt werden.
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4.7 Adhasion von S. aureus in verschiedenen

Wachstumsphasen

Im Folgenden wurde der Einfluss verschiedener bakterieller Wachstumsphasen auf
die Adhésion von S. aureus gfp Stamme durch WBC untersucht. Hierzu wurde die
Adhésion von S. aureus gfp, der sich in der exponentiellen Wachstumsphase (log-
Phase) befindenden mit der Adhésion der sich in der postexponentiellen Wachs-
tumsphase (lag-Phase) befindenden S. aureus gfp verglichen.

In der exponentiellen Phase (4 Stunden Kultur) findet die Synthese der Ober-
flachenproteine statt. Auch hat zu diesem Zeitpunkt eine mogliche Kapselbildung,
die ebenfalls Einfluss auf die Adhésion der Bakterienpopulation hat, noch nicht
stattgefunden.

Die postexponentielle Phase (Ubernachtkultur), welche die Ubergangsphase zwi-
schen der exponentiellen und der stationdren Wachstumsphase darstellt, ist durch
die Bildung von Toxinen und Exotoxinen gekennzeichnet. Die Bakterienstamme, die
in der Lage zur Kapselbildung sind, verfiigen zu diesem Zeitpunkt iiber eine Kapsel.

Die Differenz zwischen der Adhésion der Lymphozyten und den jeweiligen sich
in der exponentiellen (4h-Kultur) und in der postexponentiellen Wachstumsphase
befindenden S. aureus gfp fiel gering aus. Von den in dieser Arbeit untersuchten
S. aureus gfp Stimmen wurden jeweils die sich in der Ubernachtkultur befindenden
S. aureus gfp in grofferem Ausmafl durch die Lymphozyten gebunden. Am deutlichs-
ten wurde die Differenz bei der Bindung von Newmann gfp an die Lymphozyten.
Annghernd 3 % der Lymphozytenpopulation banden die Ubernachtkultur, wohinge-
gen 1% der untersuchten Lymphozyten S. aureus gfp der 4-h Kultur banden (Abbil-
dung 4.15 (a)). Die geringste Differenz der Adhésionsfahigkeit zwischen den beiden
Wachstumsphasen wurde bei dem §. aureus-Stamm RN4220 gfp beobachtet.

Die Ubernachtkultur (postexponentielle Wachstumsphase) von RN4220 gfp wurde
von 24 % der Monozyten gebunden, wohingegen die entsprechende 4-h Kultur von
13 % der Monozytenpopulation gebunden wurde. Der deutlichste Unterschied zwi-
schen der Adhision der 4-h Kultur und der Ubernachtkultur war bei der Bindung
des S. aureus Stammes Newman an die Monozyten zu finden. Hier binden 43 % der
Monozyten die Ubernachtkultur (postexponentielle Phase), 13 % der Monozyten ha-
ben S. aureus, die sich in der exponentiellen Wachstumsphase (4-h Kultur) befinden,
gebunden, siche Abbildung 4.15 (b).

Auch die Granulozyten banden die sich in der postexponentiellen Wachstumspha-
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se (Ubernachtkultur) befindenden Bakterien des jeweiligen S. aureus gfp Stammes
in hoherem Ausmaf als die jeweiligen sich in der exponentiellen Wachstumsphase
befindenden S. aureus gfp Stdmme. Dies galt fiir alle in dieser Arbeit untersuch-
ten S. aureus Stamme, wobei die Differenz zwischen dem Ausmafl der Adhésion der
Ubernachtkultur und der 4h- Kultur bei RN4220 gfp am groBten war. 81 % der unter-
suchten Granulozytenpopulation haben die Ubernachtkultur von RN4220 gfp gebun-
den, 31 % der Granulozyten banden an die 4h Kultur. Die jeweilige Ubernachtkultur
der S. aureus Stimme Newman und LS1 wurden von 90 % der Granulozytenpopu-
lation gebunden, 60 % der Granulozyten banden die entsprechende 4h Kultur. (Ab-
bildung 4.15 (c)).

Insgesamt war kein adhésionshemmender Einfluss einer méglichen Kapselexpres-
sion bei dem in vorliegender Arbeit untersuchten S. aureus Stdmme in der postex-
ponentiellen Wachstumsphase festzustellen. Bei der Adhésion von S. aureus an die
Lymphozyten war der Einfluss der Wachstumsphase zu vernachléssigen. Auch war
kein Einfluss der Wachstumsphase auf die Adhésion von LS1 gfp an die Monozyten-
population sichtbar. In allen weiteren Féllen wurden die sich in der postexponenti-
ellen Wachstumsphase befindenden S. aureus in hoherem Umfang an die jeweiligen
Leukozytenpopulationen gebunden. Daher wurde der Einfluss der Wachstumspha-
sen sowie eine mogliche Kapselexpression auf die Adhésion der WBC als eher gering

eingeschétzt.
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Die Pathogenese einer S. aureus Infektion wird durch die Interaktion der Bakterien
mit den jeweiligen Wirtszellen beeinflusst. Auf der einen Seite stellt S. aureus ein
Pathogen dar, welches in der Lage ist, eine Immunantwort des jeweiligen Wirts-
mechanismus hervorzurufen. Auf der anderen Seite kann S. aureus in die jeweiligen
Wirtszellen eindringen, intrazellulédr iiberleben und sich damit der Immunantwort
des Wirtes entziehen und chronische Infektionen hervorrufen (Kubica et al. 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein in vitro Vollblutassay zur quantitativen
durchflusszytometrischen Analyse der Adhésion und Internalisation von S. aureus
durch professionelle und nicht-professionelle Phagozyten entwickelt. Das Assay er-
laubt die Analyse von Adhésion und Internalisation in derselben Probe. Bisherige
Arbeiten, in welchen Vollblutassays zur Anwendung kamen, fokussieren sich auf die
Untersuchung der Phagozytose durch neutrophile Granulozyten, wie etwa (White-
Owen et al. 1992) oder (Martin & Bhakdi 1992). Eine Differenzierung in Granulo-
zyten, Monozyten und Lymphozyten bei gleichzeitiger Analyse der Adhésion und
Internalisation von S. aureus erfolgte nach bester Kenntnis des Autors bisher noch
nicht. Weiterhin konnte durch die Verwendung monoklonaler Antikorper eine Dif-
ferenzierung der Leukozyten in ihre Subpopulationen erreicht werden (CD14: Mo-
nozyten Marker, CD3: T-Zell Marker, CD 19: B-Zell Marker, CD 4: T-Helferzell
Marker, CD8: T-Killerzell Marker).

Durch die Koinkubation von vitalen S. aureus Stammen mit Vollblut entfiel die
Leukozytenseperation und die Kostimulation und es ergibt sich die M6glichkeit, die-
se in ihrem nativen Umfeld zu untersuchen. Eine Modifikation der Zellmorphologie
und -funktionalitét, wie sie etwa bei einer Dichtegradientenzentrifugation moglich
ist, konnte damit vermieden werden (White-Owen et al. 1992). Ebenso wird durch
den Entfall der Isolierungsschritte eine Degranulation der intrazelluldren Granula
und eine damit verbundene erhohte Expression von Komplement-Rezeptoren mini-
miert. Bei einer Kostimulation mit Opsoninen kann es durch eine notwendige Zuga-

be von Serum oder Plasma zu einem Ubermafl an Opsoninen kommen, was zu einer

59



5 Diskussion

Storung der Bindungskapazitét fithrt (Nuutila & Lilius 2005). Bei dem in dieser Ar-
beit durchgefiihrten Assay dient das Plasma als natiirliches Opsonin. Zusammenfas-
send ist daher anzunehmen, dass das vorliegende Verfahren die pathophysiologische

Situation exakter widerspiegelt als bisherige Vollblutassays.

Lysostaphin wurde bereits in mehreren Arbeiten zu Differenzierung von plankto-
nischen und internalisierten Zellen verwendet (DeLoid et al. 2009). Es hat sich in
niedriger Konzentration und kurzer Anwendungsdauer als nicht-toxisch fiir phago-
zytische Zellen erwiesen und kann nicht in diese eindringen. Es kommt jedoch zu
einem vollstdndigen Fluoreszenzverlust der extrazelluldren S. aureus . Bereits nach
5 Minuten Inkubation mit Lysostaphin (20ug/ml) sinkt die Zahl der gfp-positiven
Zellen auf 26% . Der Lysostaphinverdau von mit fluorochrom behandelten Zellen
ist jedoch nur moglich, wenn diese vital sind, da es sonst zu einer Freisetzung des
Farbstoffes kommt. Damit stellte Lysostaphin die Basis zur in vitro Analyse der

Adhésion und Internalisation in dem in dieser Arbeit entwickelten Assay dar.

Als Fluorochrom wurde in dieser Arbeit ein gfp-tragendes (gfp=griin fluoreszie-
rendes Protein) Expressionsplasmid zur Transfektion verwendet. Der Vorteil von gfp
gegeniiber anderen Fluorchromen besteht in seiner Stabilitdt und seiner geringen To-
xizitdt (Aymanns et al. 2011). Des Weiteren kann gfp auch in anderen Organismen
zur Transfektion gebracht werden. Ein weiteres Fluorochrom, welches haufig Ver-
wendung zum Labeln verschiedener Organismen findet ist Flurescein Isothiocyanat
(FITC). Der Nachteil von FITC besteht jedoch darin, dass die Fluoreszenzintensitét
der mit FITC gelabelten Bakterien sensitiv auf Anderungen des intrazelluldren ph-
Werts reagiert. Bei zunehmender Phagozytose kommt es zu einer “ Anséduerung® des
intraphagolysosomalen Milieus, was zu einer Reduktion der Fluoreszenzintensitit

der internalisierten Organismen fithrt (Lehmann et al. 2000).

Es werden nur geringe Probevolumina (250 pl Vollblut) benétigt, wodurch auch
die Moglichkeit gegeben ist, in spéateren Versuchsanordnungen sogar Proben von

péadiatrischen Patienten zu untersuchen.

Durch Verwendung einer kommerziell erhéltlichen Lyse Losung (FACS Lysing so-
lution BD) konnte eine gute Standardisierung gewihrleistet werden. Es kommt es
zum schnellen Abstoppen der phagozytischen Aktivitdt durch Fixation der Leuko-
zyten sowie zum Abstoppen der Protein Expression bei gleichzeitiger Inaktivierung
der Infektiositdat der Proben.

Hervorzuheben sind aus unserer Sicht vor allem die Differenzierung zwischen

stammspezifischen Unterschieden in den Adhésions- und Internalisationskapazitéiten
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als auch die Beobachtung von Adhésion und Internalisation von S. aureus durch
CD19-positive B-Zellen.

5.1 Kinetik der Adhasion und Internalisation in

Leukozyten

Zunichst wurde exemplarisch die Adhésion und Internalisation von RN4220 gfp
durch die Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten zu verschiedenen Zeitpunk-
ten untersucht, um den jeweiligen Zeitpunkt der maximalen Adhé&sions-kapazitét
bzw. Internalisationskapazitit zu ermitteln. Die jeweiligen Leukozytenpopulationen
wurden anhand ihrer Gréfie und Granularitét differenziert (Gating).

Hierbei zeigte sich, dass nach 5 Minuten Inkubationszeit die Adhésionskapazitéit
aller Leukozytenpopulationen ihren jeweils maximalen Wert erreicht hat. Entspre-
chend  ihrer  Spezialisierung  erreichen  die  Populationen  maximale
Adhésionskapazititen von ca. 16% bei den Lymphozyten, ca. 80% bei den Mo-
nozyten und ca. 100% bei den Granulozyten.

Im Gegensatz hierzu unterscheiden sich die Populationen signifikant im Saturie-
rungszeitpunkt der Internalisation. Bei den Monozyten ist die Internalisation in-
nerhalb von 5 Minuten abgeschlossen. Es zeigte sich eine kontinuierliche Zunahme
der internalisierenden Granulozyten von 80% nach 5 Minuten und auf 98% nach 60
Minuten, womit nahezu alle Granulozyten RN4220 gfp binden und internalisieren.

Das Phéanomen der Internalisierung ist insbesondere fiir die Leukozyten seit lan-
gem bekannt. Ausgehend von einer normalen Verteilung der Zellpopulation von 65%
Granoluzyten, 10% Monozyten und 25% Lymphozyten deckt sich das beobachte-
te Verhalten sehr exakt mit der Aussage in (Martin & Bhakdi 1992), dass nach
60 Minuten Inkubationszeit etwa 75% der Leukozyten phagozytieren. Jedoch wur-
den zum damaligen Zeitpunkt keine weiteren Differenzierungen in Subpopulationen
durchgefiihrt. Interessanterweise konnte auch eine Internalisation bei ca. 1,2% der
Lymphozyten nach 60 Minuten beobachtet werden. Dieser Effekt wurde nach bes-
ter Kenntnis der Autorin bisher noch nicht beschrieben und wird im Nachfolgenden
detaillierter besprochen.

Zusammenfassend haben unsere Untersuchungen zur Kinetik ergeben, dass die
maximale Internalisationskapazitét aller drei Populationen nach 60 Minuten Inkuba-

tionszeit erreicht ist. Dieses Resultat definiert den zeitlichen Rahmen unseres Assays.
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5.2 Adhasion und Internalisation in

Leukozytensubpopulationen

Um die beobachtete Internalisation durch Lymphozyten detaillierter untersuchen zu
konnen, wurde eine Spezifizierung der Adhésion und Internalisation der Lymphozy-
tensubpopulationen durch die Verwendung von fluoreszenzmarkierten, monoklona-
len Antikorper gegen Antigene der Lymphozytensubpopulation durchgefiihrt.

Fiir die Subpopulation der CD19 positiven B-Zellen konnten Adhé#sion und In-
ternalisation nachgewiesen werden, wohingegen keine Adhésion und Internalisation
in signifikantem Ausmafl durch CD3 positive T-Zellen bzw. durch CD 4 positive
T-Helferzellen und CD8 positive T-Killerzellen beobachtet werden konnte .

Diese Beobachtung untermauert die Funktion der B-Zellen, da diese als antigen-
priasentierende Zellen beschrieben sind. Durch den Nachweis von Adhésion und Inter-
nalisation ausschliellich in B-Zellen scheiden weitere Lymphozytensubpopulationen
als natiirliches Reservoir fiir S. aureus aus.

In analoger Weise wurde die Bedeutung der CD14 positiven Monozytenpopulation
ermittelt. Hierbei zeigte sich neben CD14 positiven Monozyten eine weitere Popula-
tion welche nicht durch CD14 Antikérper markiert werden konnte, jedoch S. aureus
adherierte und internalisierte. Hierzu wurden keine weiterfithrenden Untersuchun-
gen hinsichtlich einer Identifizierung unternommen, jedoch liegt die Vermutung nahe,
dass es sich hierbei um eine Subpopulation von dentritischen Zellen handelt (Nestle,
et al. 1993).

5.3 Adhasion und Internalisation verschiedener

Stamme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere S. aureus Laborstdmme sowie klinische
Isolate hinsichtlich ihrer phénotypischen Charakterisierung, insbesondere hinsicht-
lich ihrer Virulenzeigenschaften, untersucht. Hierbei konnte zwischen Stédmmen mit
einer gesteigerten Adhésion und Internalisation (LS1, RN4220) sowie mit Stdmmen
mit einer im Vergleich hierzu geringeren Adhésions- und Internalisationskapazitét
(Newman, Mockli) unterschieden werden. Dass unterschiedliche S. aureus Stamme
in Threr Internalisationskapazitéit variieren konnte in der Vergangenheit bereits fiir

Osteoblasten, also nicht-professionelle Phagozyten gezeigt werden, siehe (Nair et al.
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2003). Nach aktuellem Kenntnisstand wurden bisher noch keine stammspezifischen
Untersuchungen der Adhésions- und Internalisationskapazitdten von Leukozyten-
subpopulationen durchgefiihrt.

Es konnten signifikante Unterschiede hinsichtlich der Adhé#sions- und Internali-
sationskapazitdt bei Lymphozyten und Monozyten beobachtet werden. Aufgrund
der hohen phagozytischen Aktivitéit entfiel die Unterscheidung der Adhésions- und
Internalisationskapazitdten der Granulozyten iiber die betrachteten Stdmme hin-
weg weniger ausgepragt, unterstiitzt aber dennoch den Trend zur Differenzierung
zwischen S. aureus Stédmmen mit geringer und gesteigerter Adhésions- und Interna-
lisationskapazitat.

Die beobachteten spezifischen Adhésions- und Internalisationsprofile machen
deutlich, dass sich bestimmte Bakterienstamme der zellularen Immunantwort besser
entziehen konnen als andere. Grundlage hierfiir bilden stammspezifische Mutatio-
nen und damit einhergehende Virulenzstrategien, die im folgenden fiir die in der
Arbeit betrachteten Stdmme dargestellt werden. Es ist davon auszugehen, dass die
stammspezifischen Unterschiede auch bei S. aureus -Isolaten aus klinischen Unter-

suchungsmaterialien zu reproduzieren sind.

Newman. Bei dem S. aureus Stamm Newman handelt es sich um ein klinisches
Isolat, welches fiir seine ausgepragten Virulenzeigenschaften bekannt ist und bereits
ausgiebig hinsichtlich seiner molekularen Charakteristik analysiert ist (Baba, et al.
2008). Der S. aureus Stamm Newman konnte nur in einem vergleichsweise geringem
Ausmafl gebunden und internalisiert werden.

Bekanntermaflen reagiert S. aureus auf Stress und Umweltverdnderungen durch
die Aktivierung globaler Regulatoren. Der Stamm Newman ist bzgl. des Zweikompo-
nentengenregulatorsystems SaeR/S (S. aureus exoprotein expression) ein spezieller
Stamm (Schéfer et al. 2009). SaeS/R bestimmt die Aktivierung einer ganzen Zahl
von Klasse I Sae Zielgenen (coa, fnbA, eap, sib, efb, fib, sae). Durch eine Punkt-
mutation in SaeR/S kommt es bei Newman zu einer Hyperaktivierung des SaeR/S-
Systems und die hierdurch entstehenden Besonderheiten in der Gen Expression der
Virulenzfaktoren sind ein moglicher Grund fiir die relativ ausgeprigte Virulenz des
Stammes Newman (Mainiero, et al. 2010).

(Voyich, et al. 2009) untersuchte den Einfluss des Sae R/S Gen Regulatorsystems
auf die angeborene Immunabwehr. Hierzu verwendete er eine isogenetische Muta-
tionsmutante des Sae R/S Regulatorsystems in MW2 (USA 400). Hierbei konnte
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gezeigt werden, dass es zu einer Aktivierung des Sae R/S Systems durch die In-
teraktion mit neutrophilen Granulozyten kommt. Das intrazellulire Uberleben von
MW?2 war signifikant besser als das der jeweiligen Mutationsmutante. Jedoch konn-
ten Voyich et al. keinen statistischen Unterschied in der Aufnahme von MW2 und
der jeweiligen Mutationsmutante nachweisen.

Weiterhin ist von Newman bekannt, dass er fnbp-unabhéngig internalisiert wird,
da es aufgrund einer Punktmutation zum Verlust des LPXTG Motivs im Fibronectin
Binde Protein kommt und fnbp nicht kovalent mit der Zellwand verbunden werden
kann (Schéfer et al. 2009),(Fraunholz & Sinha 2012). Ferner ist bekannt, dass Ne-
wman in einem hohen Ausmafl eap exprimiert und moglicherweise so versucht den
Mangel an fnbp zu kompensieren. Eine eap-abhéngige Internalisation konnte in der
Vergangenheit fiir Epithelzellen und Fibroblasten nachgewiesen werden. In (Kneidl,
et al. 2014) konnte auferdem nachgewiesen werden, dass fnbp einen Aktivator der
Immunantwort durch Monozyten darstellt. Moglicherweise wird die Immunantwort
durch das fehlerhafte fnbp unterdriickt.

Insgesamt legen diese Ergebnisse nahe, dass die Fahigkeit eines Stammes schnell
auf die Anwesenheit von PMN’s zu reagieren eine entscheidende Virulenzstrategie
sein kann und durch die Aktivierung von Sae realisiert wird. Die in Newman vor-
handene Hyperaktivierung von Sae erklért somit wohlmoglich die relativ erhohte
Virulenz des Stammes welche sich, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden

konnte, auch durch die Fahigkeit sich der Immunantwort zu entziehen widerspiegelt.

Méockli. Von den vier in dieser Arbeit untersuchten S. aureus Stédmmen wies Mockli
die geringste Adhé#sions- und Internalisationskapazitéit auf. Hinsichtlich moglicher
Virulenzeigenschaften, die dieses Verhalten erkéren, sind in der Literatur bisher
keine Nachweise zu finden. Jedoch liegt die Vermutung nahe, dass es wie bei den
anderen in dieser untersuchten Arbeit mehrere stammspezifischen Mutationen sind,
die zu der niedrigen Adhéasions- und Internalisationskapazitit fiihren und es Mockli

so erlauben sich der Immunantwort zu entziehen.

LS1. Bei LS1 handelt es sich um ein klinisches Isolat, welches weiterhin viele
Wildtyp-Eigenschaften besitzt. Die S. aureus Stamme LS1 und RN4220 zeigen eine
anndhernd gleiche Adhésions- und Internalisationskapazitét, welche die von Newman
und Mockli deutlich iibertrifft. Dies legt nahe, dass sich diese beiden Stamme im Ver-

gleich zu Newman und Mockli der Immunantwort weniger gut entziehen kénnen und

64



5.3 Adhaésion und Internalisation verschiedener Stamme

eine geringere Virulenz aufweisen.

Ahmed et al. (Ahmed, et al. 2001) verglichen die Adhésion und Internalisation
von LS1 durch Osteoblasten mit der einer entsprechenden isogenetischen Mutante
von fnbpA und fnbpB. Hierbei zeigte sich eine 10-fache Reduktion der gebunde-
nen Bakterien. Eine Internalisation konnte nicht beobachtet werden. Jedoch wurde
LS1, der niedrigere Level von fnbp produziert zu grofleren Anteilen internalisiert als
Stamm 8325-4, so dass daraus geschlussfolgert werden kann, dass fnbP nicht alleinig
fiir das Ausmafl der Adhésions-und Internalisationskapazitit verantwortlich ist. Dies
unterstiitzt die in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen beziiglich der Adhésions-
und Internalisationskapazitit von Newman, die zwar geringer ist als die von LSI,
jedoch trotz Verlust des LPXTG Motivs trotzdem vorhanden ist. Ferner konnte in
der Vergangenheit bereits gezeigt werden, dass fnbpA und fnbpB fiir die Internalisa-
tion in Epithel- und Endothelzellen notwendig sind. Hieraus wird deutlich, dass die
Adhésions-und Internaliationskapazitét eines jeweiligen Stammes von einer Vielzahl

von Faktoren abhéngig ist.

RN4220. Mit RN4220 wurde ein klassischer Laborstamm, der bereits Virulenzei-
genschaften verloren hat, untersucht. RN4220 wurde von den jeweiligen Leukozyten-
populationen in &hnlichem Ausmafl gebunden und internalisiert wie LS1. Signifikante
Unterschiede konnten zwischen den beiden Stdmmen nicht beobachtet werden. Bei
RN4220 handelt es sich um einen Laborstamm, der origindr von NCT C 8325-4 ab-
stammt. Von RN4220 ist bekannt, dass er mehrere Mutationen enthélt, welche unter
anderem auch Virulenzgene beeinflussen. Nair et al. (Nair et al. 2011) fiithrten eine
vollsténdige Genomsequenzierung von RN4220 durch. Hierbei konnten 121 Mutatio-
nen gefunden werden. Diese kénnen unterteilt werden in solche, die das Uberleben
und die Fitness beeinflussen und solche die Einfluss auf die Virulenz nehmen. Un-
ter anderem besitzt RN4220 eine Mutation in clfA (clumping factor). CIfA ist ein
Oberflachenprotein, dass zur MSCRAMM-Familie gehort, bindet an die y-Kette
von Fibrinogen und vermittelt die Bindung an Fibrinogen-tragende Oberfléchen.
Des Weiteren triagt er zum Schutz gegen die Phagocytose durch neutrophile Gra-
nulozyten bei. Durch die Mutation kommt es zum Ersatz einer polaren, hydrophi-
len Aminoséaure durch eine nichtpolare, hydrophobe Aminosiaure. Dies unterbricht
die Proteinfaltung und reduziert die Affinitét zu Fibrinogen. Des Weiteren weist
RN4220 eine Mutation in agrA auf, was in einer verspéiteten Aktivierung von agr

und zu einem Fehler in der Synthese von §- und a-Hamolysinen fiithrt. Weiterhin
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ist eine Deletion von cvfB (encoding conserved virulence factor B) bekannt, was zu
einer verringerten agr Expression sowie zu einer Reduktion der HLA Expression, der
Protease Expression sowie der Virulenz fiihrt. Ebenfalls ist von RN4220 bekannt,
dass er iiber eine Deletion in rsbU, ein Gen im oB Operon, verfiigt was zu einer
Defizienz in der 0B Expression fithrt. Nair et al zeigten, dass die Expression von
fnbA und clfA von ¢B abhéngig ist sowie dass die Kapazitdt mit der S. aureus an
Fibronectin bindet mit der Aktivitat von oB korreliert (Nair et al. 2003).

Diese bei RN4220 vorhandenen Mutationen beeinflussen unter anderem die Viru-
lenz und die Féhigkeit sich vor der Phagocytose durch Granulozyten zu schiitzten.
Sie erkldren qualitativ, wieso sich RN4220 der Immunantwort schlechter entziehen
kann als die anderen in dieser Arbeit betrachteten Stdimme Newman und Mockli.
Dies deckt sich mit den gemachten Beobachtungen.

Zusammenfassend konnten im Zuge dieser Arbeit stammabhéingige Unterschiede
in der Adhésion und Internalisation von S.aureus durch die jeweiligen Leukozy-
tenpopulationen nachgewiesen werden. Es kann zwischen Stdmmen mit einer hohen
(LS1 und RN4220) und Stdmmen mit einer geringeren Adhésions- und Internali-
sationnskapazitit (Newman und Mockli) unterschieden werden. Hierbei kann die
Schlussfolgerung gezogen werden, dass es S. aureus Stamme gibt welche sich der
Immunantwort besser entziehen kénnen und auf diese Weise zu chronischen und
moglicherweise auch zu rezidivierenden Infektionen fithren kénnen. Hierbei ist nicht
ein einzelner Virulenzfaktor verantwortlich, sondern vielmehr nehmen eine Vielzahl
unterschiedlicher Faktoren Einfluss.

Ferner konnte gezeigt werden, dass die Adhésion und Internalisation der in dieser
Arbeit untersuchten Stdmme miteinander korreliert, wobei die Korrelation der Gra-
nulozyten bei Mockli am geringsten war. Somit wird Mdéckli zwar gebunden, kann
sich jedoch der Internalisation durch die Granulozyten entziehen.

Ebenfalls konnte auch eine Korrelation zwischen der Adhésion und Internalisa-
tion der Lymphozyten gezeigt werden, was bedeutet, dass diese, wenn auch in nur
geringen Umfang, neben den professionellen Phagozyten wie Granulozyten und Ma-

krophagen ebenfalls in der Lage sind S. aureus zu binden und zu internalisieren.

5.4 Zeitkinetik der Adhasion und Internalisation

Die Adhésion und Internalisation von LS1 gfp wurde zu verschiedenen Zeitpunk-
ten (1, 5, 15, 30 und 60 Minuten) untersucht. Hierbei zeigte sich, dass es sowohl
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im Fall der Adhésion durch die Lymphozyten sowie auch bei der Bindung die Mo-
nozyten zunichst zu einer relativ hohen, moglicherweise unspezifischen Bindung
kommt, welche im weiteren zeitlichen Verlauf abnimmt. Vergleichend hierzu wurde
die Adhésion und Internalisation der S. aureus Stimme Newman und RN6390 zu
den Zeitpunkten 1, 15 und 60 Minuten untersucht. Hierbei zeigte sich bei Stamm
Newman ein dhnliches Verhalten der Lymphozyten und Monozyten in der Adhésion,
wobei die Differenz zwischen den jeweiligen Zeitpunkten gering ausfiel. Bei RN6390
zeigte sich eine Adhésionszunahme der Monozyten innerhalb der ersten 15 Minuten;

zum Zeitpunkt 60 Minuten zeigte sich keine Adhésionsteigerung.

5.5 Einfluss bakterieller Oberflachenproteine auf die
Adhasion

Um den Einfluss bakterieller Oberflichenproteine auf die Adhésion untersuchen zu
kénnen, wurden die Bakteriensuspensionen vor der Inkubation mit Vollblut mit
Trypsin vorbehandelt. Trypsin spaltet die MSCRAMM'’s proteolytisch. Es handelt
sich hierbei um eine Endopeptidase welche proteolytisch auf die Oberflichenproteine
wirkt. Aufgrund der kurzen Inkubationszeit werden ausschliellich die mit der Zell-
wand verankerten Proteine gespalten und eine Schidigung der eigentlichen Zell-
wand wird vermieden. Zu den MSCRAMM'’s gehoren unter anderem die Ober-
flichenproteine Protein A und der CIfA. Von Protein A ist ein antiphagozytischer
Effekt bekannt. Protein A-defiziente S. aureus Mutanten werden effizienter durch
neutrophile Granulozyten phagozytiert. Die Doménen von Protein A binden an die
Fc Region von IgG. Die Konsequenz hieraus ist, dass die Oberfliche der Zelle mit
IgG Molekiilen ummantelt wird, die in der falschen Orientierung vorliegen um durch
die neutrophilen Fc-Rezeptoren wahrgenommen zu werden. Ferner wird vermutet,
dass CIfA ebenfalls antiphagozytotische Effekte beziiglich neutrophiler Granulozy-
ten und Makrophagen hat, welche zumindest teilweise mit Fibrinogen zusammen
héngen (Foster 2005).

Interessanterweise zeigte sich in der vorliegenden Arbeit eine Reduktion der frithen
Adhésionskapazitét (innerhalb der ersten fiinf Minuten) aller drei untersuchten Leu-
kozytenpopulationen. Moglicherweise kommt es aufgrund Trypsinierung von
S. aureus in den ersten Minuten zu einer Verzogerung der Immunantwort. Zu den
spiteren Zeitpunkten zeigten sich jedoch nur geringe, nicht signifikante Anderungen

in der Adhésionskapazitit wobei es zu einer Zunahme der Adhésion kam, was
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durch antiphagozytotische Effekte von Oberflachenproteinen erkliart werden kann.
Zunichst wurde die Untersuchung exemplarisch fiir LS1 gfp durchgefithrt. Durch
die Untersuchung weiterer S. aureus Stdmme konnte das Resultat durch Mockli gfp
bestédtigt werden. Auch hier war ein Trend zur Reduktion der frithen
Adhésionskapazitédt festzustellen, wobei sich die Abnahme vor allem bei den Lym-

phozyten und Monozyten zeigt.

Neben dem Einfluss von MSCRAMM'’s auf die Adhésionskapazitiat wurde auch
der Einfluss von l6slichen Adhésinen (SERAM’s) untersucht. Exemplarisch wurde in
dieser Arbeit der Einfluss von eap auf die Adhésions- und Internalisationskapazitéit
untersucht, da bekannt ist, dass eap neben der Adhésion auch die Internalisation von
eukaryonten Zellen beziehungsweise von nicht-professionellen Phagozyten beeinflusst
(Dziewanowska et al. 1999), (Peacock et al. 1999), (Sinha et al. 1999), (Harraghy
et al. 2003).

Von eap ist ferner bekannt, dass es scheinbar in allen Stdmmen vorhanden ist,
wobei stammspezifische Unterschiede hinsichtlich der Quantitat der eap-Produktion
bestehen (Harraghy et al. 2003). Der ebenfalls hier verwendete S.aureus Stamm
Newman produziert sehr hohe Mengen eap (Joost, et al. 2009). Ferner ist bekannt,
dass eap die Fahigkeit hat an die Oberfliche von S. aureus zuriick zubinden. Ex-
tern zugefiihrtes eap kann sowohl an die auf der Bakterienoberfliche lokalisierten
eap-Komponenten sowie auch an andere sich auf der Oberfliche befindlichen Kom-
ponenten binden (Hussain et al. 2002). Grundsétzlich gilt eap als inhibierender Fak-
tor beziiglich der zelluldren Immunitdt. Hangar et al. (Haggar, et al. 2005) konnten
einen dosisabhénigen Einfluss von eap auf die PBMC’s zeigen. In niedrigen Kon-
zentrationen hatte eap einen stimulierenden Effekt auf die PBMC’s (0-9 ug/ml)
wéhrenddessen bei hoheren eap Konzentrationen inhibitorische Effekte beobachtet
werden konnten. Hieraus wird der Schluss gezogen, dass eap in den Anfiéngen einer
Infektion, welche durch eine geringere Bakteriendichte charakterisiert ist, in stimulie-
renden Konzentrationen vorliegt, was letztendlich zu einer ”bakteriellen Sduberung”
fithrt. Zu den spéteren Zeitpunkten der Infektion (wenn die Bakteriendichte hoch ist)
liegt eap dann in hoheren, inhibitorischen Konzentrationen vor und unterstiitzt die
Apoptose und Nekrose von PBMC’s und treibt somit die Chronifizierung der Infekti-
on voran. Weitere Daten iiber eine mégliche Beeinflussung der Leukozytenadhésion-
und Internalisation durch die externe Zugabe von eap lagen zum Zeitpunkt der

Untersuchung keine Publikationen vor.

Im Rahmen der hier durchgefiihrten Arbeiten wurde externes eap der Endkonzen-
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tration 10 pg/ml zugefiigt. Es wurde der Einfluss auf die Adhésion und Internalisa-
tion der S. aureus Stdmme Newman, Mockli, LS1, RN4220 und RN6390 untersucht.
Hierbei zeigte sich sowohl bei der Analyse der Adhésion als auch der Internalisation
keine signifikante Beeinflussung der Adhésions- sowie auch der Internalisationska-
pazitit durch extern zugefiihrtes eap. Dies mag moglicherweise an der gewéhlten
Konzentration von 10 pg/ml liegen sowie an einer verhéltnisméafiigen geringen Inku-

bationszeit legt man die Arbeit von Haggar et al. zu Grunde.

Im weiteren wurde der mogliche Einfluss der jeweiligen Wachstumsphase auf die
Adhésion verschiedener S. aureus Stamme untersucht. Hierzu wurde die Adhésion
der sich in der exponentiellen Wachstumsphase (log-Phase, 4-Stunden Kultur) mit
der Adhision der sich in der postexponentiellen Wachstumsphase (lag-Phase, Uber-

nachtkultur) befindenden S.aureus verglichen.

In der exponentiellen Wachstumsphase (4-Stunden Kultur) findet die Synthese
der Oberflichenproteine statt. Die postexponentielle Wachstumsphase (Ubernacht—
kultur), welche die Ubergangsphase zwischen exponentieller und stationérer Wachs-
tumsphase darstellt, ist durch die Bildung von Toxinen und Exotoxinen gekenn-
zeichnet. Die Bakterienstimme die in der Lage zur Kapselbildung sind verfiigen
zu diesem Zeitpunkt iiber eine Kapsel, da die stiarkste Kapselproduktion wihrend
dieser Wachstumsphase stattfindet. Durch die Kapselproduktion kommt es zu einer
Zunahme der Virulenz, da die Kapsel die Interaktion zwischen C3b oder den Im-
munglobulinen und den jeweiligen Rezeptoren fiir diese Molekiile unterbindet und
somit die Phagocytose negativ beeinflusst (O’Riordan & Lee 2004). Mittlerweile
kann zwischen 11 verschiedenen Kapseltypen differenziert werden. Die Serotypen 1
und 2 (hierzu gehoren die Stamme M und Smith diffuse), welche stark bekapselt sind
produzieren mukoide Kolonien. Die restlichen Serotypen produzieren nonmukoide
Stémme. Uber 90% der klinischen Isolate sind bekapselt, wobei 80% die Kapselse-
rotypen 5 oder 8 produzieren (O’Riordan & Lee 2004), (Wamel, et al. 2002). In den
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Stammen konnte keine gesteigerte Virulenz
im Sinne einer verminderten Adhérenz im Vergleich zwischen der sich in der postex-
ponentiellen und in der exponentiellen Wachstumsphase befindenden S. aureus fest-
gestellt werden. Vielmehr zeigte sich bei allen im Rahen dieser Arbeit untersuchten
Stimmen eine gesteigerte Adhision der jeweiligen Ubernachtkultur (postexponenti-
elle Wachstumsphase). Dies kann moglicherweise dem verwendeten Fliissigmedium
(BHI), welches zur Herstellung der jeweiligen Kultur verwendet worden ist geschul-

det sein, da die bakteriellen Wachstumsbedingungen, wie unter anderem auch das
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jeweiligen Medium, die Kapselproduktion beeinflussen kénnen. Ferner konnte ei-
ne grofe Variabilitidt in der Menge der Kapselproduktion durch die individuellen
Bakterien nachgewiesen werden (O’Riordan & Lee 2004). Ferner kann eine weitere
Erklarung fiir die verringerte Adhésion der 4 Stunden Kultur von S. aureus RN4220
ist moglicherweise das Vorliegen einer uncharakterisierten Mutation, die in einem
fehlerhaften CP5 Phéanotyp resultiert (Wann, et al. 1999).

Zusétzlich hierzu verfiigt RN4220 iiber einen partiellen agr Defekt. Van Wamel et
al. konnten nachweisen, dass sowohl eine Kapselproduktion von CAP 5 im Wildtyp
sowie in der agr Mutante stattfindet, jedoch zeigte sich eine Reduktion der Cap 5
Produktion in der agr Mutante sowie in der agr/sarA Doppelmutante. Diese Ergeb-
nisse konnten von O’Riordan insofern bestétigt werden, als dass die Mutation im agr
Locus zu einer verminderten CP 5 Produktion und konsekutiv zu einer steigenden
Adhérenz von S.aureus an Endothelzellen fiihrt. Diese Daten konnten im Rahmen

dieser Arbeit nicht bestétigt werden.

5.6 Ausblick und Limitationen

Zusammenfassend konnte ein gut standardisierter, reproduzierbarer und robuster
Funktionstest entwickelt werden, mit dem es moglich ist, stammspezifische Unter-
schiede bzgl. der Adhésions- und Internalisationskapazitit und den Einfluss 16slicher

Substanzen wie eap zu untersuchen.

Eine mogliche Limitation des Tests ist durch sein Design als phénotypischer Voll-
bluttest gegeben, da Blut unterschiedlicher Probanten untersucht wird und es zu

entsprechenden statistischen Streuungen kommen kann.

Ferner konnte mit Hilfe dieses Tests erstmals Adhésion und zu einem geringen Ma-
Be auch Internalisation durch Lymphozyten nachgewiesen werden, wobei um CD19-
positive B-Zellen handelt. Neben zahlreichen klinischen Applikationen ertéffnen sich

die nachfolgenden Ankniipfungspunkte.

Identifikation weiterer Zellpopulationen in Leukozyten-Gates. Durch die Ver-
wendung monoklonaler Antikérper konnte die Existenz weiterer adhérierender Blut-
zellen nachgewiesen werden. Eine Identifikation dieser Zellpopulationen wiirde eine

Erweiterung des vorgestellten Assays bedeuten.
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Untersuchung des Langzeitiiberlebens verschiedener S. aureus -Stamme. Wie
zuvor in Kapitel 5.3 dargestellt, konnten wir stammspezifische Adhésions- und
Internalisationsfahigkeiten bei den untersuchten S. aureus-Stammen feststellen. Be-
kanntermafien ist S. aureus in der Lage, nach der Internalisierung der Zerstortung
im Phagolysosom zu entkommen und damit Phagozytose durch neutrophile Granu-
lozyten und Makrophagen zu iiberleben. Die PMN’s, insbesondere die Makropha-
gen aufgrund ihrer Langlebigkeit und Mobilitdat, konnen somit die Funktion eines
trojanisches Pferdes iibernehmen und die Dissemination der Infektion vorantreiben
(Fraunholz & Sinha 2012). Interessant wére daher eine Untersuchung des Lang-
zeitiiberlebens der betrachteten Stdmme und klinischen Isolate in den jeweiligen
Leukozytenpopulationen.

Neben den bereits erwéhnten neutrophilen Granulozyten und Makrophagen interna-
lisieren auch B-Zellen in geringem Umfang, wie in der Arbeit erstmalig nachgewiesen
werden konnte. Es stellt sich daher die Frage, ob B-Zellen moglicherweise eine ana-
loge Transportfunktion inne haben und somit zur Chronifizierung und Persistenz

einer Infektion beitragen kénnen.
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