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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Staphylococcus aureus ist ein weit verbreiteter Erreger sowohl lokaler wie auch schwerer
systemischer Infektionskrankheiten. Dazu gehort insbesondere die infektiose Endokarditis
wie sie auch in den Industrienationen haufig vorkommt. Im Gegensatz zu anderen Erregern
wie zum Beispiel Streptokokken, die ebenfalls dieses Krankheitsbild verursachen konnen, ist
S. aureus in der Lage, auch an unbeschadigtes Endothel zu binden, invasiv das Gewebe der
Herzklappen zu zerstoren und somit schwerwiegende Funktionsstérungen des Herz-
Kreislaufsystems zu verursachen.

Im Jahr 2013 konnten wir in einer Kooperationsarbeit mit der experimentellen Dermatologie
der Uniklinik Mannheim zeigen, dass die Bindung von S. aureus an intaktes, mittels TNF-a
stimuliertem Endothel unter physiologischen Flussbedingungen hauptsachlich (iber von
Endothelzellen intraluminal sezernierte, ultralange von Willebrand Faktor Faden (ULVWF)
vermittelt wird (Pappelbaum et al. 2013). Dieser Mechanismus tragt sehr wahrscheinlich
wesentlich zur Pathogenitat dieses bakteriellen Erregers bei, denn nur durch die Adhasion an
die extrazelluldare Endothelmatrix ist es den Bakterien letztendlich moglich, den Blutstrom zu
verlassen, sich im Wirtsorganismus auszubreiten und systemische Infektionen mit eventuell
multipler Abszessbildung hervorzurufen. Die bakterielle Bindung an ULVWF unter
physiologischen Flussbedingungen ist ein multifaktorielles Geschehen, in welches unter
anderem auch Teichonsauren aus der bakteriellen Zellwand und verschiedene andere
zellwandgebundene Proteine involviert sind.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das von S. aureus sezernierte und zum Teil an
die Oberflache riickgebundene Extrazellulare Adharenzprotein (Eap) zur Bindung an ULVWF
unter Flussbedingungen von 10 dyn/cm? beitragt. Dies entspricht den physiologischen
Flussbedingungen, wie sie in grollen, herznahen Arterien und an Herzklappen vorherrschen.
Die Versuche mit einer SA113 eap Mutante, welche nicht in der Lage ist, Eap zu produzieren,
halbierte die Anzahl gebundener Bakterien an die ULVWF-Faden im Vergleich zum Wildtyp-
Stamm unter den genannten Flussbedingungen. Wurde die eap-defiziente Mutante
hingegen vor den Flussversuchen mit nativ aufgereinigtem Eap inkubiert, erreichte die
Bindung von SA113 Aeap wieder Bindungswerte wie der Wildtyp-Stamm, so dass dieser

Effekt durch die Substitution von extrazellularem Eap vollstandig reversibel war.



1. Zusammenfassung

Versuche mit Bakterienzellen aus unterschiedlichen Wachstumsphasen zeigten, dass
Bakterien in der exponentiellen Wachstumsphase besser an ULVWF binden konnten als
Bakterien aus der stationdren Phase. Ein Grund hierfiir kann die vermehrte Produktion von
zellwandgebundenen Adhasionsmolekiilen wahrend der friihen Wachstumsphase sein.

Da bereits gezeigt werden konnte, dass extrazellulare DNA (eDNA) an ULVWF binden kann
und darlber die Stabilitat der Faden moduliert, zugleich aber auch S. aureus an eDNA zu
binden vermag, (Peisker et al. 2016) wurde des Weiteren auch der Einfluss von eDNA auf die
Bindung von S. aureus an ULVWF unter physiologischen Flussbedingungen untersucht. Das
Hinzufligen von Lambda-DNA zum Flusssystem verbesserte die Adhdsion der Bakterien an
ULVWEF in unseren Versuchen jedoch nicht signifikant, sodass davon ausgegangen werden
kann, dass im Blutstrom vorhandene eDNA die Adhéasionsfahigkeit von S. aureus, an
aktiviertes Endothel zu binden, nicht maRgeblich beeinflusst.

Zusammenfassend kann daraus geschlossen werden, dass Eap signifikant zur Bindung von S.
aureus an aktiviertes Endothel beitragt, und somit wahrscheinlich einen relevanten
Pathogenitatsfaktor im Zusammenhang mit infektiéser Endokarditis und anderen

systemischen Infektionen darstellt.
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Summary

Staphylococcus aureus is a frequent cause for local, self-limiting infections, but it may also
cause severe systemic diseases such as sepsis and infective endocarditis. In contrast to other
pathogenic bacteria causing the latter type of disease, S. aureus is able to bind to intact
endothelium, and to invade and destroy heart tissues and heart valves, which may lead to
severe dysfunction of the cardiovascular system.

We have recently shown in a cooperation with the Department of Dermatology at the
University Hospital Mannheim that binding of S. aureus to the intact endothelial cell layer is
mediated predominantly by luminally secreted Ultra large von Willebrand factor (ULVWF)
fibers under high-shear-flow conditions, and that bacterial binding to ULVWF is
multifactorial, involving wall teichoic acids and several cell wall-anchored proteins
(Pappelbaum et al. 2013).

Here we show that the secreted and partially cell wall reattached extracellular adhesion
protein Eap contributes to binding of S. aureus to ULVWF at a shear stress of 10 dyne/cm?,
reflecting physiological flow rates found in larger arteries and at heart valves. Inactivation of
eap in S. aureus strain SA113 nearly halved the binding of the mutant to ULVWF under these
flow conditions, when compared to the binding rates of the wild type. Preincubation of the

mutant with Eap fully restored the binding rates to wild type level.

Exponential growth phase cells were found to possess a significantly higher adhesion
capacity to ULVWF than stationary phase cells, presumably due to an enhanced expression
of cell wall-anchored adhesion factors during the early growth stage. Presence of
extracellular DNA, which was recently shown to bind to ULVWF under high-shear flow, could
not significantly enhance the attachment of S. aureus to ULVWEF.

Our data suggest that Eap is likely to contribute to S. aureus’ ability to cause infective
endocarditis by promoting the pathogen’s ability to adhere to ULVWF under high-shear-flow

conditions.
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2. Einleitung

2.1. Eigenschaften von S. aureus

Seit der Entdeckung von Staphylococcus aureus im Jahre 1880 durch den schottischen
Chirurgen Alexander Ogston (1844-1929) ist das Bakterium als Erreger schwerer, oft
lebensbedrohlicher Infektionen bekannt (Ogston 1882).

Neben der klinisch asymptomatischen Besiedlung mit S. aureus (,,Kolonisation”) ist das
Bakterium in der Lage, viele verschiedene Krankheiten von unterschiedlichem Schweregrad
auszulodsen. Die Reihe der Krankheitsbilder, die durch S. aureus verursacht werden kdnnen,
reichen von lokalisierten Entziindungen der Haut wie beispielsweise Furunkel oder
Karbunkel der Haut bis hin zu lebensbedrohlichen Infektionen wie Pneumonie, insbesondere
nach vorausgegangenem Virusinfekt, Endokarditis, Osteomyelitis, Meningitis, Toxischem

Schocksyndrom und der generalisierten Sepsis (Lowy 1998).

S. aureus sind unbewegliche, nicht sporenbildende, fakultativanaerobe, Grampositive und
Katalase-bildende Kokken, die sich im mikroskopischen Praparat als einzelne Kokken, oder in
Haufen darstellen. S. aureus ist leicht auf reichhaltigen Nahrbdden und in Flussigkulturen
anzuziichten, da seine Anspriiche in Bezug auf die Zusammensetzung des Mediums gering
sind. Auf bluthaltigen Nahrboden wachsen die Bakterien in kleinen, rundlichen, gelb bis
orangefarbenen Kolonien mit Gberwiegend umgebender B-Hamolyse, die je nach

Erythrozytenart der Spenderspezies unterschiedlich sein kann (Hague et al. 1967).

Unter allen Vertretern der Micrococcaceae, zu denen auch Staphylococcus epidermidis und
Staphylococcus hominis zahlen, ist S. aureus fir den Menschen der mit Abstand virulenteste
Keim. Diese auflerordentliche Humanpathogenitat verdankt das Bakterium verschiedenen
Virulenzfaktoren wie zum Beispiel der schiitzenden Polysaccharid-Kapsel und dem IgG
Bindeprotein Spa (weitere Virulenzfaktoren s. Kapitel 2.4).

Zudem gehort S. aureus aufgrund seiner herausragenden Adaptationsfahigkeit an die
verschiedensten Bedingungen im Wirtsorganismus und seiner Pathogenitat zu den
haufigsten bakteriellen Erregern sowohl bei Menschen wie auch bei Tieren (Archer et al.

1998).



2. Einleitung

Ein weiteres nicht zu unterschatzendes Problem ist die Multiresistenz, die mittlerweile viele
Stamme von S. aureus besitzen. Sie bereiten im Krankenhausalltag oft grof3e Probleme und
sind die haufigsten Ausléser nosokomialer Wund-, Atemwegs- und Hautinfektionen, die
sowohl aufgrund von Kolonisation bei Patienten oder Personal, aber auch durch mangelnde
Hygiene in den Krankenhdusern, beglinstigt werden (Lee 2007).

Sie kénnen sich gut an ihren jeweiligen Wirt anpassen und besiedeln beim Menschen
bevorzugt den Nasen-Rachen-Raum und die Intertrigines. Quellen fiir die Erregerausbreitung
ist meist direkter Hautkontakt und verunreinigte Gegenstande, auf denen S. aureus
problemlos mehrere Wochen (iberleben kann (Boyce 2007, Kolmos et al. 2007).

Nicht selten verursachen diese asymptomatischen Besiedlungen mit S. aureus auch schwere
Infektionen bei Tragern. Eine Studie aus dem Jahre 2001 konnte zeigen, dass 86% der Isolate
aus dem Nasen-Rachen-Raum identisch waren mit denen einer Blutstrominfektion beim
selben Patienten, und damit eine endogene Infektion vorlag (Von Eiff et al. 2001).
Resistenzen gegen B-Lactamase-empfindliche-Penicilline sind heutzutage bei S. aureus weit
verbreitet, so dass davon ausgegangen werden kann, dass etwa 90% der in der Gesellschaft
wie im Gesundheitssystem kursierenden Stamme gegen diese Antibiotikagruppe resistent
sind (Lowy 2003).

Der Nachweis von Staphylokokken erfolgt nach Gram-Farbung unter dem Mikroskop nach
kultureller Anreicherung in geeigneten Medien. Im Anschluss wird zur Genus- und
Speziesdifferenzierung ein Plasmakoagulase- und/oder ein Clumpingfaktor-Test
durchgefiihrt. Jedoch sind heute auch molekulare Nachweisverfahren, besonders zur
Testung auf Enterotoxin oder TSST-1, moglich um bei bestimmten Fragestellungen im
betreffenden Stamm die Toxinproduktion nachweisen zu kénnen. Auch das Vorhandensein
des Gens fir die Produktion von Eap, welches in dieser Dissertation untersucht wurde, kann
im zu identifizierenden Stamm kann mittlerweile mittels Nukleinsaure-
Amplifikationsverfahren (NAT) untersucht werden, da dieses Gen ausschliel8lich in S. aureus

vorkommt und auch in nahezu allen Isolaten zu finden ist (Hussain et al. 2008).
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2.2. Genetische Variabilitat

S. aureus besitzt nicht zuletzt aufgrund einer Reihe mobiler genetischer Elemente wie
Prophagen, Transposons und Plasmide und einer Vielzahl an Punktmutationen, so genannter
single-nucleotide polymorphisms (SNPs), eine groRe genetische Variabilitat, sodass eine
Vielzahl unterschiedliche Stamme mit jeweils spezifischen Eigenschaften existiert (Sabirova
et al. 2014). So enthélt der im Rahmen dieser Dissertation verwendete Laborstamm SA113
unter anderem Punktmutationen im ,,accessory gene regulator” (agr) Lokus, einem der
wichtigsten regulatorischen Elemente der Virulenzfaktorproduktion in dieser Spezies
(Herbert et al. 2010). Das fur Vorversuche im Rahmen dieser Doktorarbeit untersuchte S.
aureus Isolat, der Stamm Newman, weist ebenfalls mehrere Punktmutationen auf, die die
Virulenz dieses Isolates nachhaltig beeinflussen. So enthalt der Stamm Newman im
Sensormolekiil des Zweikomponentensystems SaeRS eine Punktmutation, die zu einer
konstitutiven Aktivierung des Sensors fiihrt und zu einer hohen Expression von Exoproteinen
wie beispielsweise Eap flihrt (Karlsson et al. 2001, Schafer et al.2009). Auf der anderen Seite
fehlen diesem Isolat die in der bakteriellen Zellwand verankerten Fibronektin-Bindeproteine
A und B, da diesen aufgrund von Punktmutationen in den entsprechenden Genen die C-
terminalen Erkennungssequenzen fehlen, die zur kovalenten Verankerung in der Zellwand
benotigt werden (Grundmeier et al. 2004). Varianten von SA113 und S. aureus Newman, bei
denen vwb bzw. die fnbps repariert wurden, existieren zum heutigen Zeitpunkt noch nicht.
Neuere Publikationen legen jedoch nahe, dass das vVWF-Bindeprotein vWbp der wesentliche

Faktor von S. aureus fiir das Binden an von-Willebrand-Faktor-Faden ist (Claes et al. 2014).

Interessanterweise konnen die verschiedenen Stamme auch von Labor zu Labor deutlich
variieren. Mehrere Vermehrungszyklen unter verschiedenen Bedingungen tragen dazu bei,
dass sich die Bakterienpopulation schon in kirzester Zeit verdandert und isolatspezifische
Varianten entstehen, in denen bestimmte Gene vermehrt oder vermindert exprimiert
werden. So besitzen wahrscheinlich die meisten Labore einen etwas anderen Stamm vom
,gleichen” S. aureus Isolat 8325-4 aus dem auch SA113 hervorging, auch wenn eventuell nur

ein geringfligiger Unterschied besteht (Baek et al. 2013).
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2.3 Infektionen

In einer groRen Studie von de Kraker und Mitarbeitern, in welcher die Bedeutung von
Blutstrominfektionen, ausgelost durch S. aureus (MRSA) und E. coli (G3CREC) untersucht
wurde, konnte festgestellt werden, dass die Mortalitat und die Aufenthaltsdauer im
Krankenhaus eine groRe Belastung fiir das Gesundheitssystem darstellen (de Kraker et al.
2011). Besonders die multiresistente Variante von S. aureus, MRSA, ist im Vergleich zur
Methicillin-empfindlichen Variante von S. aureus, gefiirchtet. Eine Studie konnte zeigen, dass
Patienten, die an eine Bakteriamie verursacht durch MRSA litten, ein deutlich schlechteres
Outcome hatten, als Patienten, die sich mit einem Antibiotika-empfindlichen Stamm (MSSA)
infiziert hatten (Wang et al. 2015). Diese zunehmende Resistenz von S. aureus gegen eine
Vielzahl von Antibiotika kénnte in Zukunft viele Probleme verursachen und erfordert ein
gutes Monitoring von MRSA in Kliniken.

Die Verbreitung von S. aureus ist aber keinesfalls ein Problem, welches sich nur auf
Krankenhauser beschrankt. Das Bakterium kann sich gut an den jeweiligen Wirt anpassen
und besiedelt beim Menschen bevorzugt den Nasen-Rachen-Raum und die Intertrigines. Die
Tragerrate eines in der Regel antibiotikasensiblen Stammes von S. aureus liegt bei gesunden
Erwachsenen in Deutschland bei 15-40%. Quellen fir die Erregerausbreitung sind meist
direkter Hautkontakt und verunreinigte Gegenstande (Boyce et al. 2007, Kolmos et al. 2007).
Als Kommensale wird er dabei in der Regel durch das Immunsystem des immunkompetenten
Menschen gut kontrolliert, so dass es in dieser gesunden Bevolkerungsgruppe nur selten zu
Infektionen kommt. Die Kolonisation mit S. aureus gilt aber trotzdem als Risikofaktor fiir eine
Infektion des Tragers und ist ein bedeutendes Reservoir fiir die Ubertragung von S. aureus
auf immunsupprimierte Patienten im Krankenhausumfeld (van Belkum 2016). Ob es zu einer
Infektion kommt, hangt dabei im Wesentlichen von den Pathogenitatsfaktoren des Keims
und von den entsprechenden Wirtsfaktoren ab (Wertheim et al. 2004).

Ein besonders hohes Risiko fiir eine Infektion mit S. aureus haben Menschen mit chronischen
Erkrankungen wie Diabetes mellitus und angeborenen Stérungen des Immunsystems. Des
Weiteren gehoren i.v. Drogenabhangige, Dialysepatienten, HIV-Infizierte, Menschen mit
chronischen Wunden oder Tracheostoma sowie Intensivpatienten zu den Risikopersonen fiir

eine Infektion (Lowy 1998, Mandell 2008).
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S. aureus kann verschiedene Arten von Infektionen verursachen, die in drei Gruppen

unterteilt werden kénnen. Diese werden im nachfolgenden Text genauer dargestellt:

2.3.1 Toxin-vermittelte Erkrankungen

Zu der ersten Gruppe gehdren die unmittelbar durch die Toxine selbst ausgeldsten
Erkrankungen wie Staphylokokken Enterotoxin-vermittelte Enteritiden und das Toxische
Schock Syndrom (TSS). Am haufigsten kommen Lebensmittelvergiftungen durch die
Enterotoxine A bis H vor. S. aureus kann sich schnell in unzureichend gekiihlten
Lebensmitteln vermehren und so kann in kurzer Zeit in diesen Lebensmitteln viel Enterotoxin
akkumuliert werden, welches in der Folge dann auch Temperaturen tGber 120°C problemlos
Ubersteht (Casman et al. 1963). Die Enterotoxine haben die Eigenschaften von
Superantigenen, das heildt, sie binden direkt an MHC-II-Molekile auf
antigenprasentierenden Zellen und verknipfen sie mit T-Zellrezeptoren auf T-Zellen. So
werden gleichzeitig viele CD4*- T-Zellen aktiviert, was zu einer massiven Zytokinausschittung
im Korper fuhrt und damit zu einer Veranderung der Zellpermeabilitdt und folglich zu einem
Entgleisen des Elektrolythaushaltes (Krakauer et al. 2013).

Da jedoch bei diesem Krankheitsbild keine vermehrungsfahigen Keime aufgenommen
werden, handelt es sich um eine Intoxikation. Typisch hierfir ist das schnelle Auftreten von
Symptomen wie Ubelkeit und Erbrechen und ein selbstlimitierender Verlauf nach 8-48

Stunden nach Aufnahme von kontaminierten Lebensmitteln.

Ebenfalls zur Gruppe der toxinvermittelten Erkrankungen gehort das Staphylococcal scaled
skin syndrome (SSSS), welches durch S. aureus Stamme verursacht wird, die die
Exfoliativtoxine ETA, ETB und/oder ETC produzieren. Der Erkrankung liegt eine intradermale
Spaltbildung mit nachfolgendem Odem zwischen Stratum spinosum und Stratum
granulosum der Epideris zugrunde. Die generalisierte Verlaufsform, von welcher besonders
haufig Sauglinge und altere, immunsupprimierte Menschen betroffen sind, resultiert aus
einer Toxinausschittung tiber den kompletten Organismus infolge fehlender, schiitzender
spezifischer Antikdrper. Diese Erkrankung tritt am haufigsten als Hospitalinfektion auf, kann
aber auch in Gemeinschaftseinrichtungen wie zum Beispiel Kindertagesstatten vorkommen

(Lillibridge et al 1972).
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Das Toxic shock Syndrom (TSS) ist eine weitere Erkrankung im Rahmen der Toxin-
vermittelten Erkrankungen und beruht auf der Superantigenwirkung des Toxic-shock-
syndrome-Toxins (TSST-1) und dessen Auswirkungen auf das Immunsystem. Aufgrund der
Inaktivierung regulatorischer T-Zellen und der Aktivierung einer groen Anzahl von T-Zellen
mit nachfolgender Zytokinfreisetzung im ganzen Korper kommt es zu einer gefahrlichen
Uberaktivierung des Immunsystems, dessen Folge dann der schwere Schock ist (Tilahun et al.
2014).

An diesem Syndrom erkranken im Gegensatz zu den meisten anderen S. aureus-assoziierten
Erkrankungen vorwiegend jiingere Menschen. Im spaten Erwachsenenalter besitzen bereits
mehr als 90% der Bevdlkerung in Deutschland und den USA Antikorper gegen TSST-1
(Schroder et al. 1988). Menstruierende Frauen mit Tampongebrauch, welche sexuell aktiv
sind, sind am haufigsten von einem durch TSST-1 ausgeldsten TSS betroffen. Es sollte jedoch
darauf hingewiesen werden, dass es sich insgesamt um ein eher seltenes Krankheitsbild
handelt, das eine Inzidenz von etwa 0,79 von 100.000 Frauen aufweist. Deutlich seltener
noch kann das TSS aber auch als Komplikation bei der Benutzung von Diaphragmen, im
Wochenbett oder nach septischen Aborten auftreten (LeRiche et al. 2012).

Unabhangig von der Geschlechtszugehorigkeit kann das TSS auch von Hauterkrankungen,
Insektenstichen, Varizella-Ldsionen oder chirurgischen Wunden ausgehen und zu schweren
Komplikationen fiihren. Um diesen Problemen vorzubeugen konnte kiirzlich eine
Arbeitsgruppe zeigen, dass die Impfung mit einer nicht toxischen Variante von TSST-1,
genannt mTSST-1, in einem Mausmodell einen Schutz gegen tddlich verlaufende Infektionen

bieten konnte (Narita et al. 2015).

2.3.2 Katheter-assoziierte Erkrankungen

Die zweite Gruppe von Infektionen sind die Katheter-assoziierten Infektionen, wie sie
besonders haufig auf Intensivstationen vorkommen. Die Patienten sind dort auf zentrale
Katheter angewiesen und zudem oft durch schwere Krankheit geschwacht. Der
Hauptinfektfokus sind hier zentrale Venenkatheter, durch die eine schwere Sepsis ausgelost
werden kann. Allein das Einbringen von Fremdkorpern in den menschlichen Korper stellt ein

Risikofaktor fir eine Infektion dar. (Seifert et al. 2004). In einer Studie von 2014 aus Taiwan
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konnte gezeigt werden, dass S. aureus der haufigste Erreger einer Katheter-assoziierten

Sepsis war, gefolgt von Pseudomonas aeruginosa (Chen et al. 2014).

Die haufigsten Erreger von nosokomialen Infektionen (NI) auf Intensivstationen; Anteil der nosokomialen Infektionen
(in %) mit dem jeweiligen Erreger fiir die beatmungsassoziierten Infektionen der unteren Atemwege, ZVK-assoziierte
Sepsis und HWK-asoziierten Harnweginfektionen; Gesamt und stratifiziert nach ITS-Art

beatmungsassozilerte Infektionen der unteren Atemwege

S. aureus (gesamt) 206 19,8 226 191 19,8 326 1,2 318 87
- darunter MRSA 72 96 87 6,1 6,0 5,2 0,9 13,6 2,7
P. aeruginosa 17,7 218 19,7 16,4 17,2 104 16,4 10,3 13,3
Klebsiella spp. 123 10,2 13,7 10,6 12,7 141 12,1 1,2 121
E. coli 12,2 10,0 14,6 10,1 124 148 6,0 76 16
Enterobacter spp. 58 58 9.1 6,7 94 11,0 1,2 97 11
Z\VK-assoziierte Sepsis

KNS 321 26,1 293 329 33,6 41,0 343 42,0 38,2
S. aureus (gesamt) 87 1.1 9.1 92 78 895 1,2 50 45
- darunter MRSA 58 86 57 52 6,0 22 14 4 49
Enterococcus 185 16,9 20,2 240 174 1,7 13,3 13,0 174
Klebsiella spp. 52 74 6,0 42 42 3,7 6,3 6 45
Candida albicans 56 85 4.8 39 65 29 28 3.0 59
HWK-assoziierte Harnweginfektion

E. coli 2718 272 26,6 251 283 354 na. 258 225
Enterococcus 265 274 276 263 276 228 na. 255 149
F. aeruginosa 14,2 148 14,7 11,2 15,2 13,2 na 13,6 12,2
Candida albicans*' 87 70 10,0 125 78 47 na. 104 6,3
Klebsiella spp. 8.1 8.0 85 72 78 92 na. 93 99
Enterobacter spp. 50 49 572 33 49 73 na. 43 17

s alleiniger Erreger, KNS, Koagulase-negative Siaphylokokken, n.a., keine Werte angegeben, da unzureichende Datenmenge (< 100 Infekfionen)

Tabelle 1: Nosokomiale Infektionen und multiresistente Erreger in Deutschland:
Epidemiologische Daten aus dem Krankenhaus-Infektions-Surveillance-System
(Dtsch Arztebl Int 2011; 108(6): 87-93; DOI: 10.3238/arztebl.2011.0087)

Der Tabelle kann entnommen werden, dass dies fast analog auch fiir Deutschland zutrifft.
Hier ist S. aureus der zweithaufigste Erreger nosokomialer ZVK-assoziierter Septikamien,
nach den Koagulase-negativen Staphylokokken. Bei den beatmungsassoziierten Infektionen
der unteren Atemwege ist S. aureus sogar der haufigste Erreger. Ein wesentlicher Grund fir
die Haufigkeit von Staphylokokken als Ausloser ZVK-assoziierter Infektionen ist die
herausragende Eigenschaft von einigen Koagulase-negativen Staphylokokken und S. aureus,
an unbelebte Materie zu adharieren und die Fahigkeit zur Bildung von Biofilmen im
Wirtsorganismus (Costerton et al. 1999). Zentrale Venenkatheter aus Kunststoff stellen fiir S.
aureus, ebenso wie flir Koagulase-negative Staphylokokken, eine mégliche Oberflache zur

Anhaftung dar. Kommt ein steriler ZVK beim Einbringen in den Menschen beim Durchtritt

10



2. Einleitung

durch die Haut mit diesen Bakterien in Kontakt, so kbnnen diese Bakterien an die ZVK
Oberflache binden und so in den Kérper des Patienten gelangen. Dort kann sich das
Bakterium, vom Immunsystem des Menschen weitestgehend geschiitzt, vermehren und
einen vielschichtigen Biofilm ausbilden. Dieser Biofilm entsteht durch die Bildung von
Polysacchariden und das Einbinden von extrazellularer DNA (eDNA). Dadurch verkleben die
Keime miteinander und bilden einen einheitlichen Film aus Bakterien und extrazellularer
Matrix, der einen wirkungsvollen Schutz gegen Opsonophagozytose darstellt (Harraghy et al.
2006). Hat sich ein Biofilm gebildet, kdnnen sich aus diesem einzelne Bakterien und auch
ganze Cluster I6sen und sich so im kompletten Blutkreislauf verbreiten. Die Folge ist eine
schwere Sepsis, eventuell auch begleitet von daraus resultierenden Organabszessen.

Die Biofilmbildung ist ebenfalls ein groRes Problem der antibiotischen Therapie, da dort
unterschiedliche Bakterienzellen in verschiedenen Stoffwechselzustanden nebeneinander
koexistieren. Eine inaktive Subpopulation von Bakterien mit geringer Stoffwechselaktivitat
(sogenannte Persister) ist zudem einer Antibiotikatherapie schlechter zuganglich, weil viele
Antibiotikagruppen vorwiegend aktive Stoffwechselvorgange der Bakterien beeinflussen und

sich somit eine Sanierung des Infektfokusses schwierig gestaltet (Stewart et al. 2001).

2.3.3 Invasive Erkrankungen

Zu dieser dritten Gruppe von Erkrankungen gehort eine Vielzahl unterschiedlichster
Krankheitsbilder. Angefangen von lokal beschrankten Erkrankungen wie Furunkel, Karbunkel
und Abszessen, bis hin zu tiefgehenden systemischen Infektionen wie Pyodermien, eitrige
Meningitiden, Pneumonien, Osteomyelitis, Endokarditis und Sepsis. Ausgehend von eher
lokalen Infektionen kann sich S. aureus schnell in andere Organsysteme absiedeln, was dort
zu Abszessbildung und Ausbildung von Empyemen fiihrt. Durch Ausschwemmung der Keime
in die Blutbahn kann schnell eine gefahrliche Sepsis entstehen.

In einer groRen Studie, die in Lindern mit hohem Einkommen der Bevolkerung durchgefiihrt
wurde, zeigt auch heute noch eine vergleichsweise hohe Mortalitat der S. aureus
Infektionen. Bei Patienten, die alle Kriterien der schweren Sepsis beziehungsweise des
septischen Schocks durch S. aureus erfiillten, lag die Gesamtmortalitdat im Krankenhaus bei

24%, bei der infektiosen Endokarditis sogar bei 35% (Le Moing et al. 2015).
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Die gefiirchtete Staphylokokken-Endokarditis entsteht ebenfalls durch
Keimausschwemmung in die Blutbahn und hat im Gegensatz zu Endokarditiden, die durch
Enterokokken oder orale Streptokokken verursacht werden, einen foudroyanten Verlauf
durch schnelle Zerstérung und Abszedierung an den Herzklappen. Wahrend beispielsweise
Streptokokken nur beschadigtes Endothel und Herzklappen befallen, kénnen
Staphylokokken auch an unbeschadigtes Endothel binden und dort eine Infektion
hervorrufen (Moreillon et al. 2002).

S. aureus ist der haufigste Erreger der Endokarditis, sowohl an nativen wie auch an
kiinstlichen Herzklappen. Trotz des enormen medizinischen Fortschrittes in den letzten
Jahrzehnten hat die Haufigkeit der infektiosen Endokarditis nicht abgenommen. Dieses
Phdanomen lasst sich dadurch erklaren, dass es heutzutage neue Risikofaktoren fiir die
Endokarditis gibt, die noch vor einigen Jahrzehnten nicht bekannt waren. Dazu gehoéren der
intravendse Drogenabusus, sklerotsiche Herzklappenveranderungen bei adlteren Patienten,
der Gebrauch von kiinstlichen Herzklappen sowie die Verbreitung von nosokomialen
Erregern (Moreillon 2004).

Fiir die Bindung an intaktes Endothel spielen die Fibronektin-Bindeproteine eine wesentliche
Rolle, wie schon Sinha et al. im Jahre 2000 zeigten (Sinha et al. 2000) und Kerdudou im Jahre
2006 mittels Intravitalmikroskopie an Hamstern bestatigen konnte. In den Versuchen
reduzierte sich die Bindung an postkapillare Venolen deutlich, wenn eine fnbpA-Mutante

von S. aureus verwendet wurde (Kerdudou et al. 2006).

2.4 Virulenzfaktoren

2.4.1 Zellwand und Kapsel

Die Zellwand von S. aureus ist sehr dick und besteht zu 50 Prozent aus Pepetidoglycan, in der
N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsaure 1,4-glykosidisch verbunden sind. Diese
Zuckerketten werden wiederum durch Proteinseitenketten miteinander quervernetzt, so
dass ein relativ formstabiles Makromolekiil, der Peptidoglykansakkulus entsteht (Lowy
1998). Auf und in der Zellwand von S. aureus sind eine Vielzahl von Proteinen und
Teichonsaduren verankert, die zur Virulenz der verschiedenen Stamme beitragen.

Eines der zellwandstdandigen Proteine ist der Clumping Faktor (CIfA und B), der als Rezeptor

fur Fibrinogen/Fibrin fungiert. Dadurch ist es dem Bakterium unter anderem maoglich, sich
12
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auf verletztem Gewebe, aber auch an Kunststoffmaterialien und auf Implantaten, auf denen
sich Fibrinogen anlagert, festzusetzen. Des Weiteren férdert die Bindung von Fibrin an die
bakterielle Oberflache die Bildung hochmolekularer Fibrinnetzwerke, in denen sich S. aureus
weitestgehend geschiitzt vor der Phagozytose durch Immunzellen vermehren kann.
AulRerdem bilden die meisten S. aureus Stamme Protein A (Spa), welches ebenfalls mit dem
Peptidoglykansakkulus verbunden ist, zum Teil aber auch durch proteolytische Prozessierung
in das extrazellulare Milieu abgegeben wird (O’Halloran et al. 2015). Es bindet an das Fc-
Fragment von Immunglobulinen, so dass dieser Teil nicht mehr an den F.-Rezeptor von
Makrophagen binden kann. (Sjodahl 1977). Dadurch wird die Opsonierung des Bakteriums,
und damit die Phagozytose, verhindert (Dossett et al. 1969), ebenso wird der Zelltod von B-
Zellen hervorgerufen (Goodyear et al. 2003). Weitergehend gilt Spa auch als ein wichtiger
Bindungsfaktor von S. aureus an die globuldre Form von vWF und fiir die Bindung an

immobilisierten VWF unter langsamen Flussbedingungen (O’Seaghdha et al. 2006).

Die Kapsel spielt ebenfalls eine wichtige Rolle als Virulenzfaktor des Bakteriums. Sie besteht
meist aus Polymeren der Glucosaminuronsdure oder der Mannosaminuronsaure und bietet
dem Bakterium viele Vorteile, insbesondere Schutz vor Opsonierung und Phagozytose
(Nanra et al. 2013) sowie Schutz vor Austrocknung und wurde bereits von Gilbert et al 1931
erstmalig beschrieben. Etwa 30 Jahre spater konnte in vivo Versuchen festgestellt werden,
dass die Kapsel einen wesentlichen Virulenzfaktor darstellt. Mause, welche mit einem
bekapselten Stamm infiziert wurden starben deutlich haufiger, als die Mause der
Vergleichsgruppe, die mit einem unbekapselten Stamm infiziert waren (Cohn 1962, Lowy
1998).

Die Kapselbildung hangt stark von den Umgebungsbedingungen des Bakteriums ab und
erfolgt hauptsachlich in vivo unter Selektionsdruck. Dennoch besitzen 90% der untersuchten
S. aureus Stamme eine Kapsel (Lee et al. 1994).

Bislang sind 11 verschiedene Kapseltypen bekannt, wobei die Typen 5 und 8 in 92% der fir
menschliche Infektionen verantwortlichen S. aureus Isolate detektiert werden kdnnen,

wobei aber immer nur ein Teil der Bakterien bekapselt ist (Roughman et al. 2005).
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2.4.2 Enzyme mit Virulenzfunktion

S. aureus verfiigt Gber eine Vielzahl von Enzymen, die wesentlich zur Pathogenitat des
Bakteriums beitragen, wie Protease und Lipasen. Proteasen kdnnen Proteine in der
Umgebung von S. aureus spalten (z.B. im Serum von Menschen und Tieren) und die
Oligopeptide und Aminosauren zum eigenen Wachstum und Vermehrung verwenden. Um
diese Vermutung zu bestatigen, wurden von Kolar et al. Experimente mit Schweineserum
durchgefiihrt, in welchem eine Mutante von S. aureus gezlichtet wurde, die keine Proteasen
herstellen kann (Protease Null Variante). Schon nach einer Stunde Inkubationszeit konnte
eine deutliche Abnahme des Gesamtiiberlebens des S. aureus Stammes ohne
Proteasenbildung, im Vergleich zum Wildtyp-Stamm beobachtet werden. Dies deutet darauf
hin, dass S. aureus seine Proteasen auch zur Generierung neuer Nahrstoffe einsetzen
konnte. Des Weiteren sind die von S. aureus produzierten Proteasen in der Lage,
antimikrobielle Proteine zu spalten und sich damit einen Vorteil gegeniliber dem
Wirtsimmunsystem zu verschaffen. Weiterhin ist bekannt, dass Proteasen bei der
Abszessbildung eine wichtige Rolle spielen, indem sie dem Bakterium das Eindringen in die
Wirtsgewebe erleichtern (Kolar et al. 2013).

Von Lipase hingegen ist bekannt, dass sie zur Biofilmbildung und Abszessbildung in vivo
beitragt. In Mausmodellen zur Untersuchung der intraperitonealen Abszessbildung wurde
2012 gezeigt, dass eine Lipase-defiziente Mutante von S. aureus nach intraperitonealer
Injektion bedeutend weniger Organabszesse verursacht als der vergleichbare Wildtyp-
Stamm. Dieselbe Arbeitsgruppe konnte in derselben Studie zudem belegen, dass die aktive
Immunisierung der Mduse mit rekombinanter Lipase die Tiere vor der todlichen Infektion
schiitzen konnte (Hu et al. 2012).

Die Hyaluronidase wird in allen S. aureus Stammen produziert und ist fiir die
Gewebezerstorung und damit fiir die Ausbreitung und Abszessbildung von Bedeutung. Sie
spaltet die Hyaluronsaure in der extrazellularen Matrix des Bindegewebes (Hynes und
Walton 2000, Hart et al. 2009). Sie stellt auch in vivo einen wichtigen Virulenzfaktor von S.
aureus dar, wie in einem Mausmodell der schweren Lungeninfektionen gezeigt wurde.
Mause, die mit einem Hyaluronidase-defizienten Stamm infiziert wurden, wiesen in ihren
Lungen eine wesentlich niedrigere Bakterienbelastung und mehr Hyaluronsauren auf

(Ibberson et al. 2014).
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Vier verschiedene, membranschadigende Hamolysine sind bei S. aureus bekannt (a, B, y und
6-Hamolysin) und jeder bis dato untersuche S. aureus Stamm kann mindestens einen
Vertreter dieser Himolysine bilden. Sie zerstoren die Membran von Erythrozyten und
anderen Wirtszellen (Hague 1967). Eine besondere Bedeutung kommt dem a-Hamolysin zu,
weil es neben der kompletten Lyse von menschlichen Erythrozyten auch die Zellmembran
verschiedener professioneller Phagozyten zu schadigen vermag und auf diese Weise

massiven Einfluss auf die angeborene Immunantwort nimmt (Joubert et al. 2007).

Die Koagulase bildet zusammen mit Prothrombin einen Komplex, der auch ohne
Prothrombin-Aktivierung Fibrinogen zu Fibrin polymerisiert. Somit ist die freie Koagulase als
Virulenzfaktor an der Bildung der charakteristischen Fibrinkapsel um Lasionen von S. aureus
beteiligt, speziell bei der Abszessbildung. Koagulase-defiziente Stdmme verursachten in
einem in vivo Modell zur Abszessbildung in der Haut und im Weichteilgewebe deutlich
kleinere Abszesse, als die entsprechenden Wildtyp-Stamme (Malachowa et al. 2016). Die
Abszessbildung ist eine charakteristische Eigenschaft von S. aureus, denn nur so kann der
Keim lokalisierte Lasionen zu erzeugen, die ihn vor Angriffen des Immunsystems schiitzen
(Cawdery et al. 1969). Auch diagnostisch wird die Koagulasebestimmung als Hauptmerkmal
der Speziesbestimmung von S. aureus genutzt, wobei mittlerweile auch die moderne MALDI-

TOF Massenspektrometrie von Bedeutung ist (EI-Bouri et al. 2012).

In ein Fibrinnetzwerk eingebundene S. aureus Zellen kénnen sich mit der Hilfe eines
weiteren Exoproteins, der Staphylokinase Sak, aus dieser Struktur wieder befreien. Sak
katalysiert die Entstehung von Plasmin aus Plasminogen, welches die Fibrinkapsel partiell zu
lysieren vermag, die sich in der frilhen Phase des Abszesses gebildet hat und ermdglicht so

die weitere Ausbreitung im Gewebe (Okada et al. 2000, Bokarewa et al. 2006).

Die sekretierten DNasen von S. aureus sind thermostabile Nukleasen, die in der Lage sind,
DNA und RNA zu spalten (Heins et al. 1967), so dass die Ausbreitung der Erreger im Gewebe
durch Hemmung der Immunabwehr erleichtert wird. Staphylokokken sind mit Hilfe der
DNasen in der Lage, extrazelluldre Fallen aus DNA (NETs), die von neutrophilen Granulozyten

im Falle einer Infektion aus den Immunzellen augeschleust wird, zu spalten. S. aureus
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entkommt so der Immunantwort des Wirtsimmunsystems und kann dadurch auch den

Zelltod von Immunzellen begilinstigen (Thammavongsa et al. 2013).

Weitere Vertreter in der Gruppe der Virulenzfaktoren sind die Leukozidine, die in der Lage
sind polymorphkernige Granulozyten und Makrophagen zu zerstoren. Sie beeintrachtigen
auf diese Weise maRgeblich das Phagozytosepotential des Wirtes und fiihren so zu einer
Form der Immunevasion. Zu besonders schwerwiegenden Infektionen fiihrt das Panton-
Valentine Leukozidin (PVL), das in der Lage ist, Poren in der Zellmembran von Leukozyten zu
formen, wodurch es rasch zur Lyse, bzw. bei niedrigen PVL-Konzentrationen, zum Zelltod
kommt (Loffler et al. 2010).

S. aureus Stamme, die diesen Virulenzfaktor besitzen, verursachen oft tiefe Hautinfektionen
oder seltener eine rasch verlaufende nekrotisierende Pneumonie, deren Mortalitat bei etwa

40% liegt und die besonders haufig jiingere Menschen betrifft (Gillet et al. 2002).

2.4.3 MSCRAMM s

Die Gruppe der MSCRAMM s (,,microbial surface components recognizing adhesive matrix
molecules”) sind in die bakterielle Zellwand mittels LPXTG-Motiv verankert. Viele Vertreter
dieser Gruppe, wie die Fibronektin-Bindeproteine und die Clumping Faktoren, aber auch
Protein A vermitteln den ersten Kontakt zwischen Bakterium und dem Wirtsorganismus, was

ein erster wichtiger Schritt zur Infektion ist (Foster 1998).

2.4.4 SERAM

Zur zweiten Gruppe der Oberflachenproteine gehoren die SERAM (,secretable expanded
repertoire adhesive molecules®), die nicht an die Zelloberflache gebunden sind, sondern
sezerniert und partiell an die bakterielle Zellwand zuriickgebunden werden.

Beispiele fir SERAMs sind Koagulase (Coa), das Extracellular Fibrinogen Binding Protein (Efb),
das Extracellular Matrix Binding Protein (Emp) und das hier untersuchte Extracellular
Adherence Protein (Eap). Ihre Bedeutung im Zusammenhang mit der Entstehung von
Infektionen ist zurzeit Gegenstand intensiver Forschung. Ebenso ist ihre wahre Bedeutung
fiir die Entstehung verschiedenster Krankheitsbilder wahrscheinlich noch weitestgehend

unklar
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Ein fir die Virulenz von S. aureus schon gut untersuchter Vertreter dieser Gruppe ist Eap.
Das Exoprotein wird wachstumsphasenabhangig vom Bakterium sezerniert, kann aber tber
eine Zellwand-gebundene neutrale Phosphatase (Nptase) und vermutlich weitere Faktoren
an die bakterielle Oberflache zuriickbinden (Flock und Flock 2001). Eine detaillierte

Beschreibung der vielfaltigen Funktionen dieses Proteins wird in Kapitel 2.5 dargestellt.

2.4.5 Biofilmbildung

Auch die Fahigkeit zur Biofilmbildung ist eine wichtige Virulenzeigenschaft von S. aureus,
denn die Bakterien sind im Biofilm verstarkt vor dem Immunsystem geschiitzt und
Antibiotika kdnnen einzelne Subpopulationen dieses multizellularen Konstrukts nur
unzureichend abtoten, wie es bereits flir Pseudomonas aeruginosa gezeigt wurde (Suci et al.

1994).

In der Medizin wird die Biofilmbildung von pathogenen Keimen oft unterschatzt, denn in
etwa 80% der bakteriellen Infektionskrankheiten schiitzen sich die Bakterien mit einem
Biofilm vor dem Immunsystem (Fux et al. 2005).

Im Zuge der S. aureus Biofilmreifung kommt es auch zu einer Dichtemessung der
Bakterienpopulation, dem sogenannten ,,Quorum sensing”. Dies bedeutet, dass die
Bakterien ein Signalmolekiil in das umgebene Milieu abgeben, das von spezifischen
Rezeptoren auf der bakteriellen Zelloberflache erkannt werden kann. Akkumuliert dieses in
der Umgebung der Bakterienzelle, so kommt es zur Aktivierung des Rezeptors und einer
nachfolgenden regulatorischen Anpassung des Transkriptoms der bakteriellen Zelle. In der
Folge dieser transkriptionellen Veranderungen kénnen sich groRere
Bakterienansammlungen vom Biofilm ablésen und in den Blutkreislauf des Wirtes gelangen.
So sind Biofilme eine Quelle flr chronische Infektionen und wiederkehrende Septikdamien,
die auch in einer generalisierten Sepsis enden kdnnen. S. aureus Biofilme werden besonders
mit Wundinfektionen, Endokarditiden und Infektionen von medizinischen Implantaten in
Verbindung gebracht (Paharik und Horswill 2016).

Die Infektion von Implantaten ist meist besonders schwerwiegend fiir den Patienten, da
diese aufgrund der schlechten Sanierbarkeit mit Antibiotika in der Regel wieder entfernt
werden miissen. Besonders gefahrdet sind Implantate und Katheter mit groRBen Oberflachen

oder mit Hautdurchtrittsstellen, da die Keime der Hautflora hier besonders leicht eindringen
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und sich vermehren kdnnen. Beispiele fiir infizierte medizinische Produkte sind vor allem die
Venenverweilkaniilen, kiinstliche Herzklappen und Gelenkprothesen. Hier ist S. aureus fir
50% der Protheseninfektionen verantwortlich (Barrett et al. 2014).

Eine entscheidende Rolle in der Biofilmbildung spielt auch Eap, welches durch seine
Eigenschaft des Bindens verschiedener Proteine im Blut und an sich selbst die Aggregation

und die Anhaftung an Prothesenmaterialien unterstitzt (Thompson et al. 2010).

2.5 Eap (Extracellular adherence protein)

Eap gehort zur Gruppe der SERAM, und hat je nach Stamm eine GroRe zwischen 60 und 73
kDa (McGavin et al. 1993).

Das Exoprotein wird von nahezu allen S. aureus Stammen gebildet, im Gegensatz zu
Koagulase-negativen Staphylokokken wie S. epidermidis, die kein Eap produzieren (Hussain
et al. 2008).

Bereits in den 1990er Jahren wurde Eap von verschiedenen Forschergruppen erstmals als
kationisches Protein auf der Zelloberflache von S. aureus beschrieben (Jahreis et al. 1995).
Die spatere Charakterisierung eines spezifischen Isolates ergab, dass das Protein in diesem
Fall aus 689 Aminosauren besteht, wobei sich eine 110 Aminosduren lange Sequenz
sechsmal wiederholt. Der Vergleich von Eap mit bekannten Proteinstrukturen zeigte eine
groRe Ahnlichkeit mit der C-Terminalen von bakteriellen Superantigenen, welche an den T-
Zellrezeptor binden kénnen und damit eine Immunreaktion verursachen (Geisbrecht et al.
2005). Die GroRe von Eap kann je nach Stamm von S. aureus variieren, die vorangegangenen
Angaben beziehen sich nur auf ein spezifisches Isolat von Eap, welches in dieser
Veroffentlichung untersucht wurde.

Bis jetzt konnten sieben Plasmaproteine identifiziert werden, an die Eap binden kann, unter
anderem Fibronektin, die a-Kette von Fibrinogen und Prothrombin. An die Oberflache von
Staphylokokken kann Eap mittels seiner neutralen Phosphatase nach Sekretion
zuriickgebunden werden (Flock und Flock 2001). In Versuchen konnte Eap wesentlich
schlechter an die Oberflache von anderen bakteriellen Spezies wie S. epidermidis,
Streptococcus mutans oder Escherichia coli binden (Palma et al. 1999). Es konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass durch die Zugabe von Eap die bakterielle Adhasion an Fibroblasten und

Epithelzellen (Keratinozyten) verbessert werden kann (Palma 1999, Bur et al. 2013).
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Die maximale Produktion von Eap wird stark von den Wachstumsbedingungen beeinflusst
und findet in LB-Medium in der exponentiellen und in der stationdaren Wachstumsphase statt
Messungen im Uberstand nach 4 Stunden und 19 Stunden, was der exponentiellen Phase
und der stationiren Phase entspricht, ergaben, dass sich 70% des Eap im Uberstand
befindet, wobei aber insgesamt mehr Eap in der stationdren Phase produziert wurde (Palma
et al. 1999). In Hinblick auf die Expression gibt es jedoch groRe Unterschiede zwischen den
einzelnen S. aureus Stammen, wobei das S. aureus Isolat Newman aufgrund der zuvor schon
beschriebenen Punktmutation im saeS-Gen besonders viel Eap produziert (Schafer et al.

2009, Mainiero et al. 2010).
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Peripherer
intravendser Katheter
© S. aureus oder ZVK

@ Eap

1

Eiithelzellen ﬁ

Blutgefal
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Abb. 1a: Ubersicht der Interaktionen von Eap mit verschiedenen Zelltypen und
Kunststoffmaterialien nach Einbringen eines Katheters in ein BlutgefaR. (Ergdanzt nach
Harraghy et al. 2003)

(1) Eap ist wichtig fiir die Adhasion an Epithelzellen, indem es sowohl die Adhéasion als
auch die Internalisierung von S. aureus unterstiitzt (Hussain et al. 2002, Kreikemeyer
et al. 2002, Haggar et al. 2003. Bur et al. 2013).

(2) Die Adhasion von S. aureus an Implantate oder Katheter ist im klinischen Umfeld
besonders wichtig. Eap kann an die Plasmaproteine binden, die am Fremdkorper
haften, oder es bindet via Eap-Eap-Interaktionen direkt an das auf dem Fremdkdrper
befindlichen Eap (Palma et al. 1999, Kreikemeyer et al. 2002).

(3) Eap ist beteiligt an der Adhasion und Internalisierung an Fibroblasten (Hussain et al.
2002, Kreikemeyer et al. 2002, Haggar et al. 2003).

(4) Eap bindet an ICAM-1 von Endothelzellen, was die Bindung von Leukozyten am ICAM-
1-Rezeptor blockiert und damit die Extravasation von Leukozyten verhindert
(Chavakis et al. 2002).

(5) Die Bindung von Eap an ICAM-1 auf Antigenprasentierenden Zellen (APC) kénnte die
Interaktion mit T-Zellen verhindern mit schweren Folgen fir das Immunsystem.
(Cabarfias und Hogg 1993, Rodriguez-Fernandez et al. 1999).

(6) Die Interaktionen von Eap mit T-Zellen verursachen den Tod der T-Zellen und
schwachen so die Immunabwehr (Lee et al. 2002).
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2.5.1 Interaktion mit eukaryontischen Zellen

Eap bindet an Fibroblasten und Epithelzellen, wie Untersuchungen von Hussain et al. (2002),
Kreikemeyer et al. (2002) und Haggar et al. (2003) zeigten. Wurde in den Versuchen eine eap
Mutante von S. aureus untersucht, konnte eine Reduktion der Adhasion um 80% erreicht
werden (Kreikemeyer et al. 2002). Wurde Eap anschlieend substituiert, konnte sowohl
beim Wildtyp als auch bei der eap Mutante ein Anstieg der Adhasion an Zellen beobachtet
werden. Dies belegt auch, dass die Bindung von exogenem Eap an die Zelloberflache
unabhangig vom endogen produzierten Eap ist und es mehrere Proteine auf der Oberflache
des Bakteriums geben muss, die Eap binden kénnen (Hussain et al. 2002). Des Weiteren
konnten Hussain et al. zeigen, dass Anti-Eap-Antikorper die Adhasion von S. aureus Newman
an Fibroblasten und Epithelzellen vermindern.

S. aureus war lange Zeit nur als extrazellularer Organismus bekannt. Verschiedene Arbeiten
konnten jedoch belegen, dass der Keim nicht nur an Epithelzellen, Endothelzellen und
Fibroblasten adharieren, sondern auch in diese eindringen kann. (Dziewanowska et al. 1999;
Peacock et al. 1999; Sinha et al. 1999, 2000). Dass die Invasion in diese Zellen auch von Eap
beeinflusst wird, zeigten Haggar et al. 2003, indem sie nachwiesen, dass ein S. aureus
Wildtypisolat besser in Endothelzellen eindringen kann als eine isogene eap Mutante des
Bakteriums. Wurde wiederum Eap exogen zugefiihrt, konnte sowohl die Internalisierung des
Wildtyps als auch der eap Mutante gesteigert werden, wohingegen die Internalisierung
durch Vorbehandlung mit Anti-Eap-Antikorpern vermindert wurde.

Diese Versuche wurden jedoch alle in statischen Systemen durchgefiihrt, um die Adhasion

an die verschiedenen eukaryonte Zelltypen zu untersuchen.

2.5.2 Storung der Angiogenese und Wundheilung

Infektionen mit S. aureus sind auch fir eine verzégerte Wundheilung bekannt und Eap
scheint auch bei diesem Pathogenesephanotyp eine wichtige Funktion zu ibernehmen. So
konnte belegt werden, dass Eap Entziindungszellen an der Einwanderung in das betroffene
Gewebe und die Neovaskularisation hemmt. Dies kommt durch ein vermindertes
Ausschitten von ICAM-1 und durch die daraus resultierende verminderte Aktivierung des
proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NFkB in Leukozyten zustande und durch eine

zusatzliche Verminderung der Expression des Tissue Faktors.
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Des weiteren blockiert Eap die ay-Integrin-vermittelte Endothelzellmigration sowie die
Kapillarneubildung in vitro und in vivo, und verlangsamt somit die Wundheilung

(Athanasopoulos et al. 2006).

2.5.3 Immunmodulation durch Interaktion mit ICAM-1

Eap ist auRerdem in der Lage, liber B2-Integrin- und Urokinase-vermittelte Signalwege die
Leukozytenreaktion zu inhibieren, wodurch eine Adhasion von Leukozyten an das Endothel
sowie eine Extravasation vermindert wird. Dartiber hinaus wird die Interaktion von ICAM-1
mit Mac-1 und LFA-1 (lymphocyte function associated molecule) blockiert, was eine negative
Interaktion von T-Zellen mit APCs hervorruft. Weiterhin wird durch die Anwesenheit von Eap
die Invasion von Makrophagen und Neutrophilen in infiziertes Gewebe unterdriickt, und
dadurch die Immunabwehr empfindlich gestort. Ebenfalls zeigten Mause, die mit einem Eap-
positiven Stamm infiziert wurden, im Falle einer bakteriellen Peritonitis ein 2 bis 3-fach
geringeres Neutrophilen-Recruitment als bei einer Infektion mit einem eap-negativen Stamm
(Chavakis et al. 2002, 2005, 2007).

Die antiinflammatorische Wirkung von Eap kann aber auch medizinisch von Nutzen sein. In
einer Studie von Xie et al. konnte 2006 gezeigt werden, dass Eap einen glinstigen Einfluss auf
den Verlauf der Multiplen Sklerose hat. Durch die Interaktion mit ICAM-1 und die Blockade
von By-Intergrin, die das Neutrophilen-Recruitment erschwert, wird die Adhasion und
Extravasation von T-Zellen markant vermindert. So kann im Mausmodell mit EAE die
Entstehung einer Autoimmunenzephalomyelitis verhindert werden. Es handelt sich bei der
EAE um eine experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis, die in der Maus als Tiermodell
flr Autoimmunerkrankungen des zentralen Nervensystems genutzt werden kann (Stromnes
et al. 2006, Kumar et al. 2015).

Ahnliche Ergebnisse existieren fiir ein Mausmodell der Psoriasis, in welchem gezeigt werden
konnte, dass Eap das T-Zell-Recruitment in die erkrankten Hautregionen vermindert und die
Krankheit deutlich gebessert wird (Wang et al. 2010).

Eap ist auch in der Lage, die Bindung von Neutrophilen an nicht-stimulierte und an TNFa-
stimulierte Endothelzellen zu verhindern, sodass im infizierten Gewebe eine geringere
Inflammation entsteht. Dies konnte sowohl unter statischen als auch unter

Flussbedingungen gezeigt werden (Haggar 2004).
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Versuche an peripheren mononukearen Blutzellen wurden 2005 ebenfalls von Haggar et al.
durchgefiihrt. Hier bewirkte Eap in niedriger Dosierung eine Proliferation dieses Zelltyps,
hatte jedoch in héheren Dosen eine Inhibierung der T-Zell-Proliferation zur Folge. Es kam bei
hoher Dosierung ebenfalls gehauft zum T-und B-Zell-Tod. Durch polyklonale Eap-Antikorper
konnte dieser zytotoxische Effekt verhindert werden.

Auch im Bereich der Tumortherapie kdnnte Eap von Nutzen sein. So konnte 2007 gezeigt
werden, dass Eap aufgrund seiner Eigenschaften die Adhasion und die Migration von
Tumorzellen zu verhindern, die Knochenmetastasierung bei Mamma-Karzinom deutlich

reduzieren konnte (Schneider et al. 2007).

2.6 S. aureus in der Tierzucht

Auch im veterinarmedizinischen Bereich ist S. aureus ein weit verbreiteter Erreger, und
besonders als Verursacher der Mastitis bei Milchkiihen bekannt (Reyher et al. 2012, Tiwari et
al. 2007).

Sogar in der Schweinezucht konnte MRSA als Kolonisationskeim nachgewiesen werden.
Durch den unkritischen Einsatz von Antibiotika in der Tierzucht konnte in einer neuen Studie,
die Schweinezuchtbetriebe an der Deutsch-Niederlandischen Grenze untersuchte, gezeigt
werden, dass 20,7% der Schweine mit MRSA besiedelt waren. In fast allen Zuchtbetrieben
konnte MRSA auch in Proben aus der Stallluft nachgewiesen werden, sodass die aerogene
Ubertragung, welche als Ubertragungsweg eher untypisch ist und auch das Personal des
Zuchtbetriebes gefahrden kann, in diesem Zusammenhang auch méglich ware
(Schmithausen et al. 2015).

Aber nicht nur Nutztiere, auch viele andere Haustiere wie Kaninchen oder Meerschweinchen
konnen Trager von MRSA sein, und deshalb spielen Krankheiten, die in Form von Zoonosen
vom Tier auf den Menschen lbertragen werden, eine immer grofRere Rolle (Agnoletti et al.
2014, Drougka et al. 2016).

Denoch sind die meisten tierpathogenen Isolate von S. aureus nach heutigem
Erkenntnisstand nicht auf den Menschen Ubertragbar. Was gelentlich vorkommen kann, ist
dass humanpathogene Isolate von Menschen auf Haustiere oder Tiere in der Tierzucht
Ubertragen werden und diese besiedeln, wodurch S. aureus wiederum andere Tiere und

Menschen besiedeln oder infizieren kann (Lee 2003).
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2.7 Von-Willebrand Faktor

Der von-Willebrand-Faktor (VWF) ist ein groBes und multifunktionales Glycoprotein, welches
aus Uber 2000 Aminosauren mit vier verschiedenen Repeats, die mit A bis D bezeichnet
werden, besteht, von denen jede wiederum 3 bis 4 Domanen besitzt (Titani et al. 1986).
Der vVWEF spielt eine entscheidene Rolle bei der Blutgerinnung. Zum einen transportiert und
stabilisiert er den Gerinnungsfaktor VI, welcher ohne vWF schnell abgebaut werden wiirde
(Lollar 1991).

Zum anderen vermittelt er die Bindung von Thrombozyten an das Gefdalendothel. Dies gilt
insbesondere fir GefdRendothelien, die hohen Scherkraften ausgesetzt sind, wie sie in
Kapillaren, an Herzklappen und an GefaRbifurkationen vorkommen (Sakariassen et al. 1979,
Sixma et al. 1984, Stel et al. 1985).

Sowohl die Endothelzellen der GefalRe, als auch die Thrombozyten selbst speichern vVWF in
Weibel-Palade-Korperchen oder in a-Granula (Metcalf et al. 2008, Nightingale und Cutler
2013). Das Makromolekil wird bei Verletzung oder hohem Fluss im Gefals von den
Endothelzellen freigesetzt, oder auch durch gezielte Stimulation aus Endothelzellen und
Thrombozyten. Bei Verletzungen der GefaBwand kann vWF auch an Proteine, besonders an
Kollagen vom Typ | und Ill der extrazellularen Matrix, welches unter der Endothelzellschicht
liegt, binden (Sixma und deGroot 1991, Sadler et al. 1991, Ruggeri und Ware 1993). Die
Aktivierung von Endothelzellen flhrt zu einer raschen Ausschittung von vWF an deren
luminaler Seite (Goerge et al. 2002). Direkt nach der Sekretion wird der vWF durch den
Blutfluss entlang des Endothels gestreckt und bildet so ultralange vVWF-Faden (ULVWEF), die
sich nun auf den intakten Endothelzellen befinden und durch eine Protease geschnitten
werden konnen (s. Kap. 2.6) (Dong et al. 2002).

Um wiederum eine Thrombozytenadhdsion und -aggregation zu bewirken, muss sich der
VvWEF zu groRen Multimeren von bis zu 15 MDa uber Disulfid-Briicken verbinden.
Thrombozyten interagieren mit vWF-Multimeren, wozu auch der ULVWF gehort, Gber den
Gplb- und den GPIIb/Illa-Komplex, (Ruggeri et al. 1983) wobei der Gplb-Komplex fir den
initialen Kontakt zwischen Thrombozyt und vVWF verantwortlich ist, wahrend Gpllb/llla erst
nach Aktivierung der Thrombozyten eine Bindung an vWF vermitteln kann (lkeda et al.

1991).
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Diese beiden Bindungsarten sind wesentlich fir die Adhdsion von Thrombozyten an vVWF
unter Flussbedingungen mit hoher Scherkraft. In diesem Fall entsteht die Bindung durch die
Al-Domaéne des VWF, welche von Gplb erkannt wird (Sixma et al. 1991).Des Weiteren
vermittelt ein Arg-Gly-Asp-Motiv die Bindung an die C1-Domane durch Gpllb/llla auf
aktivierten Thrombozyten (Berliner et al. 1988).

Im Gegensatz zu der globularen Form des vWF ist in der ULVWF Variante unter Fluss die
Gplba Bindungsstelle exponiert, an welche Thrombozyten mit sehr hoher Affinitdt binden
kdnnen (Dong et al. 2002). Dieser wichtige und erste Schritt der Blutgerinnung ist auch
entscheidend bei Entzlindungsreaktionen im Korper. Petri et al. konnten 2010 zeigen, dass
der ULVWF unter Flussbedingungen ein Schliisselprotein fiir die Extravasation von

Leukozyten durch intaktes Endothel darstellt (Petri et al. 2010).

Abb. 1b: Adhdrente Thrombozyten [griin] am ULVWF [rot] unter Flussbedingungen von
10dyn/cm?, im Hintergrund sind die Zellkerne der Endothelzellen [blau] und die
Endothelzellen selbst[Hellfeld] zu sehen.
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2.8. ADAMTS-13 (A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 13)

ADAMTS-13 ist eine zinkhaltige Metalloprotease, welche in der Lage ist, vWF-Multimere und
deshalb auch ULFWF-Faden zu schneiden und damit eine tGberschiefende Blutgerinnung zu
verhindern (Dong et al. 2002).

Seit den friihen 1980er Jahren ist bekannt, dass die Thrombotische-Thrombozytopenische
Purpura (TTP) durch ungewdhnlich lange vVWF-Multimere entsteht und bei den Betroffenen
zu einer unkontrollierten disseminierten intravasalen Gerinnung flihrt, wodurch Thromben
im kompletten Kérper entstehen. Sie entstehen durch IgG-Antikdrperbildung gegen
ADAMTS-13, wodurch das Enzym irreversibel gghemmt wird (Furlan et al. 2001).

Auch schwere Entziindungsreaktionen wie SIRS, Sepsis oder die Thrombotisch-
thrombozytopenische Purpura (TTP) kénnen Aktivitdat von ADAMTS-13 herabsetzen und so
die Spaltung von vWF-Multimeren beeintrachtigen was zu GefaRverschlissen und

Thrombenbildung fihren kann (Reiter et al. 2005, Tsai et al. 2009).

2.9. Interaktion von vVWF mit S. aureus

Bereits im Jahr 2000 wiesen Hartleib et al. nach, dass S. aureus mittels Protein A an vVWF
binden kann, es gelang damals jedoch nicht, Versuche unter Flussbedingungen
durchzufiihren (Hartleib et al. 2000).

2002 wurde ein weiters VWF bindendes Protein (vWbp) identifiziert, welches sehr spezifisch
an den vWF bindet und in allen untersuchten S. aureus Stammen gefunden werden konnte.
Es wurde identifiziert als von den Bakterien sezerniertes, 16sliches Protein, da es keine
Zellwandverankerung besitzt. (Bjerketorp et al. 2002) Zwei Jahre spater zeigte dieselbe
Arbeitsgruppe, dass vWbp eine Koagulaseaktivitat besitzt und menschliches Plasma
erfolgreich koagulieren kann (Bjerketorp et al. 2004). Erst vor kurzem konnte jedoch
zusatzlich gezeigt werden, dass vWbp auch unter Flussbedingungen an die A1-Domane des
vWEF, im Sinne eines flussabhangigen Anstiegs der Adhasion von S. aureus an das Endothel,
zu binden vermag und vermutlich einen der wichtigsten Bindungsfaktoren fiir S. aureus an
aktiviertes Endothel darstellt (Claes et al. 2014). Da schon altere Arbeiten zeigten, dass die
beiden fiir die Expression von Virulenzfaktoren in S. aureus bedeutenden regulatorischen
Loci agr und sar fiir die Bindung des Pathogens an Fibrinogen und vWF unter

Flussbedingungen von Bedeutung sind (Shenkman et al. 2001) und die fiir vWbp und Eap
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kodierenden Gene vwb und eap dhnliche Promotorelemente enthalten (Harraghy et al.
2008), lag die Vermutung nahe, dass neben vWbp mdglicherweise auch Eap zur Bindung der

Staphylokokken an ULVWF beitragt.

2.10 Bedeutung der Dissertation und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es daher, zu untersuchen, welche Rolle Eap bei der Adhasion von S.
aureus an ULVWF unter physiologischen Flussbedingungen spielt.

In einer Kooperationsarbeit mit der experimentellen Dermatologie des Universitatsklinikums
Mannheim konnten wir bereits 2013 den Wirtsfaktor, welcher fir die Bindung von
Staphylokokken an das aktivierte GefaBendothel verantwortlich ist als ULVWF identifizieren.
Der Bindungspartner auf Seite der Staphylokokken war zu diesem Zeitpunkt allerdings noch
nicht bekannt, weshab wir Eap als einen wichtigen Bindungspartner an den ULVWF
vermuteten.

Mit Hilfe der in der Arbeit beschriebenen Untersuchungsmethoden ist es uns gelungen, zu
zeigen, dass Eap fiur die Bindung von Staphylokokken an intaktes, aktiviertes Endothel Giber
ULVWEF unter Flussbedingungen wichtig ist. Des Weiteren konnte von uns gezeigt werden,
dass S. aureus auch in vivo Giber ULVWF an aktiviertes Endothel zu binden vermag.

Beide Befunde liefern neue Erkenntnisse, wie S. aureus in der friihen Phase der Endokarditis
selbst unter starken Scherflussbedingungen an intaktes aber aktiviertes Endothel zu binden
vermag und tragen eventuell dazu bei, neue Therapieoptionen im Kampf gegen S. aureus

induzierte Infektionen des Endothels zu finden.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Bakterienstamme

Stamm Veranderung Beschreibung
SA113 Keine S. aureus Laborstamm
SA113 Aeap SA113 Derivat, das kein Eap | Gen fiir eap im Genom nicht

produziert

vorhanden, eap-Homologe
aber noch vorhanden

S. aureus Cowan |

Fur die Versuche wurden die
Bakterien mit CSFE markiert
(s. Protokoll)

S. aureus Newman

Aktivierung von SaeRS durch
eine Punktmutation und
Fehlen der
Fibronektinbindeproteine A
und B

3.1.2 Nahrmedien

Als Nahrmedium wurde bei allen Versuchen Miiller-Hinton-Bouillon (Carl Roth GmbH + Co.

KG, Karlsruhe) verwendet. Der pH-Wert des Mediums betragt 7,4+0,2. Der Zusatz eines

Antibiotikums zur Selektion war nicht erforderlich, da die eap-Mutation im Genom des

Bakteriums verankert ist.

Zusammensetzung in g/l:
- Rinderinfusion.......ccceeviveiieive v 2,0
= MaAISSEArKe..ueee et 1,5

- Pepton aus Casein (saures Hydrolysat)......17,5

21g des Mediums werden in einem Liter destilliertem Wasser unter Riihren geldst. Danach

wird die Losung mit einem Filter der PorengréRe 0,22um (MILLIPORE Steritop der Firma

Merck) steril filtriert. Das Medium wurde nicht autoklaviert, sodass die darin vorhandene

Starke und Zucker noch fir Mikroorganismen verwertbar war.
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Miller-Hinton-Bouillon wurde fiir alle Versuche benutzt, da es sich um ein reiches Medium

handelt, das auch fir anspruchsvolle Mikroorganismen geeignet ist und einheitlich

hergestellt werden kann. Das Wachstum von Staphylokokken wird vom Hersteller mit ,,gut”

angegeben.

Fir die Anzucht der Bakterienstimme aus dem Gefrierschrank(-80°C) wurden Trypticase-

Soja-Agarplatten mit 5% Schafblut der Firma BD Biosciences verwendet. Der pH-Wert des

Agars betragt 7,2+0,1. Auch hier wurden keine Antibiotika zur Selektion der Bakterien

eingesetzt.

Zusammensetzung in g/l:

- Casein, tryptisch verdaut

- Sojapepton.....icceecceneenen,

- Natriumchlorid

3.1.3 Materialien fiir die Anzucht der eukaryoten Zellen

Material

Hersteller

Verwendung

Medium 199 + Earle’s salts

PAA Laboratories GmbH,
Pasching Austria

Medium fur HUVECs

EGM-2

Lonza, Walkersville MD
USA

Wachstum der HUVECs in
den Slides (Nahrmedium)

0,05% Trypsin-EDTA

Gibco, Paisley UK

Losen der HUVEC vom
Flaschenboden

0,5% Gelatine

Herstellung im Labor

Coaten der Slides

PBS (Phosphate buffered saline)

Herstellung im Labor

Waschen der Zellen

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure)

Herstellung im Labor

Pufferlosung fur Zellen
und Bakterien
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PBS wurde im Labor selbst in folgender Zusammensetzung in g/l hergestellt:

- 8,0g Natriumchlorid (NaCl)

- 0,2g Kaliumchlorid (KCl)

- 1,78g Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO4 - 2H,0)

- 0,27g Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4)

Die HUVEC stammen von freiwilligen und gesunden Spendern der Universitatsfrauenklinik in

Mannheim (Aktenzeichen des Ethikvotums: 2010-237N-MA). Die Zellen wurden im Labor aus

frischen Nabelschniiren extrahiert (s. Protokoll) und fir Versuchszwecke in Flaschen mit

oben genanntem Medium bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

3.1.4 Materialien fiir die Farbung der Bakterien

Material

Hersteller

Verwendung

FITC (Fluorescein-5-
isothiocyanat)

Invitrogen Molecular Probes

Farben der Bakterien nach
Protokoll

TRITC
(Tetramethylrhodamin-5-
isothiocyanat)

Invitrogen Molecular Probes

Farben der Bakterien nach
Protokoll

Natriumhydrogencarbonat
NaHCOs

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe

Herstellung Farbepuffer

Natriumcarbonat
Na>COs3

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe

Herstellung Farbepuffer

3.1.5. Materialien fiir die Versuchsdurchfiihrung

Material

Hersteller

Verwendung

Erythrozyten

Freiwillige gesunde Spender

Herstellung eines
physiologischen Mediums
far die Versuche

HEPES (2-(4-(2-
Hydroxyethyl)- 1-
piperazinyl)-
ethansulfonsaure)

Sigma Aldrich, Seelze,
Germany

Pufferlosung fir
Erythrozyten und Bakterien

Histamin 10mM

Stimulation der HUVEC

Lambda-DNA

Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA

Stabilisierung der ULVWF-
Faden
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Die verwendeten Erythrozyten stammen von gesunden, freiwilligen Spendern und wurden

aus Vollblut durch Zentrifugation gewonnen. Die Erythrozyten wurden mehrfach mit HEPES

gewaschen und anschlieRend abzentrifugiert (s. Protokoll). Es kann deshalb davon

ausgegangen werden, dass keine Plasmaproteine und Enzyme mehr vorhanden sind, wie z.B.

ADAMTS -13, die die Fadenbildung beeintrachtigen kénnten.

Der Versuchsansatz fiir einen Versuch betrdagt 4 ml und setzt sich folgendermaRen

Zzusammen:

- 2,908 ml HEPES
- 20 pl Histamin
- 72 pl Bakteriensuspension

- Lambda-DNA (je nach Versuchsaufbau)

3.1.6 Materialien fiir die Farbung der Objekttrager

1 ml Erythrozyten (s. Protokoll zur Gewinnung von Erythrozyten)

Material Hersteller Verwendung
Polyclonal Rabbit Anti- Deko, Glostrup Denmark Erster Antikérper zum
Human von Willebrand Farben der Objekttrager
Factor

Alexa Fluor 555 IgG goat anti | Invitrogen, USA
rabbit

Zweiter Antikoérper zum
Farben der Objekttrager

Natriumdihydrogenphosphat- | Merck KGaA, Darmstadt,

Herstellung Farbepuffer fir

Dihydrat Germany die Objekttrager

NaH;PO4

di- Merck KGaA, Darmstadt, Herstellung Farbepuffer fir
Natriumhydrogenphosphat- | Germany die Objekttrager

Dihydrat

Bovine Serum Albumin (BSA) | PAA Laboratories GmbH,
Pasching Austria

Herstellung Farbepuffer fir
die Objekttrager

DAPI (4,6-Diamino-2- Sigma Chemie, Deutschland | Farbung der Zellkerne auf
phenylindoledihydrocholid) den Objekttrager
Normal goat IgG R&D Systems, Minneapolis Herstellung der Blocklésung

fir Objekttrager
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3.1 Material

3.1.7 Das IBIDI®-Pumpsystem und Slides

Das IBIDI Pumpensystem setzt sich aus verschiedenen Bestandteilen zusammen, die in ihrer
Gesamtheit ein System ergeben, welches den Blutfluss durch GefalRe imitieren kann.

Das System besteht aus einer Computer-kontrollierten Pumpe, an welche die Flusseinheit
angeschlossen wird. In der Flusseinheit befindet sich das passende Set zur Perfusion der
Objekttrager. Dieses besteht aus Reservoiren fiir die Flissigkeit, zuflihrenden Schlduchen
und den passenden Adaptern fiir die Objekttrager. Die Sets sind in verschiedenen GroRRen
erhaltlich, je nach gewiinschter Flussrate.

Fiir die Steuerung der Pumpe und zur Berechnung der Flussraten wird die PumpControl-
Software von IBIDI verwendet.

Das System wurde fiir die Untersuchung der Auswirkung von Scherkraften auf Zellkulturen
entwickelt und erlaubt die direkte Beobachtung der Zellen sowie die Aufnahme von
Immunfluoreszenzsignalen unter geeigneten Mikroskopen. Auf diese Weise kdnnen die
Flussbedingungen im arteriellen oder vendsen System unter Laborbedingungen nachgeahmt
werden.

In allen IBIDI-Systemen herrscht ein laminarer Fluss, so dass die unidirektionale FlieRrichtung
in Arterien oder Venen sehr gut untersucht werden kann.

Die entsprechenden Bilder zur Auswertung wurden fir alle in vitro Versuche mit dem

CellObserver Mikroskop (ZEISS Deutschland, Oberkochen, Deutschland) durchgefiihrt
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3.1 Material

Inkubator

Pumpe

Objekttrager

Computer

Abb. 2: Uberblick liber das IBIDI®-Pumpsystem mit seinen Bestandteilen.

Uber einen Computer mit entsprechender Software wurde die Pumpe gesteuert, die einen
konstanten Fluss liber den Objekttrager erzeugt. Innerhalb eines Inkubators befanden sich in
unserem Versuchsaufbau die Behalter mit den Bakterien und Erythrozyten in Puffer, sowie
ein zusatzlicher Behalter flr PFA, welches als Fixierungsmittel verwendet wurde.

3.1.8 Software

Fiir die photometrische Messung der optischen Dichte der Bakteriensuspensionen wurde
das System Gen5® (BioTek Instruments, Bad Friedrichshall, Deutschland) verwendet.

Am Fluoreszenzmikroskop wurde fir die Visualisierung der Objekttrager und zur Auswertung
die Software ZEN 2012°® von Carl Zeiss verwendet. Fir die Bildbearbeitung (Invertieren der
Bilder) wurde IrfanView64 Version 4.42 genutzt.

Zur statistischen Auswertung und grafischen Darstellung wurden GraphPadPrism® Version 5

und Microsoft Excel® 2016 eingesetzt.
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3.1.9. Riickenhautkammer

Die Rickenhautkammer stellt eine hervorragende und etablierte Methode dar, um
Mikrozirkulation und Angiogenese in vivo zu beobachten. Sie besteht aus zwei
symmetrischen Titanrahmen mit jeweils einem 11,8 mm grofRen Beobachtungsfenster. Des
Weiteren sind drei grolRe Bohrungen fiir das Anbringen der Schrauben und Muttern
vorhanden und am oberen Rand mehrere kleine Bohrungen um die Kammer an der Haut mit
Nahten zu befestigen. Das Komplettgewicht betragt nur etwa 3,2 g, sodass die Kammer sehr
leicht ist und die Tiere in ihrem normalen Verhalten wenig beeintrachtigt sind.

Bei allen in vivo Versuchen kam ein Zeiss Axiotech Mikroskop (ZEISS Deutschland,

Oberkochen, Deutschland) zum Einsatz.

3.1.10. Versuchstiere

Die Versuchstiere stammen aus der Versuchtierhaltung der Universitatsklinik Mannheim. Es
handelt sich um C57BL/6 Wildtypmause und deren von-Willebrandfaktor-Knockout-Mutante
C57BL/6 VWF-/- aus hauseigener Zucht der Abteilung fir experimentelle Dermatologie. Es
wurden vorwiegend mannliche Tiere mit einem Mindestalter von 8 Wochen und einem
Mindestgewicht von 25g eingesetzt. Alle Tierversuche wurden unter der

Genehmigungsnummer 39/11 durchgefiihrt.
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3.2 Methoden

3.2.1 Versuchstiere fiir die Flussversuche mit Riickenhautkammer

Flr die Durchfiihrung der in vivo Versuche mit dem Modell der Riickenhautkammer wurden
C87BL/6 Wildtypmause und deren von-Willebrandfaktor-Knockout-Mutante C87BL/6 VWF-/-
aus hauseigener Zucht an der Universitatsklinik Mannheim verwendet. Die Durchfiihrung der
Tierexperimente erfolgte nach Vorgabe des Tierschutzantrages 37/2011 entsprechend der
tierschutzrechtlichen Bestimmungen, im S2-Tierstall des Instituts fir Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene, Universitat des Saarlandes.

Zum Aufbau der Riickenhautkammer wurden ausschlielRlich gesunde, geschlechtsreife
Mause mit einem Mindestalter von 8-10 Wochen und mindestens 25 g Kérpergewicht
verwendet. Flir den Zeitraum des Experiments (etwa eine Woche nach Praparation der
Rickenhautkammer) wurden die Mause in einem klimatisierten Raum bei 12-stlindigem Tag-
Nacht-Rhythmus in Einzelkafigen im Institut fur klinische-experimentelle Chirurgie (IKEC) in
Homburg/Saar gehalten. Am Tag des Versuches wurden sie nach Anlage eines
Karotiskatheters in das S2-Tierlabor des Instituts fir Medizinische Mikrobiologie gebracht.
Standardlaborfutter (Altromin, Lage) und Wasser waren fiir die Tiere uneingeschrankt

verfligbar. Das Wohlbefinden der Mause wurde taglich kontrolliert.

3.2.2 Praparation der Riickenhautkammer

Zum Aufbau der Riickenhautkammer wird die Maus mittels intraperitonealer Anasthesie
narkotisiert (Ketamin 50-200mg/kg KG und Xylazin 5-10mg/kg KG). Nach Uberpriifung des
Versuchstieres auf Schmerzreize mittels des Zwischenzehenreflexes wurde die
Haarentfernung vorgenommen. Der Bereich des Riickens, welcher spater die Kammer tragt
sollte komplett frei von Fell sein. Im ersten Schritt wurden die Haare grob mit einem
Elektrokurzhaarschneider (Elektra Il GH 204; Aesculap, Tuttlingen) entfernt. Um das Fell
komplett zu entfernen wurde anschlieBend eine chemische Depilation mittels Creme (Pilca
med Creme, Asid Bonz, Boblingen) durchgefihrt.

Das freigelegte Hautareal wurde anschlieRend mit warmem Wasser gereinigt um anhaftende

Reste der Creme zu entfernen. AnschlieBend wurde das Tier abgetrocknet um einer
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Auskihlung entgegenzuwirken. Eine Hautdesinfektion wurde zum Schutz vor Infektionen der
Kammer am trockenen Tier durchgefiihrt (Octenisept®, Schiilke & Mayr GmbH,
Norderstedt).

Das Versuchstier wurde nun in Bauchlage gebracht und mit weichen Kompressen gepolstert.
Die Augen wurden zum Schutz vor Austrocknung mit Augensalbe (Bepanthen® Augen- und
Nasensalbe, Bayer, Leverkusen) benetzt.

Die verschiebbare Rickenhautfalte wurde entlang der Mittellinie angehoben, die in der Haut
verlaufenden GefaRe dienten dabei als Orientierung.

Mit zwei Haltenahten aus handelsiblichem Nahgarn wurden das kraniale und das kaudale
Ende der Riickenhautfalte an einem Stativ befestigt, so dass die Haut aufgespannt wurde.
Unter diaphanoskopischer Sicht wurde zuerst der hintere der beiden Titanrahmen mit 4
Stichen an der Oberkante der Riickenhautfalte angenaht. Dabei ist auf die Unversehrtheit
der grolRen GefdaRe im Schulterbereich des Tieres zu achten. Mit einem Skalpell praparierte
man nun zwei Locher fur den Durchtritt der beiden unteren Schrauben des Titanrahmen:s.
AnschlieBend wurde das spatere Sichtfenster der Riickenhautkammer mit einem
Permanentmarker auf der Haut markiert und das Tier vom Stativabgenommen und auf eine
stabile Unterlage gelegt. Damit es nicht zu einem Verrutschen kam, wurde die Haut an den
beiden unteren Schrauben mit Hilfe von zwei GefaRklemmen fixiert.

Unter einem Stereo-Operationsmikroskop (Wild M650; Leitz, Schweiz) wurde im zuvor
markierten Bereich die Kutis, Subkutis, Retraktormuskulatur und subkutanes Fettgewebe
vorsichtig mittels mikrochirurgischer Instrumente auf einer Hautseite entfernt.

Die GrolRe des zirkuldaren Ausschnittes sollte etwa 15 mm betragen und die GroRe des
Beobachtungsfensters von 11 mm leicht Gberschreiten um eine Gewebekompression und
damit eine Minderversorgung der verbleibenden Haut nach Anbringen des vorderen Teils
des Rahmens zu verhindern.

Danach wurde der vordere Teil des Rahmens angebracht und mit den passenden
Edelstahlmuttern an drei Punkten verschraubt. Der Abstand der beiden Rahmen sollte
idealerweise 400-500 um nicht tberschreiten. Im letzten Schritt wurde die Kammer mit
steriler Kochsalzlésung (NaCl 0,9%, B.Braun AG, Melsungen) gespiilt und das Deckglas (@
11,7 mm, Menzel, Braunschweig) in das Beobachtungsfenster eingelegt, wo es durch

Adhésion gut anhaftete. Zur Sicherung wurde ein Sprengring (Sicherungsring DIN 472,
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Wiirth®, Kiinzelsau-Gaisbach) im Titanrahmen des vorderen Teils der Kammer eingebracht,
und damit das Deckglas im Beobachtungsfenster fixiert.

Wahrend der kompletten Versuchsdurchfliihrung war so eine uneingeschrankte Sicht auf das
Gefallsystem der Rickenhaut vorhanden. Wahrend der Aufwachphase wurden die Tiere in
Einzelkafig verbracht und mit einer Infrarotlampe vor Auskiihlung geschiitzt.

Nach der Praparation der Kammer wurden die Versuche erst nach 48-72h fortgesetzt um
den Tieren eine Erholungszeit nach der Narkose und Operation zu gewahrleisten.

Die Rickenhautkammer wurde von Tieren gut toleriert, sie zeigten stets ein normales Putz-

und Fressverhalten (Menger et al. 2002, Laschke et al. 2005).

Abb.3: Schema einer Maus mit Riickenhautkammer.
A: Titanrahmen, B: Sprengring, C: Beobachtungsfenster mit Deckglas
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3.2.3 Versuchsdurchfiihrung

Nach einer angemessenen Erholungszeit von 48-72h wurde den Tieren ein Karotiskatheter
durch Prof. Dr. M. Laschke (Institut fur klinisch-experimentelle Chirurgie Homburg/Saar)
gelegt. Auch hierfir waren die Tiere wie zuvor beschrieben narkotisiert worden. Im
Anschluss wurden sie in das S2-Tierversuchslabor des Instituts fiir Medizinische
Mikrobiologie verbracht, wo die weiteren Versuche durchgefihrt wurden.

Dafir wurde unter sterilen Bedingungen das Deckglas entfernt und die Zellen der Gefalle mit
TNF-a stimuliert. Anschlielend wurden unter Intravitalmikroskopischer Kontrolle CFSE-
markierte Zellen des S. aureus Stamms Cowan | (iber den Karotiskatheter gespritzt. Fiir die
intravitale Mikroskopie wurde ein Zeiss Axiotech Mikroskop (Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) mit einer 100 W Quecksilberlampe verwendet. Die Lampe war an einen
Auflichtfilterblock fiir Blau (450-490nm Anregung; >520nm Emissionswellenldange), Griin
(530-560nm; >580nm) und Ultraviolett (330-390nm; >430nm) angeschlossen, wobei 10x und
20x Objektive zum Einsatz kamen. Die Bilder der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie
wurden mit einer mit dem Mikroskop verbundenen Videokamera (FK6990; Pieper, Schwerte,
Deutschland) zur spateren Auswertung mittels DVD aufgezeichnet.

Die Adhasion der Bakterien am GefaRendothel wurde in regelmaligen Abstdanden
dokumentiert und das Experiment nach 30 min post bakterieller Inokulation beendet.

Die Euthanasie der Versuchstiere erfolge mit Pentobarbital 2,5-5,0 ml/kg KG (Narcoren©
16g/100ml, Merial GmbH, Deutschland) Die Auswertung der Bilder erfolgte durch Karin

Pappelbaum (Experimentelle Dermatologie, Universitatsklinikum Mannheim).

3.2.4 Farbung der Bakterien mit CFSE fiir die in vivo-Versuche

Vor der Versuchsdurchfiihrung an den Mausen wurden die Bakterien im Labor wie folgt
vorbereitet.

Zwei Tage vor der Inokulation in die Tiere wurde der Stamm S. aureus Cowan | auf SBA
ausplattiert und anschlieend bei 37°C tGber Nacht inkubiert.

Am folgenden Tag wurde eine Vorkultur mit 10ml LB-Medium angesetzt und wiederum bei

37°C Gber Nacht bei 150 rpm inkubiert.
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Am Versuchstag wurden 10 ml TSB mit 100 pl der Uber-Nacht-Kultur angeimpft und diese
Kultur erneut bei 37°C und 150 rpm inkubiert. Die Kultur sollte so lange inkubiert werden bis
eine ODggo von 3 bis 4 erreicht wurde, dies nimmt etwa 4 Stunden in Anspruch.

Die gesamte Kultur wurde anschlieend bei 4000 x g fiir 10 min abzentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und das Sediment wird in 10 ml PBS aufgenommen und so lange
gemischt bis es sich vollstandig gelost hat.

Es wurde wiederum die ODgoo gemessen (Verdiinnungsfaktor 1:10) und CFSE im Dunkeln
aufgetaut. Erneut wurde die Suspension bei 4000 x g abzentrifugiert, der Uberstand wurde
verworfen und das Sediment in PBS resuspendiert. Im Anschluss wurde 1 ml der ODsgo
Suspension in ein frisches Reaktionsgefall gegeben. Dieser Ansatz reicht flr zwei Tiere, falls
mehr Tiere inokuliert werden sollen, miisste die entsprechende Menge an 1 ml Aliquote
vorbereitet werden.

Die nachfolgenden Schritte sollten ohne direkte Lichteinstrahlung erfolgen um ein
Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffs zu vermeiden.

25 pl der 10 mM CFSE-Lésung wurden zum 1 ml Aliquot der Bakterienkultur hinzugegeben
und gut gemischt, danach wurde das Gemisch fiir 15 Minuten bei 37°C und 500 rpm im
Dunkeln inkubiert. Alle 5 Minuten wurde das Gemisch kurz invertiert um eine gute
Durchmischung zu erreichen. Nachfolgend wurde das Gemisch fir 2 Minuten bei 12000 x g
zentrifugiert und den Uberstand vollstindig abgenommen. Das Pellet wurde zweimal in 1 ml
PBS gewaschen.

Das hergestellte Pellet wurde in 350 pl PBS resuspendiert und fiir maximal 5 bis 10 Sekunden
mit der Ultraschallnadel (100 W) behandelt. Im Ansatz wurde dann die ODsgo gemessen
(Verdiinnungsfaktor 1:20), welche zwischen 18 und 22 liegen sollte. Das Fluoreszenzsignal
der gefarbten Bakteriensuspension wurde dann in 100 ul mittels des microplate reader
Wallac Victor? (Perkin Elmar, Programm CSFE) gemessen, die RLU sollte hier >700.000 sein.
Mit 10 pl der gefarbten Bakteriensuspension wurde eine Verdiinnungsreihe mit PBS
angesetzt und die Verdiinnungsreihen 10 bis 10" wurden auf SBA ausplattiert. Die
beimpften Platten wurden wieder bei 37°C lGber Nacht inkubiert, es sollte sich dann eine CFU

von 5-6x10°/ml ergeben.
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3.2.5 Auswertung der Daten aus den Tierversuchen

Die Auswertung der Versuche mit Wildtyp- und von-Willebrand- Faktor Knockout Mausen
erfolgte durch Karin I. Pappelbaum aus dem Institut flr experimentelle Dermatologie der

Universitatsklinik Mannheim.

3.2.6 Anzucht der Bakterien fiir die Flussversuche

Die verschiedenen Bakterienstamme wurden alle zuerst auf Tryptic-Soy-Broth Agar (TSB-S)
angezlchtet, dem 5% Schafblut zugesetzt sind (BD Biosciences).
Die Bakterien wurden aus dem Gefrierschrank bei -80°C mit Hilfe einer Impfschlinge auf dem

Agar ausgestrichen und anschliefend im Brutschrank bei 37°C und 5%CO; fiir 12 h inkubiert.

3.2.7 Anzucht in Flissigmedium

Als Flissigmedium wurde Mueller-Hinton-Bouillon verwendet.

Es wurde eine Vorkultur als Uber-Nacht-Kultur angelegt, dazu wurden 10 ml des Mediums
verwendet (Culture-Flask-Volume 1:10), welches mit Bakterien von der Agarplatte beimpft
wurde.

Fiir die Flussversuche wurden 25 ml des Mediums pro Stamm mit den Bakterien der
Vorkultur beimpft und auf eine Start-ODgsgo von 0,05 fotometrisch eingestellt.

Die Kulturen wurden in einem Schttelinkubator bei 37°C und 230 rpm fiir 4 bzw. 24

Stunden inkubiert.

3.2.8 Kryokonservierung der Bakterienstamme

Um die Bakterienstamme spater noch verwenden zu kénnen und eine immer gleiche
Qualitat der Bakterien wahrend der kompletten Studie zu garantieren, wurden aus einer
Ubernachtkultur 850 pl Bakteriensuspension mit 150 pl Glycerin 99,5% (getrocknet)
gemischt und in ein Kryotube gegeben. Die Aufbewahrung erfolgt im Gefrierschrank bei -

80°C.
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3.2.9 ELISA zur Bestimmung der von Willebrand-Faktor Ausschiittung

Um eine Stimulation der HUVEC durch Eap auszuschlieRen, wurde in Vorversuchen ein ELISA
durchgefiihrt. Es wurde die Ausschiittung von vVWF unter Eap-Einfluss unter statischen
Bedingungen gemessen. Die HUVEC wurden dazu in Zellkulturschalen bis zur Konfluenz
angezogen und danach mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen von Eap (4 pug und 40ug)
stimuliert. Nach 15 Minuten wurde der Uberstand der HUVEC abgenommen, welcher
anschlieBend fiir den ELISA verwendet wurde.

Als Coating-Antikorper wurde DAKO A0082 (Rabbit Anti-Human Von Willebrand Faktor,
Agilent Technologies, Santa Clara, USA) verwendet und zur spateren Detektion wurde der
Antikorper DAKO P0226 (Peroxidase-Conjugated Rabbit Anti-Human Von Willebrand Faktor,
Agilent Technologies, Santa Clara, USA) benutzt. Die ELISA-Untersuchungen wurden
zusammen mit Natalia Halter (Technische Assistentin in der Experimentellen Dermatologie in

Mannheim) durchgefiihrt.

3.2.10 Protokoll zur Gewinnung und Aufreinigung der Erythrozyten

Alle Erythrozyten, die fiir die folgenden Versuche verwendet wurden, stammen von
gesunden, freiwilligen Spendern und wurden aus deren Vollblut wie nachfolgend
beschrieben isoliert:

Nach der Zentrifugation wurde das Blutplasma mit allen Gerinnungsfaktoren, Proteinen und
Enzymen sowie der Buffy coat, der alle Leukozyten enthalt, abgesaugt.

Die ibrigen zellularen Bestandteile des Blutes, jetzt hauptsachlich Erythrozyten, wurden in
15ml Tubes Uberfihrt, und diese Tubes mit HEPES komplett befiillt. Daraufhin erfolgte die
erneute Zentrifugation unter den oben genannten Bedingungen fiir 10 Minuten. Diese Art
der Resuspension in HEPES und der Zentrifugation wurde noch 3 bis 4 Mal wiederholt, um
sicherzustellen, dass keine Thrombozyten, Fibrinogen oder Gerinnungsfaktoren mehr
vorhanden sind, welche das Flusssystem durch Koagulation mit Erythrozyten okkludieren
konnten. Des Weiteren dient diese Art der Aufreinigung der kompletten Entfernung von
ADAMTS-13 aus dem Flusssystem, welche ansonsten die durch den Fluss generierten
ULVWEF-Faden abschneiden wiirde.

Die so gewonnenen Erythrozyten wurden anschlieflend bis zu ihrer Verwendung bei 4°C

gelagert.
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3.2.11 Vorbereiten der Objekttrager

Die Objekttrager (von IBIDI 0,2um Luer) werden unter sterilen Bedingungen unter einer
Sterilbank geoffnet. Es sollte auf Sterilitat geachtet werden, da die Zellen sonst kontaminiert
sind und fur die Versuche nicht mehr verwendet werden kénnen.

Um den Objekttrager zu beschichten wird Gelatine (0,05%) im Wasserbad auf 37°C erwdrmt
und jeweils 50 pl pro Slide luftblasenfrei in den Einlass gegeben. Die Beschichtung der
Innenseite der Objekttrager dient dem besseren Anhaften und Wachstum der Zellen.

Die Objekttrager wurden anschlieBend in Petrischalen gegeben und fir 2 Stunden im

Brutschrank bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

Abb. 4: Objekttriger der Firma IBIDI 1%2*™ Luer Einlass und Auslass.
Die blauen Pfeile zeigen die Flussrichtung lber die adharenten und konfluenten HUVEC
(orange), im Hintergrund der Zellen ist das Zellmedium in rosa dargestellt.
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3.2.12 Objekttrager mit Gelatine beschichten

Nach 2 Stunden kénnen die Objekttrager aus dem Brutschrank geholt und die (ibrige
Gelatine abgesaugt werden.

Die Objekttrager werden nun mit EGM-2 durchspiilt und alle vorhanden Luftblasen entfernt.
Pro Slide sollten zum Durchspiilen ca. 1 ml EGM-2 verwendet werden. Es ist darauf zu
achten, dass weder Einlass noch Auslass leerlaufen, um ein Austrocknen der Objekttrager zu
verhindern.

Die Aufbewahrung der Objekttrager sollte so erfolgen, dass Einlass und Auslass je zu etwa

2/3 gefullt sind.

3.2.13 HUVEC-Gewinnung

Die HUVEC (Human umbilical vein endothelial cells) stammen von gesunden Spendern der
Universitatsfrauenklinik und der Hedwigsklinik in Mannheim. Die frischen Nabelschnire
wurden im Labor prapariert und die Zellen mithilfe von Kollagenase aus der
Nabelschnurvene geldst.

Die Zellen wurden vor ihrer Aussaat auf die Objekttrager fir 2 Tage mit Medium 199+Earle’s

salts in Flaschen im Brutschrank inkubiert, und bei Bedarf gesplittet.

Protokoll zur Gewinnung von Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs):

Alle HUVEC, die fir die nachfolgenden Versuche verwendet wurden, wurden in Absprache
mit der Hedwigsklinik Mannheim und der Universitatsfrauenklink Mannheim fiir
Versuchszwecke zur Verfligung gestellt.

Alle Nabelschniire wiesen eine Lange von mindestens 20 cm auf und waren auf der
kompletten Lange nicht durch Nabelschnurklemmen beschadigt. Die verwendeten
Nabelschniire wurden direkt nach der Geburt in sterile Behalter mit HEPES tberfiihrt und
maximal 12 Stunden bei 4°C bis zur Extraktion der HUVEC gelagert.

Im Labor wurden die Nabelschniire unter sterilen Bedingungen aus den Transportgefdllen
entnommen und auf ihre Unversehrtheit Gberprift. Danach wurden beide Enden der
Nabelschniire nochmals angeschnitten, die Nabelvene aufgesucht, und diese mit einer
stumpfen Knopfsonde sondiert. Beide enden wurden anschlieRend mit GefalRklemmen
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verschlossen und die Vene mit einer sterilen Einmalspritze gefillt mit HEPES durchgespliilt.
Dadurch wurden Blut und restliche Koagel in der Nabelschnurvene entfernt und diese auf
Unversehrtheit tGberprift.

Als nachstes wurde die Vene mit 0,2% Kollagenase Il in HEPES-Puffer gefillt um die HUVEC
abzul6sen, dafiir wurde die komplette Nabelschnur bei 37°C im Wasserbad fiir 15 Minuten
inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit wurde die Nabelschnur mehrmals mit einer Klemme
beklopft um das Ablésen der Zellen zu unterstiitzen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde
die Nabelschnur aus dem Wasserbad genommen und die HUVEC mit HEPES in ein
Sammelgefald gesplilt. Jede Nabelschnur wurde noch zweimal mit HEPES nachgespiilt um
sicher zu gehen, dass moglichst viele Zellen gesammelt werden konnten. Die Zellen wurden
nach Extraktion bei 280 rcf fiir 5 Minuten zentrifugiert um ein Zellpellet herzustellen. Die
Zellen wurden dann resuspendiert, ausgezahlt und in EBM-2 Medium in einer T25-
Kulturflasche ausgesat. Die HUVEC wurden bei 37°C und 5%CO, weiter im Brutschrank

bebritet und bei Bedarf gesplittet.

3.2.14 HUVEC ernten und aussaen

Bevor die Zellen verwendet wurden, wurde mittels Mikroskop kontrolliert, ob die Zellen gut
gewachsen sind, ob die Zellen noch vital sind und ob sie am Flaschenboden einen
konfluenten Zellrasen gebildet haben.

Die HUVEC wurden auf einer Styropor-Unterlage in die Sterilbank gestellt und das
vorhandene Medium abgesaugt.

Die Zellen wurden daraufhin einmal mit 5 ml PBS gewaschen und dieses anschlieBend
wieder abgesaugt.

Im nachsten Schritt wurden 2 ml Trypsin 0,05%-EDTA in die Flasche gegeben um die
Zellverbindungen zu spalten, sodass sich die Zellen vom Flaschenboden ablésen. Das Trypsin
sollte nur kurz (30 s bis 1 min) auf die Zellen einwirken, da diese sonst durch die
enzymatische Aktivitat des Trypsins zerstort werden.

Unter dem Mikroskop konnte kontrolliert werden ob sich die HUVEC vom Flaschenboden
abgeldst haben und nun frei in der Losung schwimmen.

Um die Trypsinaktivitat zu stoppen wurden 5 ml Medium 199 + Earle’s salts zugegeben und

der Inhalt der Flasche gut gemischt.
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AnschlieBend erfolgte die Uberfiihrung der Zellsuspension in ein 50ml Falcon®. Diesem
Falcon® wurden nun 10 pl entnommen und fiir die Auszahlung der Zellen in der Neubauer-

Zahlkammer verwendet.
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Abb.5: Neubauer-Zahlkammer mit vier Quadraten fiir die Auszdhlung der Zellen unter dem
Mikroskop (Wikipedia commons kein Copyright)

Das Falcon® mit der restlichen Zellsuspension wurde in die Zentrifuge gegeben und bei 280
rcf fiir 5 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert, der Uberstand wurde danach vorsichtig

abgesaugt.

Die Zellsuspension, die auf die Objekttrager gebracht wird, sollte mindestens 2400 Zellen/pl
enthalten, optimal sind 3000 Zellen/ul.

Man benotigt pro Objekttrager 100 ul Zellsuspension, so dass sich die Menge der
Objekttrager an der Menge der Zellen pro Kulturflasche orientiert. In einer vollen
Kulturflasche befinden sich 1,5 bis 2 Millionen Zellen, diese reichen fiir 5 bis 6 Objekttrager.

Das Zellpellet wurde nun in der ausgerechneten Menge EGM-2 resuspendiert.

Mit 100 pl Zellsuspension pro Objekttrager wurde der Kanal mit Zellen durchgesplilt, dabei
wurde mit einer Pipette immer wieder den Auslass abgesaugt und erneut die abgesaugte
Zellsuspension in den Einlass gegeben. Unter dem Mikroskop wurde auf eine gleichmaRige
Verteilung der Zellen geachtet.

Im Anschluss wurden die Objekttrdager erneut in den Brutschrank gestellt, um die Zellen

adhdrieren zu lassen und nach 2 Stunden nochmals das Medium gewechselt.
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Im Anschluss konnten die Zellen im Inkubator auf einen Schiittler gestellt werden, um einen
Fluss im Objekttrager herzustellen nachdem sich die Zellen bei ihrem Wachstum ausrichten
konnten, dieser entsprach 1dyn/cm?.

Das Medium wurde jeden Tag gewechselt, da der Objekttrager nur eine geringe Hohe besitzt
und generell wenig Medium und somit Nahrstoffe fiir die Zellen vorhanden sind.

Das verbrauchte Medium wurde jeden Tag abgesaugt und durch 130 ul frisches EGM-2
ersetzt, um ein gutes Zellwachstum zu garantieren.

Fur die Versuche wurden nur Objekttrager mit konfluentem Zellrasen verwendet (ca. 1 x 107

Zellen/cm?)

3.2.15 Farbeprotokoll Bakterien

Die Bakterien wurden nach 4 bzw. 24 h Wachstum in ein 50 ml Falcon® Uberfihrt und
zentrifugiert um ein Bakterienpellet herzustellen. Der Uberstand (Medium) wurde

abgeschiittet und die Bakterien 2 x mit PBS gewaschen.

Ein Farbepuffer wurde aus 420 mg NaHCOs3 und 530 mg Na>COsin 10 ml Wasser hergestellt,
der pH-Wert des Puffers sollte 10 betragen.

Pro 25 ml Kultur wurden auBerdem 300 ul DMSO ben6étigt, dazu wird 1 mg FITC oder
alternativ TRITC gegeben.

Pro Bakterienkultur wurden 2,7 ml des Farbepuffers in ein 15 ml Falcon® geben und das
Gemisch aus DMSO und FITC bzw. TRITC zugeben. Diese Losung wurde gut gemischt und vor

Licht geschiitzt um ein Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffes zu verhindern.

In jedes Falcon® mit den in PBS gewaschenen Bakterien wurden dann 3 ml des Farbepuffers
geben und die Bakterien im Puffer gut resuspendiert.

Danach wurden die Falcons® fiir 30 min bei 37°C dunkel im Inkubator gelagert. Es ist darauf
zu achten, dass die Bakterien nicht wesentlich langer in der Farbelésung bleiben, da diese
aufgrund des DMSO zelltoxisch ist und bei langerer Exposition zu viele Bakterien absterben
wiirden.

Nach 30 min wurde das Bakterien-Farbepuffer-Gemisch bei 500 x g und Raumtemperatur fir

5 min abzentrifugiert um den Farbepuffer zu entfernen. Die gefarbten Bakterien wurden im
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Anschluss nochmals in 5 ml PBS gewaschen und erneut zentrifugiert um Riickstande zu
entfernen.

Das Bakterienpellet wurde dann in 1 ml PBS resuspendiert und fotometrisch auf eine ODsgo
von 1 eingestellt. AnschlieBend wurden die fertig gefarbten Bakterien im Kiihlschrank bei 4°C

bis zur Versuchsdurchfihrung (maximal 2 Stunden) aufbewahrt.

3.2.16 Versuchsaufbau und -durchfiihrung

Fir die Flussversuche wurde ein modifiziertes IBIDI-Pumpsystem verwendet. Es wurde so
verandert, dass noch ein drittes Behaltnis hinzugefligt werden konnte, um die Fixierung des

Objekttragers zu ermoglichen, ohne den Fluss lange unterbrechen zu missen.

3)

&—:ﬂl il

Abb. 6: Modifizierter Aufbau des IBIDI-Pumpsystems mit zusatzlichem Reservoir (1) fiir
Paraformaldehyd 4% (PFA 4%) ganz links
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Fur die komplette Versuchsdurchfiihrung wurden mit Gelatine beschichtete p-Slides 12 Luer

(Kanalhohe [Channel height] 200 um, Kanalvolumen [Channel volume] 50 pl) verwendet.

In dem in der Abbildung mit 1) gekennzeichneten Behalter befindet sich Paraformaldehyd
4%, welches nach dem Flussversuch zur Fixierung des Objekttragers verwendet wird.
In den beiden anderen Behaltern, in der Abbildung mit 2) und 3) gekennzeichnet, befindet

sich die Suspension aus Erythrozyten und Bakterien, die sich wie folgt zusammensetzt:

1 ml Erythrozytensuspension

72 ul mit FITC gefarbte Bakterien (S. aureus)

20 pl Histaminlosung

2908 ul HEPES als Pufferlosung

Alles wurde in ein 25 ml Falcon® gegeben und gut gemischt. Es handelt sich nun insgesamt
um 4ml Versuchslosung, die nun gleichmaRig auf beide Behalter 2) und 3) verteilt wurde.
Auch der Objekttrager wurde mit einer Suspension von 25% Erythrozyten und 75% HEPES
gespllt, um einen Hamatokritwert von 25% wahrend des kompletten Versuchs zu
gewadhrleisten.

Fiir die Simulation unter annahernd physiologischen Bedingungen des Versuches war ein
ausreichender Hamatokrit unbedingt erforderlich, um den Staphylokokken eine Bindung
zum Endothel zu ermoglichen, was ohne Erythrozyten weitestgehend nicht erfolgt. Als
Ursache hierfur wird der fehlende Fahraeus-Lindqgvist-Effekt angenommen. Zudem wurde
durch die Zugabe von Erythrozyten eine realitdtsnahe Viskositat des Flussmediums

gewahrleistet.

Durch die Stimulation mit Histamin (100 umol/I) wurde von den HUVECs der von Willebrand-
Faktor ausgeschuttet und durch den standigen Druck von 10 dyn/cm? elongiert (1 dyn
entspricht 10°N). Es handelt sich hierbei um einen hohen Druck auf das Endothel sowie
einen Scherfluss wie er zum Beispiel tiber einer Herzklappe herrscht.

Die Staphylokokkensuspension (3,6 x 107 CFU/ml) wurde nun fir 15 min Gber die HUVEC
gespllt, um eine Bindung an den von Willebrand-Faktor unter Flussbedingungen zu

ermoglichen.
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Im Anschluss wurde der Objekttrager fiir 10 min mit 4% wassriger Paraformaldehydlosung
gespult, um eine Fixation des Ergebnisses zu erreichen. Alle Objekttrager wurden danach bei

4°C bis zur Farbung gelagert.

3.2.17 Hinzufiigen von Eap

Fiir die Substitutionsversuche wurde aufgereinigtes Eap verwendet, welches nativ aus dem
S. aureus-Stamm Newman im Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene in
Homburg/Saar isoliert wurde. Es ist durch diese Art der Gewinnung frei von
Lipopolysacchariden (LPS), welche bei rekombinanter Gewinnung und unzureichender
Aufreinigung eventuell noch vorhanden sein kdnnen. Dadurch wird eine Stimulation der

Zellen durch LPS ausgeschlossen.

SA 113 Aeap wurde nach der Farbung fiir 90 Minuten mit aufgereinigtem Eap in der
Konzentration von 40 pg/ml bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert, um eine
Lichtinaktivierung des Fluoreszenzfarbstoffs zu verhindern.

AnschlieRend wurde alles bei 500 x g fiir 5 min abzentrifugiert, und der Uberstand
abgeschiittet. Das Bakterienpellet wurde nochmals in 500 ml PBS gewaschen und erneut
unter gleichen Bedingungen abzentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum abgeschiittet
und das verbleibende Bakterienpellet in einer geringen Menge PBS resuspendiert.

Analog zu den anderen Versuchen wird nun die ODsgo gemessen und auf 1 eingestellt. So
wurde mit allen Bakterienstammen, die in diesem Versuchsaufbau verwendet wurden

verfahren.

3.2.18 Hinzufiigen von Lambda-DNA

Fur einen Teil der Flussversuche wurde Lambda-DNA verwendet, um das Verknaulen von
langeren aus Blut gewonnenen DNA-Stlicken zu verhindern. Es handelt sich dabei um lineare
doppelstrangige Bakteriophagen-DNA mit einstrangigen komplementaren 12 Basenpaaren
langen 5‘-Enden, die insgesamt 48.502 Basenpaare lang ist.

Die Lambda-DNA wird bei -20°C gelagert, die Konzentration betragt 500 ug/ml. Fiir die
Versuche wurde eine Konzentration von 10 pg/ml eingesetzt, die DNA wurde hierzu direkt zu

der Versuchssuspension hinzugegeben.
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Fiir die Versuche mit DNA wurde folgende Zusammensetzung der Versuchssuspension

gewahlt, um den Hamatokritwert in allen Versuche konstant zu halten:

1 ml Erythrozytensuspension

72 ul mit FITC markierte Bakterien (S. aureus)
20 pl Histamin

2828 ul HEPES als Pufferlosung

80 pl Lambda-DNA

3.2.19 Farbeprotokoll Objekttrager

Zur Farbung der Objekttrager wurden drei verschiedene Farbepuffer bendétigt:

Puffer a): Natriumphosphatpuffer mit 4% Succrose
Puffer a): phosphatp

Daflir wurde Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) 0,1 M und
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO4) 0,1 M im Verhaltnis 1:7 gemischt.

Dazu wurden noch 8 g Succrose gegeben und alles vollstandig gelost.

Der Puffer hat einen pH-Wert von 7,4 und wurde im Kiihlschrank bei 4°C bis zur
Verwendung gelagert

Bei der Herstellung von Puffer a) sollte bei der Menge beachtet werden, dass 110 ml
flr die Herstellung von Puffer b) und c) bendtigt werden, sowie etwa 1ml pro

verwendetem Objekttrager.

Puffer b): Natriumphosphatpuffer mit 4% Succrose, 2% BSA und I1gG

Von Puffer a) wurden 10 ml abgenommen, 2% (=0,2 g) BSA (Bovine serum albumine)
hinzugegeben und gut gemischt

Aus Ziegen isoliertes IgG wurde im Verhaltnis 1:400 hinzugegeben, was 25 ul
entspricht

Lagerung bei 4°C

Puffer c): Natriumphosphatpuffer mit 4% Succrose und 0,5% BSA

Von Puffer a) wurden 100 ml abgenommen und 0,5% BSA (=0,5 g) hinzugegeben

Lagerung bei 4°C
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1.Arbeitsschritt:

Alle Objekttrager wurden nach der Fixierung bei 4°C gelagert und sollten vor der
Farbung wieder auf Raumtemperatur gebracht werden

Unter einer Sterilbank (Licht aus, um Fluoreszenz zu schiitzen!) wurde jeder
Objekttrager mit 1 ml vom Waschpuffer a) gespilt, dabei muss auf die Richtung
geachtet werden, um die von Willebrand-Faktor-Faden nicht abzureiRen

Danach wurde mit Blocklosung b) gespiilt, fir jeden Slide wurden hier 500 ul bendétigt
Die Blocklosung wurde im Kanal des Objekttragers nach dem letzten Durchspiilen

stehen gelassen und dunkel bei Raumtemperatur fir eine Stunde inkubiert.

2. Arbeitsschritt:

Antikorperlosung 1 ansetzen, dafiir wurden pro Slide 100 ul von Puffer c) und ein
polyklonaler, aus Kaninchen gewonnener, gegen den humanen von Willebrand
Faktor gerichtete Antikdrpermischung (Polyclonal Rabbit Anti-Human Von Willebrand
Factor, Dako, Glostrup, Denmark) bendtigt

Die Antikorperverdiinnung betragt 1:200 in Puffer c)

Alle Objekttrager wurden zuerst mit jeweils 1ml Puffer c) gespiilt um die Blocklosung
zu entfernen

Danach wurden 100 pl Antikorperlésung 1 auf jeden Objekttrager gegeben und
mehrmals hin und her pipettiert um eine gute Durchmischung zu erreichen

AnschlieBend wurden die Objekttrager dunkel bei Raumtemperatur fir 2 h inkubiert

3. Arbeitsschritt:

Herstellen von Antikdrperlosung 2 aus 100 pl Puffer ¢) und mit Alexa Fluor 555
markierter Ziege-anti-Kaninchen IgG Antikdrper im Verhaltnis 1:400

Nach Entfernen der Antikérperlosung 1 wurde jeder Objekttrager mit 1,5 ml
Waschpuffer c) durchgespilt und danach 100 pl Antikdrperlésung 2 auf jeden Slide
gegeben und mehrmals hin und her pipettiert

Erneut wurden alle Objekttrager dunkel bei Raumtemperatur fiir 2 h mit der

Antikorperlésung 2 inkubiert
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4. Arbeitsschritt:

e Im Anschluss wurden alle Objekttrager mit Puffer c) gewaschen
e Danach wurden 100 pl pro Objekttrager einer DAPI-Farbel6sung (1:1000 in PBS) auf

die Objekttrager gegeben und fir 10 min dunkel bei Raumtemperatur inkubiert

5. Arbeitsschritt:

e AnschlieBend wurde jeder Objekttrager mit 1,5 ml von Puffer c) gespult und danach
mit 1,5 ml Puffer a) gespuilt um alle Antikorper- und Farbstoffreste zu entfernen

e Im Anschluss wurde jeder Objekttrager mit 1,5 ml Millipore-Wasser durchgesplilt

e 300 ul DABCO-Molwiol wurden zur Fixierung in jeden Kanal gegeben und bei 4°C fiir
mindestens 30 min bis zur Aushartung gelagert, erst danach konnte mikroskopiert

werden.

3.2.20 Mikroskopieren und Auswertung der Daten

Nach Aushartung des DABCO-Molwiol konnten die gefarbten Objekttrager mikroskopiert
werden. Hierzu wurde ein Fluoreszenzmikroskop (Cell Observer, ZEISS Deutschland,
Oberkochen, Deutschland) mit einem 40x Objektiv verwendet. Die Adhasion der Bakterien
am von Willebrand Faktor wurde anhand von 30 zufillig ausgewahlten Bildern pro Slide
guantifiziert, welche mit der Software ZEN 2012 lite (Carl Zeiss, Jena Deutschland)
ausgewertet wurden.

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPadPrism Version 5 (GraphPad Software, La
Jolla, USA), p-Werte < 0,05 wurden dabei als signifikant, und p-Werte <0,01 als

hochsignifikant gewertet.
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4. Ergebnisse

Nach vielversprechenden Befunden von Karin Pappelbaum, die zeigten, dass ULVWF Faden
wesentlich zur Adhasion von S. aureus an intaktes Endothel unter Flussbedingungen
beitragen, wurden zur Untersuchung der Relevanz dieser Entdeckung im lebenden
Organismus Versuche mit der Riickenhautkammer an Mausen durchgefihrt. In diesem
Modell kdnnen Gefalle in der Haut mit Hilfe der Intravitalmikroskopie detailliert dargestellt

werden.

Im zweiten Teil der hier dargestellten Ergebnisse wurde die Rolle des bakteriellen Proteins
Eap bei der Bindung an ULVWF naher beleuchtet. Eap ist ein von S. aureus produziertes und
sezerniertes Protein, welches mannigfaltige Eigenschaften hat, unter anderem ist es auch als
wichtiger Adhdsionsfaktor bekannt. Die spezifische Bindung von Eap an ULVWF wurde

bislang jedoch nicht untersucht und soll nun Gegenstand dieser Dissertation sein.

Abb. 7: Modell der hier durchgefiihrten Versuche
Interaktion von ULVWEF [rot], einem wichtigen Gerinnungsfaktor auf der Wirtsseite
(freigesetzt von Endothelzellen) und Eap [blau] einem bekannten, bakteriellen
Adhdsionsmolekiil. Durch die Elonagtion von ULVWF mit dem Blutstrom [roter Pfeil] konnen
dort zirkulierende Bakterien an das GefalRendothel binden, Staphylokokken sind in griin
dargestellt (Abbildung nicht maRstabsgetreu).
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4.1. In-vivo Versuche mit Riickenhautkammer

In in vivo-Versuchen mit Wildtyp Mausen des Typs C57BL/6 und der dazugehdrigen
Knockout-Mutante C57BL/6 vVWF-/- derselben Mauslinie konnte gezeigt werden, dass die
Adhasion von Staphylokokken an die GefaBwand ohne von Willebrand Faktor deutlich
reduziert ist. Dies unterstreicht die Ergebnisse der in vitro Versuche am IBIDI-Flussmodell
und zeigt, dass auch im lebenden Organismus der Einfluss des von Willebrand-Faktors fir die
Adhdasion von S. aureus an die GefaBlwand von signifikanter Bedeutung ist (Abb. 8). Die
Knockout-Mause hingegen produzieren keinen von Willebrand-Faktor. Fiir die eingesetzten
Bakterien ist somit eine Bindung an das Endothel Giber den vWF bzw. die unter Fluss
entstehenden ULVWEF als Briickenmolekil nicht moglich. Laut unserer Hypothese, die in den
nachfolgenden Versuchen auch bestatigt werden konnte, war eine verminderte Bindung an

das GefaRendothel in vivo zu beobachten (Abb. 8).
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Abb.8: A Intravitale Fluoreszenzmikroskopie der an das Endothel gebundenen,
Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl Ester-(CFSE-)markierten S. aureus in
postkapillaren- und Sammelvenen der Riickenhautkammer nach Stimulation der Zellen mit
TNF-a. Der Messbalken entspricht 100 um. B VergroRerung der am Endothel gebundenen
Staphylokokken, Messbalken 50 um. C Quantitative Analyse der adharenten Bakterien pro
mm? Endotheloberfliche in den Venolen der mit TNF-a stimulierten Riickenhautkammern
der Wildtyp-Mause (blaue Balken) und der von Willebrandfaktor-defizienten Mause (weilRe
Balken), n=5-6. Die Daten wurden mittels Intravitalfluoreszenzmikroskopie erhoben, und
sind dargestellt als Mittelwert + SEM. Mann-Whitney U Test; *p<0,05 (Pappelbaum et al.,
Circulation 128:50-9)
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Es konnte zusatzlich festgestellt werden, dass die Adhdsion von S. aureus in etwas grolReren
Venolen mit einem Durchmesser von 31-50um in der vWF-defizienten Maus signifikant
abnahm (Abb. 8). (Pappelbaum et al. 2013)

Auf der Wirtsseite konnte nun ULVWEF als intravaskuldrer Bindungspartner fur S. aureus
identifiziert werden. Um die Rolle des bakteriellen Proteins Eap in diesem Zusammenhang
genauer zu untersuchen wurden im Folgenden weitere in vitro Versuche durchgefiihrt.
Daflir wurde das IBIDI-Flusssystem verwendet, welches liber einem konfluenten Zellrasen
aus HUVEC einen kontinuierlichen Fluss erzeugt. Die humanen Nabelschnurendothelzellen
fur die nachfolgenden Versuche wurden direkt aus Nabelschniiren von freiwilligen,

gesunden Spenderinnen gewonnen und nach Kultivierung in den Versuchen eingesetzt.

4.2. Nabelschnurspendervariabilitat

Aufgrund der groRen Unterschiede zwischen den einzelnen Spenderinnen der Nabelschniire
in Bezug auf die Anzahl der einzelnen Faden und der Fadenldange war es notwendig, die
Anzahl der adhdrenten Staphylokokken pro 100 um Faden zu bestimmen. Durch diese
Methode der Auswertung konnte die groRe Variabilitdt der Anzahl vorhandener ULVWF bei
den Spendern bericksichtigt werden. Um die Versuche moglichst so zu gestalten, dass
Wildtyp, Mutante und die Mutante mit exogener Substitution von Eap moglichst dhnlich
viele Adhasionsmoglichkeiten haben, wurden bei jedem Spender nach Moglichkeit
verschiedene Bakterien aus dem beschriebenen Versuchsaufbau getestet.

Nachfolgende Grafik zeigt die Unterschiede in der Stimulationsfahigkeit mit Histamin der
HUVEC bei den unterschiedlichen Spenderinnen (Abb. 9). Wahrend die HUVECs einzelner
Spenderinnen (Spender 1,2 und 3) nach Histaminstimulation zum Teil Gber 70 ULVWF Faden
pro Bildauschnitt produzierten, zeigten die Zellen anderer Spenderinnen (z. B. Spenderinnen
9 und 10.2) eine nur sehr geringe ULVWF Bildungsrate von zum Teil weniger als 10 ULVWF
Faden pro Bild (Abb. 9A).

Worauf diese Unterschiede bei den Spenderinnen zurlickzufiihren sind, ist noch Gegenstand
intensiver Forschungsarbeiten, denkbar sind jedoch genetische Faktoren und auch der

Einfluss von Noxen auf die Nabelschnurendothelzellen wahrend der Schwangerschaft.
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Abb. 9: Einfluss der Spenderzellen auf die Histamin-induzierte Ausschiittung und Bildung
von ultralangen von Willebrandfaktorfaden (ULVWF) unter hohem Scherfluss (10
dyn/cm?). Humane Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) verschiedener Spenderinnen
wurden in Gelatine-beschichteten Flusskammern (IBIDI) unter niedrigem Scherfluss (1
dyn/cm?) in EGM2 Medium zu einem konfluenten Zellrasen angezogen. Die Ausschiittung
und Bildung von ULVW wurde durch Zugabe von Histamin (100 uM) und gleichzeitiger
Erhéhung der Flussrate auf 10 dyn/cm? induziert. Die Anzahl der ULVWF Fiden (A) und die
Lange (B) der entsprechenden ULVWF Faden wurde 20 min nach Histaminzugabe
untersucht. Die Daten der in Duplikaten durchgefiihrten Experimente sind als Dot Plot
dargestellt, schwarze Querbalken zeigen die jeweiligen Mediane.

Auch bei der Lange der ULVWF Faden zeigten sich zum Teil groRe Unterschiede zwischen
den Spenderinnen (Abb. 9B). Welche Faktoren hierfiir ursachlich sind, ldsst sich zum
heutigen Zeitpunkt noch nicht abschlieend beurteilen. Eine Erklarung fiir diese Diskrepanz
konnte zum Beispiel eine unterschiedlich starke Aktivitdt des Enzyms ADAMTS-13 sein,

welche je nach Spenderin verschieden ausgepragt ist

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen ULVWF Fadenldange und -haufigkeit bei den
einzelnen Spendern zu identifizieren, wurde mit den in Abb. 9A und B dargestellten Werten

eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt (Abb.10).
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Abb. 10: Korrelationsanalyse mit Linearer Regression.

Analyse der Anzahl der Faden in Korrelation zur Lange der ULVWEF-Faden in Mikrometer aller
vorhandenen Objekttrager in allen Gruppen. Es ist eine deutliche positive Korrelation
zwischen der Anzahl der ULVWEF-Faden und der Lange der ULVWF-Faden zu erkennen, wobei
die jeweiligen Farben der einzelnen Spenderin (analog zu Abb. 9A und B) zugeordnet werden
kénnen. r? =0,9152 und p <0,0001.

Mit Hilfe dieser Korrelationsanalyse aller vorhandenen Objekttrager aus allen
Versuchsgruppen konnte eine eindeutige positive Korrelation zwischen der Lange der
ULVWF-Faden und der Anzahl der ULVWF-Faden pro Bild gezeigt werden. Dies unterstiitzt
die Hypothese, dass bei Spenderinnen, deren HUVEC besonders zahlreiche ULVWF-Faden
ausbilden, diese auch langer sind. Bei Spenderinnen mit weniger ULVWF-Faden stellen sich
diese sich auch deutlich kiirzer dar. Nur fiir eine Spenderin (Spenderin 1, s. Abb. 11) von
HUVECs konnte keine solche positive Korrelation zwischen der Lange der ULVWF-Faden und
der Anzahl der ULVWEF-Faden pro Bild beobachtet werden, da die Zellen dieser Spenderin
eine vergleichsweise geringe Anzahl an ULVWF-Faden pro Bildausschnitt aufwiesen, im

Durchschnitt aber vergleichsweise lange ULVWF-Faden produzierten (Abb. 9A, B und 10). Die

Ursache hierfiir konnte nicht identifiziert werden.

57



Lange der
ULVWF-Faden [um]

Lange der
ULVWF-Faden [pm]

Lange der
ULVWF-Faden [pm]

Lange der
ULVWF-Faden [pm]

Lange der
ULVWF-Féaden [um]

4. Ergebnisse

Nabelschnurspenderin 1

Nabelschnurspenderin 2

Nabelschnurspenderin 3

60004 100001 80004
5500 —_ —
8000
g £ 6000+
5000 $ 5 60004 28
0 3 @ B 40004
4500 2u =
! . b (i
< § 4000 < %
3 Z 20004
4000 S 2000 >
p-value: 0,1774 p-value: 0,0013 p-value: <0,0001
3500 . 1%0,2147 . o . . I,z: 0.3125 0 . . rf: 0,8456 ,
70 80 90 100 0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Anzahl ULVWF-Faden pro Bild Anzahl ULVWF-Faden pro Bild Anzahl ULVWF-Faden pro Bild
Nabelschnurspenderin 4 Nabelschnurspenderin 5 Nabelschnurspenderin 6.1
25001 1500~ 10001
2000 = £ 8004 °
2 10004 .=
1500+ 35 $ & 600
=} =}
[ D @
£ =i 400
1000 w & < L E
- - -
% 500 % .
5004 =) S 2004
p-value: 0,0007 p-value:<0,0001 . C ) p-value: <0,0001
o 12 0.3436 o 1% 0,9221 0 1% 0,8109
T T T — ] T T T T T T T
0 10 20 30 40 0 5 10 15 20 25 0 10 20 30 40
Anzahl ULVWF-Faden pro Bild Anzahl ULVWF-Faden pro Bild Anzahl ULVWF-Faden pro Bild
Nabelschnurspenderin 6.2 Nabelschnurspenderin 7 Nabelschnurspenderin 8
4000~ 20001 8004
3000+ E 15001 E 6001
25 35
=} o
2000 2 ¢ 1000 2 4004
[= ] i= !
Sz Sz
1000 2 5004 2 2004
=} o}
p-value: <0,0001 p-value: <0,0001 p-value: <0,001
0 . . 1208772 , 0 i 1% 0,8642 0 . . Ir2: 0.8073
0 20 40 60 0 20 40 60 0 10 20 30 40
Anzahl ULVWF-Faden pro Bild Anzahl ULVWF-Faden pro Bild Anzahl ULVWF-Faden pro Bild
Nabelschnurspenderin 9 Nabelschnurspenderin 10.1 Nabelschnurspenderin 10.2
40004 4000~ 20001
= E J
30004 E 30001 . . _ & 1500
25 3
20004 o ¢ 2000 “g’,g 10004
s @ L
3z -2
1000+ 2 1000+ > 5004
= ° L =}
p-value: <0,0001 . p-value: 0,0014 p-value: <0,0001
o i 107021 , o hd . . 1203112 o0 1% 0,8261
0 20 40 60 0 5 10 15 20 0 20 40 60
Anzahl ULVWF-Faden pro Bild Anzahl ULVWF-Faden pro Bild Anzahl ULVWF-Faden pro Bild
1000 Nabelschnurspenderin 11 Nabelschnurspenderin 12
10001
L
800 °
T 800
2
6001 3 & 6001
58
4004 Sd 400
-2
>
200 S 200
p-value: <0,0001 p-value: 0,0009
o . . rf: 07870 o . . rI2 0,4658
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Anzahl ULVWF-Faden pro Bild

Anzahl ULVWF-Faden pro Bild

Abb. 11: Korrelationsanalysen der einzelnen Spenderinnen.
Dargestellt sind als Punkte der obigen Dot Plots die einzelnen Bilder, die von den
Objekttragern aufgenommen wurden. Die Farben entsprechen denen in Abb. 9A und B,
sowie in Abb. 10.
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4.3 Stimulation der HUVEC mit Eap

Da von Eap bekannt ist, dass es eine Ausschiittung von TNF-a. in Endothelzellen induzieren
kann, sollte vor der Versuchsdurchfiihrung geklart werden, ob die Zellen durch Eap selbst,
dhnlich wie bei Histamin, in unserem experimentellen System dazu stimuliert werden

konnen, VWF freizusetzen. Dafir flihrten wir einen ELISA durch (Abb. 12).

VvWF ELISA
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Abb. 12: Verschiedene Konzentrationen von Eap waren nicht in der Lage, die HUVEC zu
stimulieren. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden ELISA-Untersuchungen
verwendet, als Positivkontrolle wurde Histamin (100 umol/l) verwendet, als Negativkontrolle
H,0. Uber den Balken ist die jeweilige Standardabweichung angegeben. Alle Messungen
wurden in Duplikaten durchgefiihrt.

Die Ergebnisse zeigten, dass Eap in den hier eingesetzten Konzentrationen von 4 bzw. 40

ug/ml nicht dazu in der Lage ist, HUVECs zum Ausschiitten von vWF zu animieren.
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4.4 Vergleich SA113 Wildtyp und Aeap Mutante

Um untersuchen zu kénnen, welchen Einfluss Eap auf die Adhasionsfahigkeit von S. aureus
an ULVWEF unter physiologischen Flussbedingungen hat, wurde parallel zum Wildtyp SA113
auch eine isogene SA113 Aeap Mutante untersucht, sowie die eap-Mutante, welche
nachtraglich mit Eap inkubiert wurde. Die Abbildungen 13 und 14 zeigen repradsentative
Bilder der einzelnen Bakterienderivate und die unterschiedlichen Kanale, die zur Auswertung

der Bilder aufgenommen wurden.
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Abb. 13: Reprédsentatives Bildbeispiel zum Vergleich der ULVWF Bindungsfahigkeit von SA113,
SA113 Aeap und SA113 Aeap+Eap. ULVWF-Faden sind in rot mittels Alexa Fluor 555 dargestellt,
Bakterien wurden vor der Versuchsdurchfiihrung mittels FITC gefarbt. Zellkerne der HUVEC sind

in blau nach DAPI-Farbung abgebildet. Die hier getesteten Bakterien wurden fiir 4 Stunden in
Kulturmedium angezogen und befanden sich in der exponentiellen Wachstumsphase.
Der Mal3stabsbalken entspricht 50 um.
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SA113 WT .

SA113 Aeap

Abb. 14: Reprasentatives Bildbeispiel von zwei verschiedenen Konditionen.
ULVWEF-Faden sind rot dargestellt und S. aureus wurde griin gefarbt. Bakterien in der
exponentiellen Wachstumsphase. Die MaRstabsbalken entsprechen 50um.
Die Zahl der untersuchten biologischen Replikate lag bei allen Versuchen bei 3-6 (n=3-6) mit
jeweils 2 technischen Replikaten. Da die Expression von Adhasionsfaktoren in S. aureus
durch die Wachstumsphase der Bakterienzellen maRgeblich beeinflusst wird (George et al.),
wurden in diesem Projekt S. aureus Zellen aus zwei verschiedenen Wachstumsphasen (4 und

24 h) verwendet. Die Ergebnisse sind in Abb. 15 graphisch dargestellt.
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Abb. 15: Vergleich von SA113 (orange), der eap Mutante (blau) und der eap Mutante,
welche nachtraglich mit Eap inkubiert wurde (rot). Links in der exponentiellen
Wachstumsphase nach 4 Stunden und rechts in der stationdren Phase nach 24 Stunden.
Aufgetragen sind in dieser Abbildung die adharenten Bakterien pro 100 um ULVWF-Faden
als Dot Plot. Alle Punktwolken sind mit ihren jeweiligen Medianen dargestellt, *p<0.05
(signifikant), **p<0.01 (hochsignifikant), alle statistischen Auswertungen mittels Mann-
Whitney-Test. Anzahl der Objekttrager n=3-5 mit jeweils 2 technischen Replikaten.

Diese Versuche zeigten, dass sich die Adhdsion an ULVWF bei exponentielle Phase-Zellen der
eap Mutante in etwa halbiert (Abb. 15). Interessanterweise konnte dieser Effekt durch
Zugabe von exogenem Eap, welches aus dem S. aureus Stamm Newman isoliert wurde,
wieder aufgehoben werden. Bei genauerem Betrachten ist zudem erkennbar, dass sich die
Adhasion durch Zugabe von exogenem Eap im Vergleich zum Wildtyp sogar noch steigern
|asst. Dieselben Versuche mit Bakterien aus der stationdren Phase zeigten hingegen keine
signifikanten Unterschiede im Adhasionsverhalten an ULVWF zwischen den einzelnen
Gruppen. Die externe Zugabe von Eap zu den stationare-Phase Zellen der eap Mutante
fuhrte aber, wie schon bei der 4 h Kultur zu beobachten war, zu einer tendenziellen
Erhohung der Bindungsfahigkeit an ULVWF unter Fluss. Vergleicht man zudem alle sechs
Gruppen, das heillt jeweils die drei Versuchsgruppen zu den zwei unterschiedlichen

Zeitpunkten, wird deutlich, dass sowohl SA113 WT als auch die eap Mutante, welche mit Eap
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inkubiert wurde, in ihrem Bindungsverhalten an ULVWF in Hinblick auf die Wachstumsphase
signifikante Unterschiede aufwiesen. Beide Zelltypen zeigten in der exponentiellen
Wachstumsphase eine klar erhéhte Bindungsfahigkeit an ULVWEF als ihre entsprechenden
Pendants aus der stationdaren Phase. Bei der eap Mutante ist der Unterschied zu den zwei

verschiedenen Zeitpunkten hingegen nicht erkennbar.

4.5 Die Rolle der freien DNA im System

Da in jlingerer Vergangenheit publizierte Untersuchungen darauf hin wiesen, dass
extrazelluldre DNA (eDNA) an ULVWF zu binden und diesen zu stabilisieren vermag (Grassle
et al. 2014), und auch von S. aureus angenommen wird, dass er an eDNA binden kann (M.
Bischoff, personliche Mitteilung), wurde in den nachfolgenden Untersuchungen dieses
Szenario in vitro nachgestellt. AuBerdem sollte zusatzlich der Einfluss von eDNA auf das
Bindeverhalten von S. aureus an ULVWEF in diesem System untersucht werden. Hierzu wurde
dem System Lambda-DNA hinzugefiigt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb.

15 dargestellt.
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Abb. 16: Vergleich von SA113 Wildtyp und der eap Mutante jeweils ohne und mit
(schraffiert) extrazellularer DNA. Dargestellt sind adharente Bakterien pro 100um ULVWEF-
Faden. *p<0.05 (signifikant), **p<0.01 (hochsignifikant), alle statistischen Auswertungen
mittels Mann-Whitney-Test. Anzahl der Objekttrager n=3-5 mit jeweils 2 technischen
Replikaten, schwarze Querbalken stellen die Mediane dar.
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Die Zugabe von eDNA in das Flusssystem ergab weder fiir den Wildtyp, noch fiir die eap
Mutante eine markante Steigerung des Bindeverhaltens an ULVWF unter der getesteten
Scherflussrate. Ebenfalls zeigte sich auch in den eDNA supplementierten Proben kein
erhohtes Bindeverhalten des Wildtyps an ULVWF im Vergleich zur isogenen eap-Mutante,
wobei sich der Unterschied zwischen den beiden SA113 Derivaten im Vergleich zu den nicht
mit eDNA erganzten Proben etwas verringerte, was jedoch nicht signifikant war. Auch die
Unterschiede im Bindungsverhalten der eap Mutante war tendenziell etwas hoher, verfehlte
aber Signifikanzniveau.

Da fuir eDNA bereits eine stabilisierende Wirkung auf ULVWF beschrieben wurde (Grassle et
al. 2014), sollte des Weiteren der fadenstabilisierende Effekt von eDNA im Rahmen dieser
Arbeit adressiert werden (Abb. 17). Dies wurde auRerdem untersucht um Effekte auf die

Adhasion der Bakterien ndher zu betrachten und eventuelle Einfllisse feststellen zu kbnnen.
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Abb.17: Einfluss von eDNA auf die durchschnittliche ULVWF-Fadenlange der mit SA113
bzw. der SA113 Aeap Mutante behandelten, Histamin-stimulierten Spenderzellen.
Dargestellt ist die durchschnittliche Fadenldnge des ULVWF in um, die Mediane sind als
schwarzer Querstrich dargestellt, links ohne und rechts mit Zugabe von extrazellularer DNA
im Flusssystem, ns=nicht signifikant laut Mann-Whitney-Test. Anzahl der Objekttrager n=3-5
mit jeweils 2 technischen Replikaten
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Anders als bei Grassle et al (2014) beobachtet konnte im Rahmen dieser Arbeit jedoch kein
signifikanter Einfluss von eDNA auf die Fadenlange, im Sinne einer fadenstabilisierenden
Eigenschaft von eDNA beobachtet werden. Dieser Effekt war auch unabhangig davon,

welche Art von Bakterium, also SA113 WT oder SA113Aeap, vorhanden war. (s. Abb. 17)

4.6 Clusterbildung am ULVWF

S. aureus ist bekannt dafir, in Clustern aufzutreten. Da Eap sowohl an sich selbst, an die
bakterielle Zellwand als auch an diverse Wirtsmolekiile binden kann und so die Aggregation
von S. aureus Zellen fordert (Kreikemeyer et al. 2002), wurde zusatzlich die Adhasion
bakterieller Cluster an ULVWF unter den beschriebenen Flussbedingungen untersucht. Als
Cluster von Bakterien wurde hierbei eine Ansammlung von mehr als flinf zdhlbaren
Bakterien definiert. Hier zeigte sich ein klarer Unterschied im ULVWEF-Bindeverhalten
zwischen der mit Eap supplementierten SA113 Aeap Probe und den Wildtyp bzw. SA113
Aeap Proben in den 4 Stunden Kulturen (Abb. 18).
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Abb. 18: Einfluss der Wachstumsphase der Bakterienkulturen auf die Adhdsion von
Bakterienclustern an ULVW-Faden unter hohem Scherfluss.

Dargestellt ist die Anzahl adharenter Cluster pro mm ULVWEF-Faden, die Mediane der
jeweiligen Bakterienderivate sind als schwarzer Querstrich dargestellt. Die ersten drei
Werteansammlungen stellen den Zeitpunkt nach 4 Stunden dar, die letzten drei
Wertesammlungen stellen den Zeitpunkt nach 24 Stunden dar. *p<0.05 (signifikant), alle
statistischen Auswertungen mittels Mann-Whitney-Test. Anzahl der Objekttrager n=3-5 mit
jeweils 2 technischen Replikaten.

Wenn Zellen aus der friihen Wachstumsphase genutzt wurden, adharierte eine signifikant
erhohte Anzahl an Cluster der Eap substituierten SA113 eap Proben an ULVWF als die
entsprechenden Wildtyp und SA113 eap Proben, wahrend sich zwischen den Wildtyp und
SA113 eap Proben keine klaren Unterschiede im Adhdsionsverhalten ergaben. In den 24 h
Kulturen hingegen war dieser Unterschied nicht mehr sichtbar. Hier zeigten alle drei
Probentypen eine dhnlich niedrige Adhasion von Clustern an ULVWF. Im Vergleich der
beiden Eap substituierten SA113 eap Probengruppen hingegen zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den 4 h und 24 h Kulturen, in denen die 4 Stunden Proben eine

deutlich hohere Clusteradhéasionsrate an ULVWF aufwiesen als die 24 h Proben.
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Um den Einfluss von eDNA auf die Adhasionsfahigkeit von S. aureus Clustern an ULVWF zu
ermitteln, wurden die Bilder zusatzlich in Hinblick auf diesen Aspekt ausgewertet. Die

Ergebnisse sind in Abb. 18 dargestellt.
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Abb. 19: Einfluss von eDNA auf die Adhasion von Bakterienclustern an ULVW-Faden unter
hohem Scherfluss.

Dargestellt sind adharente Cluster pro mm ULVWF und die Mediane der jeweiligen
Bakterienderivate als schwarzer Querstrich, links ohne und rechts mit Zugabe von
extrazelluldarer DNA im Flusssystem. Alle Wertegruppen sind mit ihrem jeweiligen Median
dargestellt, ns=nicht signifikant laut Mann-Whitney-Test, n=3-5 bei jeweils 2 technischen
Replikaten.

Durch Zugabe von eDNA kommt es bei Wildtyp Zellen zu einer tendenziell vermehrten
Anbindung von Bakterienclustern an ULVWF-Faden, wahrend bei der eap Mutante dieser
Effekt ausbleibt. Eine signifikante Steigerung der Bindung von Bakterienclustern an ULVWF
konnte aber nicht gezeigt werden, lediglich ein Trend in Richtung vermehrte Bindung. Bei
der eap Mutante scheint sich eher ein Trend in die entgegengesetzte Richtung zu zeigen,
denn hier erscheint die Adhasion durch die Zugabe von eDNA eher vermindert. Diese
Ergebnisse sind aber auch nicht signifikant, und zeigen einen ahnlichen Trend wie bei den

Wildtyp-Zellen (Abb. 19).
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4.7. Endothelbindung von S. aureus

Vorarbeiten von Karin Pappelbaum belegten, dass S. aureus unter Flussbedingungen zwar
bevorzugt an ULVWF bindet, zum Teil aber auch unabhangig von diesem
Wirtszellmatrixmolekil an Endothel zu binden vermag, wenn auch nur zu einem geringen
Teil (Pappelbaum et al. 2013). Daher wurde auch im Rahmen dieser Arbeit das relative
Bindeverhalten von SA113 und der isogenen eap-Mutante, sowie der mit Eap substituierten
Mutante an ULVWF, an den globuldren vWF (gvWF) und an das Endothel ohne sichtbare

Beteiligung des von Willebrand-Faktors im Allgemeinen bestimmt (Abb. 20).
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Abb. 20: Vergleich der verschiedenen Staimme Wildtyp (orange), Aeap (blau) und Aeap
nach Inkubation mit Eap (rosa) in der exponentiellen Wachstumsphase (A) und in der
stationdaren Wachstumsphase (B).

Hier erfolgte die Einteilung nach Adhasionsort. In der ersten Teilgrafik sind alle Derivate von
S. aureus am ULVWF abgebildet in der zweiten Teilgrafik alle Derivate am globuldaren vWF
und im letzten Teil, die Staphylokokken, die an das Endothel, unabhdngig vom vWF
gebunden haben. Angegeben ist die relative Adhasion in % im Vergleich zur
Gesamtadhasion.

Hier zeigt sich in der exponentiellen Wachstumsphase ein gemischtes Bild, indem kein
bevorzugter Adhasionsort von S. aureus zu erkennen ist, da keine signifikanten Unterschiede

feststellbar waren.
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Werden die selben Werte der unterschiedlichen Stdamme jedoch nach 24 Stunden
Wachstumszeit, also in der stationdaren Wachstumsphase verglichen, fallt die hohe relative
Adhasion aller Versuchsstamme am globuldaren vWF auf. Am ULVWF und am Endothel ist die
relative Adhasion deutlich niedriger. Nachgewiesenermalien ist Protein A der
Bindungspartner auf Seiten der Bakterien um an die globulare Form des vVWF zu binden.
Hierbei muss jedoch bedacht werden, dass diese Bindung nur auf Systemen mit niedrigeren

Flussgeschwindigkeiten zutrifft, was bei diesem Versuchsaufbau nicht der Fall war.

Aus dieser Abbildung wird ersichtlich, dass bei allen Stammen die vWF-vermittelte Adhasion,
deutlich im Vordergrund steht. Addiert man die Prozentzahlen der SA113 welche an ULVWF
oder an den globuldaren vWF gebunden haben, stellt sich heraus, dass der vVWF generell ein
sehr wichtiges Adhadsionsmolekil des Wirtes darstellt, denn die Bindung direkt Gber das
Endothel kommt nur zu einem deutlich geringeren Prozentsatz vor.

Auch wenn bei SA113 Aeap insgesamt weniger Zellen am vWF adharieren, sind prozentual
an der Gesamtadhasion immer noch relativ viele an einer Form des vVWF gebunden (an der
globuldaren Form oder am ULVWEF-Faden). Auch hier ist wieder deutlich erkennbar, dass die
Adhasion von S. aureus nicht nur von einem Faktor abhangt, sondern ein multifaktorielles

Geschehen ist, in das viele Adhdsionsmolekile involviert sind.

AbschlieBend soll zuséatzlich noch die Gesamtadhasion gezeigt werden, um die Unterschiede
in der Adhasion der einzelnen Derivate im Gesamten aufzuzeigen. Die Adhéasion orientiert
sich bei dieser Art der Auswertung an der Gesamtadhasion des Derivates SA113 WT in der
exponentiellen Wachstumsphase, welche als 100% angenommen wurde (Abb.21). Alle
anderen Derivate wurden damit in der Gesamtadhdsion verglichen, was sich in der Héhe der
einzelnen Balken widerspiegelt. Darliber hinaus zeigen die Unterteilungen der Balken den
prozentualen Anteil an die drei verschiedenen Adhasionsorte ULVWF, globularer vWF

(gvWF) und an das Endothel.
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Abb. 21: Gesamtadhasion aller S. aureus Derivate in der exponentiellen (4h) und in der
stationdren Phase (24h). Die Werte von SA113 WT in der exponentiellen Wachstumsphase
wurden als 100% Adhdsion angenommen, alle anderen Werte entsprechend. Die einzelnen

Unterteilungen der Balken zeigen die prozentuale Verteilung an die verschiedenen
Adhasionsorte zu den verschiedenen Zeitpunkten nach 4 Stunden (exponentielle
Wachstumsphase) und 24 Stunden (stationdare Wachstumsphase).

Hier wird wieder deutlich, dass in der exponentiellen Phase deutlich mehr Bakterien
insgesamt an das Gefallendothel binden. Die Unterschiede zwischen dem Wildtyp-Stamm
und der eap Mutante scheinen auch hier auf den ersten Blick nicht so grof3 zu sein.
Betrachtet man jedoch schon die erhohte Gesamtadhésion der eap Mutante und der eap-
Mutante, welche nachtraglich mit Eap inkubiert wurde, werden die Unterschiede wieder

deutlicher.
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5. Diskussion

Die Adhasion von Staphylococcus aureus an das Gefalendothel und an andere Wirtszellen ist
schon seit langem Gegenstand der mikrobiologischen Forschung und fiir die Entstehung der
fr dieses Pathogen charakteristischen Krankheitsbilder, wie beispielsweise der infektidsen
Endokarditis, hochst interessant. Aus vorhergehenden Untersuchungen ist bekannt, dass S.
aureus auch durch Eap dazu in der Lage ist, an verschiedene Zellarten zu binden. Versuche in
physiologischen Flussmodellen gab es in der Vergangenheit schon in verschiedenen
Versuchsszenarien. Die Untersuchung von Eap auf sein Bindeverhalten unter
Flussbedingungen und der Einfluss von vVWF in diesem Zusammenhang wurde hingegen noch
nicht untersucht.

Shenkman et al. konnten bereits 2001 zeigen, dass der agr Lokus in S. aureus zu einer
verminderten Adhéasion an Fibronektin fihrt, wahrend der sar Locus fiir die erh6hte Bindung
an Fibronektin, vWF, ECM und EC verantwortlich ist. Diese Effekte, welche in den jeweiligen
defizienten Stammen beobachtet werden konnten, beziehen sich hauptsachlich auf
Versuche, welche unter Flussbedingungen durchgefiihrt wurden (Shenkman et al. 2001). In
weiterflihrenden in vivo Versuchen im syrischen Goldhamster konnte 2011 von Sethi et al.
gezeigt werden, dass die Blockade von gC1qR, einem endothelspezifischen Rezeptor fir
Komplement C1q, die Kolonisation des Endothels mit S. aureus deutlich reduzieren konnte.
Dies spielt insbesondere eine Rolle bei der Kolonisation des mikrovaskularen Endothels bei
der infektiosen Endokarditis, da bekannt ist, dass Protein A aus S. aureus ebenfalls an den
endothelspezifischen Rezeptor gC1gR binden kann (Sethi et al. 2011). Eine weitere Studie,
welche sich speziell auf die Untersuchung von MRSA unter Flussbedingungen konzentrierte,
konnte zeigen, dass die Adhasion dieser multiresistenten Variante von S. aureus stark von
den Flussbedingungen im Gefals und von der Inkubationszeit abhangt. Die Autoren
beschreiben, dass es in GefdRRen, welche eine geringere Flussgeschwindigkeit aufweisen, zu
einer vermehrten Adhasion von MRSA kommt (Viegas et al. 2011). Auch die Rolle der
Fibronektin-Bindeproteine (FnBPs) wurde bereits unter Flussbedingungen untersucht. Hierzu
untersuchten Xu et al. die Adhdsion von FnBP-defizienten Mutanten von S. aureus im
Vergleich zu Stammen, welche FnBPs exprimieren. Stamme, welche FnBPs produzieren,
konnten in diesem Versuchsaufbau schneller und fester an eine mit Fibronektin beschichtete

Oberflache unter Flussbedingungen binden, als die defiziente Mutante (Xu et al. 2008).
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Auch der Einfluss von Thrombozyten im Flusssystem unter Anwesenheit von S. aureus wurde
schon genauer beleuchtet. In einer Untersuchung von George et al. aus dem Jahr 2007
wurde die Adhasion von S. aureus an Thrombozyten untersucht, wobei ebenfalls
Staphylokokken in unterschiedlichen Wachstumsphasen verwendet wurden. Die Ergebnisse
zeigten, dass S. aureus in der spaten Wachstumsphase besser an immobilisierte
Thrombozyten bindet im Vergleich zu S. aureus in der frihen Wachstumsphase. Als
hauptsachlicher Bindungspartner an Thrombozyten konnte hierbei Fibrinogen identifiziert
werden, welches besonders in der spaten Wachstumsphase von S. aureus eine Rolle bei der
Adhasion zu spielen scheint (George et al. 2007). Diese Versuche wurden allerdings nicht, im
Gegensatz zu den Untersuchungen in dieser Dissertation, unter Flussbedingungen
durchgefihrt.

So sind aus vorhergehenden Veroffentlichungen bereits eine Reihe verschiedener Faktoren
bekannt, die die Adhasion an das Gefallendothel beglinstigen kénnen. Auch Eap ist als
solches Adhdsionsmolekiil in verschiedenen Szenarien bekannt. In dieser Dissertation wurde
Eap auf seine Eigenschaften bezliglich der Adhdsion an ULVWF unter Flussbedingungen
untersucht, was bisher noch nicht beschrieben wurde.

Deshalb soll in dieser Studie nun der Einfluss von Eap aus S. aureus auf die
Adhasionseigenschaften an das GefaRendothel unter Flussbedingungen untersucht werden.
Wie aus den vorhergenannten Studien bereits ersichtlich wurde, ist die Adhasion an das
GefaRendothel ein wichtiger Schritt fir die Entstehung von Infektionen, wie insbesondere
fiir die infektiose Endokarditis gezeigt werden konnte.

Das Bakterium kann beispielsweise lber offene Wunden oder Katheter leicht in den
Wirtsorganismus eindringen und sich im Blutstrom iber den gesamten Korper verteilen. Um
schwere Infektionen der Organe oder Abszesse verursachen zu kénnen, miissen die
Staphylokokken den Blutstrom jedoch verlassen. Dies ist ein entscheidender Schritt in der
Pathogenese verschiedener Infektionen, da die Bakterien nach Adhdsion im Gefal$ das
Endothel Giberwinden miissen, um sich im umliegenden Gewebe zu vermehren und eine
Infektion hervorzurufen.

Der Schwerpunkt der bisherigen Untersuchungen lag auf der bakteriellen Adhasion an
verletztes GefaBendothel und die Entstehung von Infektionskrankheiten durch einen

vorbestehenden Endothelschaden (Que et al. 2005, Weidenmaier et al. 2005).
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Staphylococcus aureus ist jedoch ebenfalls in der Lage, an unverletztes Endothel zu binden
und eine Infektion auszuldsen, also auch Individuen ohne vorbestehende Risikofaktoren fiir
eine Blutstrominfektion oder eine Endokarditis zu befallen (Moreillion et al. 2002 und 2004,
Choi et al. 2011). Die genauen molekularen Mechanismen der Adhasion sind jedoch
groRtenteils unbekannt. Fibronektin und Fibrinogen scheinen fiir die Bindung allerdings von
Bedeutung zu sein, da die Adhdsion von Mutantenstammen von S. aureus an Fibronektin auf
etwa 40% im Vergleich zu Wildtypstammen reduziert ist (Kerdudou et al. 2006). In
Versuchen zur bakteriellen Adhadsion im Zusammenhang mit Fibrinogen unter in vitro
Flussbedingungen war die Adhasion bei Zugabe von Fibrinogen auf das Doppelte erhoht.
Hierbei handelte es sich aber nicht um physiologisch im Blut vorkommende Mengen an
Fibrinogen, sondern um Uber den physiologischen Blutspiegel hinaus artifiziell gesteigerte
Mengen (Shenkman et al. 2000).

Im Gegensatz zu frilheren Versuchen war das Ziel unserer Versuche, die bakterielle Adhasion
unter physiologischen Flussbedingungen zu untersuchen und so die sehr friihe Phase der
Infektionsentstehung und die Rolle von Eap in diesem Zusammenhang genauer zu
beleuchten. Dafir eignete sich sehr gut das in vorhergehenden Versuchen benutzte IBIDI-
Flusssystem fiir die in vitro-Versuche.

In den genannten Vorarbeiten, die in Kooperation mit der Klinik fiir Dermatologie der
Universitatsklinik Mannheim und unserem Institut durchgefiihrt wurden, konnten wir bereits
zeigen, dass ULVWF der vorherrschende Bindungspartner auf der Wirtsseite fir S. aureus ist
(Pappelbaum et al. 2013).

Frihere Studien zu diesem Thema wiesen schon Fibrinogen als potenten Bindungspartner
fir S. aureus nach, welcher neben der Adhasion an das Endothel auch die Clusterbildung
fordert (Que et al. 2005, Shenkmann et al. 2000). Dasselbe gilt auch fiir Fibronektin, welches
ebenfalls zur Bindung von S. aureus an intaktes Endothel in vivo beitragt (Kerdudou et al.
2006).

Diese beiden Ergebnisse stehen jedoch teilweise im Widerspruch mit unseren Resultaten, da
in den Untersuchungen von Pappelbaum et al. Fibronektin keine wichtige Rolle bei der
Adhasion an GefdBendothelien zu spielen scheint. Ein wichtiger Unterschied zwischen den
beiden Veroffentlichungen und den hier durchgefiihrten Arbeiten ist jedoch, dass
beispielsweise im Hamster-Modell mit Rlickenhautkammer, wie es von Kerdudou et al.

beschrieben wurde, die Adhdsion von Bakterien in den postkapillaren Venolen der Haut
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gemessen wurde, wo ein deutlich langsamerer Fluss herrscht als in grofRen, herznahen
Gefallen. Beim IBIDI-Flusssystem hingegen handelt es sich um ein in vitro Modell von
GefalRen, in dem zudem ein deutlich schnellerer Fluss, dhnlich dem in herznahen GefalRien,
generiert wurde.

Der Fokus dieser Arbeit soll aber weniger auf den Wirtfaktoren wie ULVWF liegen, sondern
mehr die Bindungspartner auf der bakteriellen Seite identifizieren. Aufgrund der schon
bekannten vielfaltigen Bindungseigenschaften von Eap aus S. aureus und der Tatsache, dass
S. aureus ein haufiger Erreger der bakteriellen Endokarditis ist, erschien es sinnvoll, dieses
Protein auf seine Bindungseigenschaften an den ULVWF unter hohen Flussbedingungen zu

untersuchen.

Im Falle einer physiologischen Bindung des Bakteriums an das Wirtsendothel kann tiber die
Funktion dieser Bindung weiter diskutiert werden. Es ist bis heute wenig erforscht, ob es
zum Vorteil des Bakteriums oder des Wirtes ist, dass S. aureus an den von Willebrand-Faktor
bindet. Das Bakterium kann dem Blutstrom entkommen, um sich im Gewebe auszubreiten,
sodass die Adhasion an ULVWF Uberwiegend zum Vorteil der Krankheitserreger ware.
Dennoch es ist ebenso denkbar, dass die Staphylokokken am ULVWF wie in einem Netz
abgefangen werden und dadurch fiir Immunzellen zuganglicher werden. Gerade in diesem
Zusammenhang ist der Vorgang der NETosis als Abwehrmechanismus des Wirtes zu
erwahnen, der in einem spateren Abschnitt noch ausfiihrlicher diskutiert wird. Eine

Kombination aus beiden Szenarien erscheint auch moglich.

5.1 Analyse der in vivo Ergebnisse der Riickenhautkammer-Experimente

Die Ergebnisse der hier beschriebenen in vivo-Versuche bestatigten sehr gut die zuvor
durchgefiihrten in vitro Versuche mit Hilfe des IBIDI-Flussmodells, welche in der
experimentellen Dermatologie in Mannheim durchgefiihrt wurden (Pappelbaum et al. 2013).
In vitro und nach den in Homburg durchgefiihrten Versuchen in vivo konnte gezeigt werden,
dass der von Willebrand-Faktor eine entscheidende Rolle in der Adhdsion von
Staphylokokken an das GefaRendothel spielt. Da in der von Willebrand-Faktor-defizienten
Maus dieser Effekt geringer ausfiel, konnten ULVWF-Faden als wichtiger Adhasionsfaktor

identifiziert werden. Fir die in vitro Untersuchungen wurde zuvor analog ein Kanal mit
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stimulierten HUVEC mit fluoreszierenden Bakterien durchstromt und die Adhasion von S.
aureus am ULVWF beobachtet. Auch hier konnte eine signifikante Zunahme an adharenten
S. aureus Zellen in Anwesenheit von ULVWF detektiert werden. Des Weiteren konnte die A-
Domane des von Willebrandfaktors von Pappelbaum et al. als Bakterienbindungsstelle
identifiziert werden. Durch Zugabe von ADAMTS13 in physiologischen Konzentrationen
konnte die Fadenlange dosisabhangig reduziert werden und in der Folge eine Abnahme an
adharenten S. aureus Zellen beobachtet werden, auch wenn einzelne Bakterien sich

trotzdem noch an die verkiirzten ULVWF-Faden anlagern konnten (Pappelbaum et al. 2013).

Die Untersuchungen mittels Riickenhautkammer stellten eine wichtige in vivo Erganzung zur
Vervollstandigung der Untersuchung des Adhdsionseffektes von S. aureus an ULVWF unter
physiologischen Flussbedingungen dar. In diesem Mausmodell sind alle physiologischen
Faktoren, die im Blut vorkommen, vorhanden (z.B. ADAMTS-13). Damit bildet dieses System
die Wirklichkeit noch besser ab. Mit ihr konnte gezielt die Bindungsfahigkeit von S. aureus an
kleine GefalRe in der lebenden Maus mit Hilfe der in vivo Fluoreszenzmikroskopie untersucht
und anschlieBend ausgewertet werden. Die Riickenhautkammer stellt bei dieser Art von
Untersuchung ein erprobtes Verfahren dar und eignet sich besonders zur Untersuchung
sowohl physiologischer wie auch pathologischer Mikrozirkulation (Laschke et al. 2005).
Zudem kodnnen in diesem Modell verschiedene Umweltfaktoren und deren Einfluss auf das
GefaRsystem untersucht werden.

In den im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Versuchen wurde das S. aureus Isolat
Cowan | in der exponentiellen Wachstumsphase verwendet, um die Ereignisse in der friihen
Infektionsentstehung beobachten zu kénnen.

Ein groRer Nachteil von bisher durchgefiihrten Tiermodellen zur Untersuchung der
infektiosen Endokarditis ist, dass vor der Inokulation der Versuchstiere mit Bakterien immer
zuerst ein Endothelschaden generiert werden musste (Héraief et al. 1982). Eines der Ziele
der hier prasentierten in vivo Versuche war daher, diesen Schritt der Endothelschadigung zu
unterlassen und dafiir die Riickenhautkammer mit TNF-a stimuliertem Endothel zu
verwenden, um die physiologischen Bedingungen in Menschen ohne Risikofaktoren besser
abbilden zu kénnen. Ein Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass nur Aussagen zur

Bindungsfahigkeit von S. aureus an Gefalle in der Haut gemacht werden kénnen. Dort
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herrschen andere Bedingungen als beispielsweise an Herzklappen, vor allem ist die
Flussgeschwindigkeit in diesen Gefallen deutlich langsamer.

Ein weiterer Nachteil der vWF-defizienten Maus ist zudem, dass ein Fehlen von vWF auch zu
einem Fehlen von Weibel-Palade-Kérperchen fiihrt, sodass andere endothelvermittelte
Faktoren wie P-Selectin ebenfalls in ihrer Wirkung gestért werden. Aus vorangegangenen
Untersuchungen war aber bereits bekannt, dass P-Selectin zwar als ein wichtiger
Bindungspartner fiir Leukozyten fungiert, fir die Adhasion von S. aureus an Endothel aber
von untergeordneter Bedeutung ist, sodass davon ausgegangen werden konnte, dass dies
die Versuchsergebnisse nicht wesentlich beeinflusst (Niemann et al. 2004).

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass es einen signifikanten Unterschied im
Bindeverhalten von S. aureus an TNF-a stimuliertes Endothel zwischen dem Wildtyp und der
vWE-defizienten Mutante der Mause gibt und unterstreichen die physiologische Relevanz
der vVWF-vermittelten Adhasion flr dieses Pathogen in vivo.

Aufgrund dieser Befunde in unseren in vivo Versuchen sollten im Anschluss noch weitere in
vitro Versuche zur Aufklarung der Rolle von Eap im Flusssystem durchgefiihrt werden. Dafiir
wurde das IBIDI-Flusssystem verwendet, mit dem auch schon Pappelbaum et al. gute
Ergebnisse erzielen konnten. In diesem System werden humane Nabelschnurendothelzellen
in einem Kunststoff-Objekttrager angeziichtet, und liber diesen Zellrasen kann dann der
gewlinschte Fluss mittels Pumpe generiert werden. Doch auch in diesem Versuchsaufbau
gibt es aufgrund der unterschiedlichen Spender der Nabelschniire, aus denen die

Endothelzellen isoliert wurden, zum Teil groBe interindividuelle Unterschiede.

5.2 Variabilitat der Nabelschnurspenderinnen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten HUVEC wurden aus den Nabelschniiren von
verschiedenen Spenderinnen isoliert. In den Abbildungen 9, 10 und 11 ist die Variabilitat der
Nabelschnurspenderinnen in Hinblick auf die Histamin-induzierte Bildung von ULVWF
deutlich zu erkennen. Sowohl die Anzahl als auch die Lange der jeweiligen ULVWF-Faden
variieren deutlich zwischen den einzelnen Spendern. Die Zellen einiger Spender schiitten
nach Stimulation mit Histamin groBe Mengen an ULVWF aus, sodass sehr viele Faden auf
den Objekttragern sichtbar waren, wahrend andere nicht so gut stimulierbar waren. Diese

Unterschiede waren zum Teil erheblich und variierten um einen Faktor von bis zu 30. Fiir die
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Auswertung der S. aureus-ULVWF Adhdsionsergebnisse stellte dies eine gewisse
Herausforderung dar, weshalb auf den Objekttragern nicht nur alle adharenten Bakterien,
sondern auch alle Faden ausgezahlt werden mussten, um das Verhaltnis von Bakterien zu
ULVWEF-Faden fir jeden Objekttrager im Einzelfall bestimmen zu konnen. Die Ursachen fiir
die unterschiedliche Ausschittung und Bildung von ULVWEF in den verschiedenen
Spenderzellen konnte nicht naher untersucht werden. Es ist jedoch bekannt, dass es in dem
flr vWF kodierenden Gen im Menschen verschiedene Varianten gibt, die zum Teil auch mit
Krankheitsbildern wie dem von-Willebrand-Syndrom verkniipft sind. Seit Kurzem ist es
moglich, einige dieser Varianten in einem Assay unter Flussbedingungen zu untersuchen,
wodurch die diagnostischen Mdoglichkeiten auf diesem Gebiet entscheidend erweitert
werden konnten (Kraus et al. 2014). Daher ist es denkbar, dass es auch noch weitere
genetische Variationen gibt, die fiir eine unterschiedlich starke Ausschittung von vWF
verantwortlich sein kdnnten, im Moment aber noch unbekannt sind.

Bereits publiziert ist, dass erhéhte Natriumserumkonzentrationen im Mausversuch ebenfalls
dazu fiihren, dass mehr vWF in den Endothelzellen gebildet und freigesetzt wird und das
Thromboserisiko ansteigt (Dmitrieva et al. 2014), sodass von einem multifaktoriellen
Geschehen fir die Ausschiittung von vWF ausgegangen werden kann.

Welche duBeren Einflusse und/oder genetische Varianten genau fiir die Ausschiittung von
vWF an Endothelzellen verantwortlich sind, ist zurzeit gerade Gegenstand intensiver
Forschung.

Zudem sind noch weitere Faktoren, wie die Aufnahme von Noxen in der Schwangerschaft,
denkbar. Hier kommen beispielsweise insbesondere Alkohol, illegale Drogen oder Giftstoffe
aus inhaliertem Zigarettenrauch infrage, gezeigt wurde es bisher fir die
Schwangerschaftshypertonie. Eine Schwangerschaftshypertonie beglinstigt die Ausschiittung
des von Willebrand-Faktors in den Gefalien, wie Nadar et al. 2004 belegen konnten (Nadar
et al. 2004). Aus diesem Grund kann dieses Krankheitsbild als zusatzlicher Faktor angesehen
werden kann, welcher zu den groRen Unterschieden in der Ausschiittung des vVWF in den
hier durchgefiihrten Versuchen beigetragen haben kénnte.

Patientendaten Uber Erkrankungen der Spender, Raucherstatus oder die Einnahme von
Drogen wahrend der Schwangerschaft waren jedoch in diesem Fall nicht vorhanden. Anhand
dieser hatten die Unterschiede zwischen den Spendern noch genauer herausgearbeitet und

ausgewertet werden kénnen.
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5.3 Analyse der Fluss-Ergebnisse

Alle nachfolgenden Versuche wurden mit Hilfe oben genannter, gespendeter HUVECs,
welche aus Nabelschniren isoliert wurden, im IBIDI-Flusssystem durchgefihrt.

Durch in vitro Versuche mit einer S. aureus Cowan | spa Mutante konnte in Vorarbeiten von
K. Pappelbaum gezeigt werden, dass Protein A als Bindungspartner fiir ULVWF nur von
geringer Bedeutung ist (Pappelbaum et al. 2013), wenngleich Protein A als Bindungspartner
von VWF von grofRer Bedeutung ist (Hartleib et al. 2000). Wir konnten in den
vorhergehenden Versuchen ebenfalls bestatigen, dass es sich um ein flussabhangiges
Phdanomen handelt, und dass bei hohen Flussgeschwindigkeiten Protein A keine wesentliche
Rolle flr die Adhasion der Bakterien an ULVWEF spielt. In statischen Systemen jedoch konnte
Protein A als wesentlicher Bindungsfaktor an die globuldre Form des vWF bestatigt werden.
Um die potentiellen Bindungsfaktoren auf Bakterienseite weiter einzugrenzen, wurden von
K. Pappelbaum erste Versuche mit verschiedenen S. aureus Mutanten, wie einer srtA
Mutante, welcher alle in der Zellwand verankerten Proteine fehlen oder einer tagO
Mutante, welcher alle in der Zellwand verankerten Teichonsduren fehlen, durchgefiihrt
(Pappelbaum et al. 2013). Des Weiteren wurde auch das apathogene Staphylococcus
carnosus Isolat TM300, das keine humanrelevanten Adhéasionsfaktoren besitzt, im Hinblick
auf das Bindeverhalten an ULVWF unter Flussbedingungen untersucht. So konnte gezeigt
werden, dass sowohl zellwandgebundene Teichonsauren als auch zellwandgebundene
Proteine eine wichtige Rolle in der Adhasion spielen (Pappelbaum et al. 2013). Unklar blieb
hingegen, ob und wie nicht-kovalent an die Zellwand gebundene Oberflachenproteine, wie
die SERAMSs Eap und Emp, zur Adhdsion von S. aureus an ULVWF unter physiologischen
Flussbedingungen beitragen.

In diesem Zusammenhang wurde in dieser Arbeit das multifunktionale Oberflachenprotein
Eap untersucht, welches eine Vielzahl von verschiedenen Funktionen besitzt und bereits als
Bindungsfaktor von S. aureus an verschiedene Wirtsstrukturen bekannt ist. Die einzelnen
bisher bekannten Eigenschaften und Funktionen wurden bereits im Kapitel ,Eap” naher
beschrieben.

Die Versuche zur Uberpriifung von Eap als méglichen Bindungspartner von ULVWF wurden,
analog zu denen von Pappelbaum et al. im IBIDI-Flusssystem durchgefiihrt. Dabei konnte bei

exponentielle Phase-Zellen der SA113 Aeap Mutante im Vergleich zum Wildtyp eine um 50%
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reduzierte Adhasion an ULVWF festgestellt werden (Abb. 15), wahrend die Adhdsion am
Endothel weitestgehend gleichblieb (Abb. 20). Daraus wird deutlich, dass auch Eap eine nicht
unwesentliche Rolle bei der Adhdsion von S. aureus an aktiviertes Endothel einnimmt und
damit wahrscheinlich auch bei der friihen Krankheitsentstehung der infektiosen Endokarditis

von Bedeutung ist.

Wie aus den vorhergehenden Erlduterungen ersichtlich, ist deutlicher Unterschied zwischen
den gewahlten Zeitpunkten zu erkennen. In der stationdren Phase ist die Gesamtadhasion
der Bakterien deutlich geringer als in der exponentiellen Wachstumsphase. Dies lasst den
Schluss zu, dass Eap in der Anfangsphase der Infektion eine wichtige Rolle bei der Adhasion
spielt und in spateren Phasen nur noch in geringerem Ausmal vorhanden ist. Aufgrund der
aber immer noch stattfindenden Anheftung der Bakterien an das GefaRendothel kann Eap
nicht der alleinige Faktor fiir die Adhasion sein. Dies stimmt auch mit vielen anderen
Beobachtungen liberein, die zeigen, dass es eine Vielzahl an Adhdsionsmolekiilen auf der
Oberflache von S. aureus gibt, Eap aber einen wichtigen Beitrag zur Adhasionsfahigkeit von
Staphylokokken leistet.

Betrachtet man hingegen die relative Adhasion im Vergleich zur Gesamtadhasion aller S.
aureus am Endothel in der exponentiellen Wachstumsphase (Abb. 20A), sind keine
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen feststellbar. Dies bedeutet ein relativ buntes
Bild in der Adhdsion von S. aureus in der friihen Phase. Was jedoch auffallt, sind die groBen
Schwankungen innerhalb der einzelnen Gruppen. Dies lasst auf viele unterschiedliche
Einflussfaktoren, wie zum Beispiel Unterschiede bei den Nabelschnurspenderinnen,
und/oder die Expression vieler verschiedener Adhasionsmolekiile auf der bakteriellen
Oberflache in dieser friihen Wachstumsphase schlielen.

In der stationdaren Wachstumsphase (Abb. 20B) hingegen zeigen sich die einzelnen Gruppen
deutlich homogener. Es wird klar, dass in spateren Wachstumsphasen deutlich mehr S.
aureus am globularen vWF, im Vergleich zum ULVWF und Endothel, zu finden sind.

Dies ist wahrscheinlich darauf zurlickzufiihren, dass es sich bei dem hier verwendeten
Stamm SA113 um ein Derivat des Stammes 8325 handelt. In diesem Hintergrundstamm gibt
es bekannte Mutationen im rsbU-Gen (Giachino et al. 2001), sodass davon ausgegangen
werden kann, dass sie auch im hier verwendeten SA113 vorhanden sind. RsbU wird von

Gram positiven Mikroorganismen als Antwort auf Stress hochreguliert (Delumeau et al.
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2004) und er ist fur die posttranslationale Aktivierung von SigB erforderlich, einem Faktor
der die Aktivitat von Genen wie agr und sar reguliert (Giachino et al. 2001). Das Fehlen von
SigB wiederum fiihrt zu einem Mangel an agr und sar. Diese beiden Faktoren flhren zur
Suppression der Protein A-Produktion (Cheung et al. 1997). Da sie beide aber aufgrund der
rsbU-Mutation nur in geringem Malle vorhanden sind, wird die Produktion von Protein A
nicht unterdriickt. Aus diesem Grund kann von einer hohen Expression von Protein A in dem
hier untersuchten Stamm ausgegangen werden. Dies konnte eine Erklarung fir die
vermehrte Bindung am globularen von Willebrand-Faktor sein, wie in Abb. 20B dargestellt.
Zudem wird in der postexponentiellen Phase Protein A von S. aureus normalerweise
herunterreguliert (Gao et al. 2004). Durch die vorher erlauterte rsbU-Mutation bleibt dieser
Effekt auch noch zusatzlich aus, und Protein A konnte als Adhéasionsfaktor besonders in der
stationdren Phase zum Tragen kommen.

In Abb. 21 sind diese beiden Ergebnisse nochmal zusammengefasst und als prozentuale
Adhasion an die unterschiedlichen Bindungsorte dargestellt. Es wird hier deutlich, dass in
beiden Wachstumsphasen der vWF generell, in seinen beiden unterschiedlichen Formen, als
sehr wichtiges Adhadsionsmolekdl fungiert. Direkt an das Endothel ist in beiden
Wachstumsphasen jeweils nur ein geringer Anteil aller S. aureus gebunden, was noch einmal

die Wichtigkeit des VWF am GefaRendothel unterstreicht.

Andererseits ist die Frage, welchen Effekt der vVWF im Flusssystem und auch unter
physiologischen Bedingungen hat, und ob er auch zu einer Verlangsamung des Flusses flihrt
und dadurch die Adhdsion der Bakterien erleichtert. Zu dieser konkreten Fragestellung ist
noch nichts bekannt. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, dass die Veranderung des Flusses
auch eine Rolle bei der Adhasion von Bakterien spielt, wie es bei den Thrombozyten der Fall
ist.

Vor einigen Jahren haben Edwards und Mitarbeiter schon das Adhdsionspotential von Eap im
Hinblick auf das Adhdsionsverhalten von S. aureus an Endothelzellen unter statischen
Bedingungen untersucht. Sie kamen zum Ergebnis, dass Eap die TNF-a Sekretion stimuliert
und dadurch die Adhasion Gber Protein A zunimmt (Edwards et al. 2012).

Unter Flussbedingungen hingegen handelt es sich auf Staphylokokkenseite um das von
Willebrand-Faktor-Bindeprotein, welches den groRten Einfluss auf die Bindungsfahigkeit von

S. aureus unter Flussbedingungen hat. Mit dem von Willebrand Faktor Bindeprotein konnte
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ein weiterer wesentlicher Faktor flr die Adhdsion von S. aureus an den ULVWF unter
Flussbedingungen identifiziert werden (Claes et al. 2014). In den Versuchen dieser
Arbeitsgruppe wurde der S. aureus Stamm Newman verwendet. Dieser besitzt aufgrund
verschiedener Punktmutation keine Fibronektin-Bindeproteine in der bakteriellen Zellwand.
Von diesen ist allerdings bekannt, dass sie auch ein wichtiger Faktor bei der Adhasion an
Wirtszellen sind (Sinha et al. 2000). Des Weiteren produziert das S. aureus Isolat Newman
eine groRe Anzahl von Proteinasen und weiteren lytischen Enzymen, die es ihm ermdglichen,
nach dem ersten Schritt der Adhdsion im zweiten Schritt auch invasiv zu werden,
Wirtsgewebe gezielt zu zerstoren und typische Infektionen auszulosen (Mrak et al. 2012).
Anders als mit dem S. aureus Isolat SA113 konnte mit Zellen des Stammes Newman mit dem
im Rahmen dieser Arbeit verwendeten experimentellen Setup keine Adhasion an ULVWF
unter Flussbedingungen ermittelt werden, da in den mit S. aureus Newman durchfluteten
Objekttragern, unabhangig vom Spender der HUVECs, keine ULVWF detektiert werden
konnten. Hingegen zeigten die HUVECs dieser Spender in Kontrollexperimenten, in denen
keine S. aureus Newman Zellen zum Einsatz kamen, eine klare ULVWF Bildung nach
Histamin-Stimulation, was die Vermutung nahelegt, dass die von den S. aureus Newman
Zellen gebildeten Proteasen diese ULVWF wahrend der Co-Kultivierung vollstandig abgebaut

haben.

Denkbar ist, dass in Bezug auf das Fehlen der ULVWF-Faden, diese von S. aureus Newman
aufgrund einer Mutation im Genregulatorsystem SaeRS liberexprimierten Proteasen (Mrak
et al. 2012), die Faden des VWF durchtrennen und so die Versuchsergebnisse beeinflusst
werden. Staphylokokken benoétigen unter Umstdanden eine solche Protease, denn wenn sie
an den vVWF binden, um dem Blutstrom zu entkommen, brauchen sie ein weiteres Werkzeug,
um sich von vVWF wieder zu |6sen und das Endothel zu durchdringen. Andernfalls waren sie
an den ULVWEF-Faden gefangen und den Zellen des Wirtsimmunsystems ausgeliefert.
Deshalb wurde fiir die Versuche der Stamm SA113 verwendet, da dieser Stamm nicht tber
eine exzessive Produktion von Exoproteinasen verfligt, und er sich bereits in unseren
vorhergehenden Experimenten als vielversprechend zeigte. Ein weiterer Vorteil dieses
Stammes ist zudem, dass er Uber weitere Adhasionsmolekiile, insbesondere tber
Fibronektin-Bindeproteine, verfiigt und so die physiologischen Bedingungen besser simuliert

werden konnen.
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Mit dem Vorwissen, dass die Adhésion ein multifaktorielles Geschehen ist, in welchem viele
Adhasionsmolekile sowohl auf Seite der Bakterien, wie auch auf der Wirtsseite vorhanden
sind, sollte nun hier die Rolle von Eap untersucht werden.

Die Adhasion an ULVWF unterscheidet sich jedoch signifikant im Hinblick auf die
unterschiedlichen Wachstumsphasen. Fir die Adhdsion konnten wir bestatigen, dass es in
der exponentiellen Wachstumsphase der Bakterien zu einer deutlich hoheren Adhasion kam,
als in der stationdaren Wachstumsphase. Durch die Zugabe von exogenem Eap konnte die

Adhasion zu beiden Zeitpunkten nochmals Giber das Wildtyp-Niveau gesteigert werden.

In diesem Zusammenhang und mit dem Wissen, dass die Expression der Adhasionsfaktoren
auch von der Wachstumsphase abhangig ist (George et al. 2007), wurden hier zwei
verschiedene Zeitpunkte gewahlt. Zum einen die exponentielle Wachstumsphase, in welcher
die Invasion in den Wirtsorganismus eher entscheidend fir die Infektionsentstehung
erscheint, und zum anderen die stationdare Wachstumsphase, in welcher die Abschirmung
vom Immunsystem und die Ausbreitung im Wirt wichtiger erscheinen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das von S. aureus produzierte Eap in der
exponentiellen Wachstumsphase zur Adhdsion an ULVWEF beitragt und damit die
Krankheitsentstehung im Wirt begtinstigt.

In spateren Phasen des Wachstums und mit Fortschreiten der Krankheit im Wirt wird von S.
aureus aber immer noch weiter Eap produziert. Dieses scheint allerdings fiir die Adhéasion
am ULVWEF eine geringere Rolle zu spielen. Dies ist auch durchaus vorstellbar, denn der Keim
hat sich im Kérper des Wirts bereits ausgebreitet und Eap kann in dieser Phase der Infektion
andere Aufgaben tGbernehmen. Ein wichtiger Punkt kdnnte hier die Unterdriickung des
Immunsystems sein, um die Bakterien vor Angriffen zu schiitzen. Diese immunsuppressive
Wirkung kénnte allerdings bei der Therapie von Autoimmunerkrankungen von Vorteil sein.
Die Behandlung dieser Krankheiten hat zum Ziel, das Immunsystem des Patienten absichtlich
zu schwéachen, um eine fehlgeleitete Immunantwort auf kérpereigenes Gewebe

abzuschwachen.

Klrzlich wurde gezeigt, dass im Mausmodell eine EAE deutlich gebessert werden konnte,
wenn zusatzlich eine chronische, mit Staphylokokken infizierte Wunde in den zu

untersuchenden Tieren vorlag. Lange waren chronische Wunden im Verruf, eine
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Verschlechterung chronischer Erkrankungen zu verursachen und den Entziindungsprozess zu
unterstitzen. Erstmalig wurde jetzt dieses Phanomen untersucht und Eap als
antiinflammatorischer Faktor bei chronischen Infektionen identifiziert (Kumar et al. 2015).
Dieser auch fir therapeutische MalRnahmen denkbare Ansatz kann S. aureus vor dem
Rekrutieren von Wirtsimmunzellen schiitzen und als Folge dessen die weitere Ausbreitung
der Infektion fordern. In chronisch-entziindlichen Erkrankungen ware es denkbar, dass die
Verabreichung von Eap die Rekrutierung von Immunzellen hemmen kann, und somit
Nervenzellen, in Falle der EAE, vor einer Autoimmunreaktion geschitzt werden kdnnten, die
sonst zerstort werden wiirden. Dies hatte positive Effekte auf das zentrale Nervensystem
und das Voranschreiten der Krankheit kénnte verhindert, oder im Besten Fall sogar
vollstandig unterdriickt werden.

Auch fiir die Krebsforschung ist Eap ein sehr interessantes Protein. Es konnte bereits 2007 in
Untersuchungen an Tumorzellen des Mammakarzinoms gezeigt werden, dass Eap die
Knochenmetastasierung deutlich reduziert. Zurlickgefiihrt wurde dieser Effekt auf die
Hemmung der av Ps-Integrin anhangige Adhasion der zirkulierenden Tumorzellen an
Osteopontin (OPN). Diese Effekte konnten auch in vivo bestatigt werden (Schneider 2007).
Weitergehende Forschungsarbeiten auf diesem sehr interessanten Gebiet der
Tumormetastasierung sind aber noch dringend notwendig, um die protektiven

Mechanismen von Eap auf die Tumorentstehung genauer verstehen zu kénnen.

5.4 Versuche mit DNA

Die Versuche mit DNA wurden durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob Eap direkt an ULVWF
bindet, oder ob dieser Bindungseffekt noch durch ein zusatzliches Verbindungsmolekiil, in
diesem Fall extrazelluldre DNA, zwischen Eap und ULVWF verstarkt wird. Es ist bekannt, dass
DNA sehr gut an ULVWF bindet, was auch bei der Entstehung sogenannter NETs wichtig ist
(Grassle et al. 2014). Unter hohen Flussraten wird der vWF von Endothelzellen ausgeschiittet
und auf deren Oberflache fixiert.

Leukozyten kénnen im Rahmen eines speziellen Zelltodprogramms ihre intrazelluldre DNA an
die Umwelt abgeben und so ein Geflecht aus DNA bilden, um Krankheitserreger
abzuwehren. Diese DNA kann direkt an den vWF binden und bildet mit diesem zusammen

eine netzartige Struktur (Grassle et al. 2014). Es ist vorstellbar, dass in diesem Netz
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Krankheitserreger abgefangen werden konnen, wie es fir die NETs alleine schon gezeigt
werden konnte (Brinkmann et al. 2004). Dies ware fiir die Infektabwehr ein wichtiger
Mechanismus, denn so werden gleichzeitig Krankheiterreger fixiert und dadurch inaktiviert
und den Leukozyten wird dadurch die Bekampfung von bereits eingedrungenen Erregern
erleichtert.

Angesichts dieser Ergebnisse erschien es spannend zu untersuchen, ob eventuell DNA ein
Bridging-Molekil darstellen kénnte, das zwischen dem auf der Bakterienoberflache
gebundenen Eap und dem ULVWEF eine Verbindung herstellt. Deshalb wurden die Versuche
um eine zusatzliche Versuchsanordnung erweitert. In dieser Anordnung wurde dem System
zusatzlich Lambda-DNA zugefiigt. Bei dieser DNA handelt es sich um kurze, lineare DNA-
Abschnitte, die vom Lambda Bakteriophagen stammen. Sie hat den Vorteil, im Vergleich zu
der aus menschlichem Blut gewonnenen DNA, dass es aufgrund der eingeschrankten Lange
der einzelnen Fragmente nicht zu Verklumpungen wahrend der Durchflusszeit durch das
System kommt. Die Lange der Lambda-DNA betragt lediglich 48.502 Basenpaare, wahrend
die humane DNA, welche beispielsweise aus Leukozyten im Blut gewonnen werden kann,
etwa 3,2 Milliarden (3,2*10°) Basenpaare lang ist und zudem in Chromosomen vorliegt.

In unseren Versuchen konnte jedoch keine wesentliche Steigerung der Adhasion von
Bakterien an ULVWEF festgestellt werden. Dies kann auf unterschiedliche Faktoren
zurlickzufiihren sein. Zum einen kann es sein, dass durch die Aufbereitung und
Zentrifugation des Blutes zur Gewinnung der Erythrozyten andere Blutzellen zerstort wurden
und sich im System sowieso schon DNA in ausreichender Menge aus Leukozyten befindet
und sich der Effekt deshalb nicht noch weiter steigern lasst.

Zum anderen kann es natdurlich auch sein, dass die Annahme, dass DNA als ein Bridging-
Molekdil fungiert, falsch ist und nur im Rahmen der NETosis bei der Immunabwehr eine Rolle
spielt. Insgesamt war die Adhdsion sowohl beim Wildtyp wie auch bei der eap Mutante im
Vergleich zum System ohne zusatzliche DNA unverandert. Nur die Unterschiede zwischen
SA113 Wildtyp und SA113 Aeap sind weiterhin signifikant und auch nach Zugabe von eDNA

noch in gleichem Umfang vorhanden.
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5.5 Clusterbildung

Als weiterer wichtiger Punkt erschien es ebenfalls interessant, ob in unserem Flusssystem
bei Zugabe von Eap mehr Bakteriencluster gebildet werden. Es ware namlich denkbar, dass
ein Cluster von Bakterien eine bessere Chance hat, an einer Stelle des Endothels invasiv zu
werden, weil von einer Ansammlung von Bakterien mehr Faktoren fiir eine Invasion gebildet
werden kdénnen als von einzelnen.

Die Clusterbildung scheint in der stationdaren Wachstumsphase am ULVWF-Faden generell in
allen Konditionen reduziert (Abb. 18). Ein Grund hierfiir kbnnte sein, dass in der
exponentiellen Wachstumsphase mehr Adhasionsmolekiile gebraucht werden, weil hier die
Adhasion eine essentielle Rolle bei Infektionsentstehung spielt. In der stationaren Phase
hingegen ist idealerweise eine Adhdsion an das Wirtsendothel bereits erfolgt und es werden
im Anschluss andere Proteine gebraucht und produziert. Ein Beispiel konnte die vermehrte
Bildung von Proteasen durch S. aureus sein, um im Wirtsgewebe invasiv werden zu kénnen
und sich demzufolge auszubreiten. Dies konnte ein Grund sein, warum Eap in einer spateren
Wachstumsphase keine grol3e Rolle bei der Adhdsion mehr spielt, obwohl es in dieser
Wachstumsphase bevorzugt exprimiert wird. Es kdnnte dann hauptsachlich andere wichtige
Funktionen Gbernehmen, wie beispielsweise die Blockierung von Rezeptoren am Endothel,
sodass eine Extravasation von Leukozyten verhindert wird. Durch diese friihe Blockierung
des Immunsystems kann sich S. aureus einen Uberlebensvorteil verschaffen und sich weiter
ausbreiten und vermehren.

Unter den genannten Gesichtspunkten war weiterhin wissenswert herauszufinden, ob die
Zugabe von eDNA zum System einen Unterschied in der Clusterbildung hervorruft. Ware dies
der Fall, ist davon auszugehen, dass es bis jetzt noch unbekannte Faktoren gibt, die eine
Interaktion zwischen Eap und eDNA mdoglich machen wiirden.

Nach Zugabe von DNA zum System treten jedoch nur tendenziell etwas mehr Cluster am
ULVWEF-Faden beim Wildtyp-Stamm von S. aureus auf, es handelt sich aber nicht um einen
signifikanten Unterschied (Abb. 19).

In unseren Versuchen konnte deshalb kein wesentlicher Einfluss von extrazellularer DNA auf

die Adhésion oder die Clusterbildung von S. aureus festgestellt werden.
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5.6 Schlussfolgerung

Zusammenfassend kann aus den Ergebnissen dieser Dissertation geschlossen werden, dass
Eap ein nicht unerheblicher Adhasionsfaktor an das Wirtsendothel darstellt. Die Bindung an
das Endothel erfolgt vor allem in der exponentiellen Wachstumsphase tber den ULVWEF,
wobei auch die globuldre Form den vWF nicht vernachlassigt werden darf. In unseren
Versuchen mit der eap-Mutante von S. aureus konnte eine deutliche Reduktion der Adhdsion
an ULVWEF gezeigt werden, die nach Zugabe von Eap vollstandig reversibel war.

Aus den hier gewonnenen Resultaten kann geschlossen werden, dass Eap im Prozess der
frihen Krankheitsentstehung wie beispielsweise bei der schweren Sepsis, der infektidsen
Endokarditis und anderen Infektionskrankheiten, die durch S. aureus hervorgerufen werden,
eine Rolle spielt.

S. aureus Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase adharieren deutlich besser an
ULVWEF-Faden und auch generell an andere Zielstrukturen des Endothels, was vermuten
lasst, dass dieser Mechanismus in einer sehr friihen Phase der Krankheitsentstehung eine
wichtigere Rolle spielt als in der stationdren Phase. Es handelt sich aller Wahrscheinlichkeit
nach um einen wichtigen Mechanismus, welcher es den Staphylokokken erlaubt, nach
Eindringen in das BlutgefalRsystem dieses wieder zu verlassen und sich so im
Wirtsorganismus auszubreiten.

Dabei gibt es viele weitere Faktoren zu beachten, die auch vom Wirtsorganismus abhangig
sind. Die in unseren Versuchen verwendeten HUVEC von freiwilligen, gesunden
Nabelschnurspenderinnen weisen auf einen deutlichen Unterschied zwischen der
Stimulierbarkeit zur Ausschiittung von vWF auf. Sowohl die Lange als auch die Anzahl der
ULVWEF-Faden unterlag auffallenden interindividuellen Schwankungen, die dann
selbstverstandlich auch zu einer vermehrten beziehungsweise verringerten Gesamtadhdsion
flhrten. In einer zusammenfassenden Korrelationsanalyse aller Spender konnte in diesem
Fall auch ein eindeutiger Zusammenhang zwischen ULVWF-Fadenlange und der Anzahl der
vorhandenen Faden festgestellt werden. Dies bedeutet, dass Zellen, auf denen besonders
lange ULVWEF-Faden gefunden wurden, diese auch in groBerer Anzahl ausschiitteten, als
Zellen, die liber kiirzere ULVWF-Faden verfligen.

Ein weiterer Faktor, der im Rahmen dieser Doktorarbeit untersucht wurde, war der Einfluss

von extrazelluldarer DNA im Flusssystem auf die Adh&sion der einzelnen Derivate von S.
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aureus. Die Griinde fiir diese Art von Untersuchung war, dass DNA unter physiologischen
Bedingungen der Immunabwehr auch eine Rolle spielt. Sie stammt aus Leukozyten, welche
ihre intrazellulare DNA ausschiitten, um in diesem Netz aus DNA Krankheitserreger
einzufangen. So ware es denkbar gewesen, dass sie aulRerdem als Verbindungsmolekdl
zwischen Eap auf der Bakterienoberflaiche und dem ULVWF des Wirtes dient. Hier konnte
kein signifikanter Einfluss von eDNA auf die Adhasion festgestellt werden, die Adhasion blieb
bei SA113 WT und SA113Aeap auf demselben Niveau wie ohne die Zugabe von eDNA.

Die Clusterbildung am ULVWEF ist ein zusatzlicher Faktor auf Bakterienseite, der eine Rolle
bei der Adhasion spielen kdnnte, und auch hier sollte die Rolle von Eap genauer beleuchtet
werden. Zwischen dem Wildtyp, welcher physiologische Mengen an Eap auf seiner
Oberflache besitzt, und der eap-Mutante von S. aureus konnte jedoch kein Unterschied der
Clusterbildung am ULVWF beobachtet werden. Wurden die Mengen an Eap jedoch artifiziell
durch die Zugabe einer grolReren Menge Eap Gber das normale Niveau hinaus gesteigert,
kam es zu einer signifikant erhéhten Anzahl an Clustern am ULVWEF im Vergleich zum WT
und zur eap-Mutante. Interessanterweise konnte dieser Effekt nur bei S. aureus in der
exponentiellen Wachstumsphase gesehen werden, in der stationdaren Wachstumsphase war
dieser Effekt nicht mehr zu sehen. Ein Einfluss von eDNA auf die Clusterbildung konnte auch
nicht beobachtet werden. Da aber aus einer Studie zur Interaktion von ULVWF und eDNA
bekannt ist, dass eDNA die ULVWF-Faden stabilisieren kann (Grassle et al. 2014), wurde die
Lange der ULVWF-Faden in Versuchen mit und ohne Zugabe von eDNA gemessen. Ein
fadenstabilisierender Effekt ware in unserem Fall auch eine Erklarung fiir eine vermehrte
Bindung von S. aureus an ULVWF, da mehr potentielle Adhasionsorte vorhanden waren. In
unseren Versuchen konnten wir aber keinen Effekt der eDNA auf die Fadenldnge feststellen
(Abb. 17).

AbschlieRend wurde noch die Gesamtadhasion an die verschiedenen Ziele untersucht. An
diesem Punkt wurden alle Derivate von S. aureus zu den beiden verschiedenen Zeitpunkten
untersucht, um einen Uberblick (iber die Adhésionsorte zu bekommen. In der exponentiellen
Wachstumsphase zeigt sich ein ,,buntes Bild“ an Adhasionsorten, wobei lediglich am
Endothel tendenziell weniger S. aureus gebunden waren. Nach 24h Wachstumszeit, also in
der stationaren Wachstumsphase, zeigt sich ein etwas einheitlicheres Bild. Hier sind die

meisten S. aureus, unabhangig von ihrer eap-Expression an die globuldare Form des vWF
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gebunden, wobei sich die relative Adhdsion am ULVWF und am Endothel kaum noch
unterscheiden.

Werden die Adhéasionsereignisse am ULVWF und am gvWF zusammengefasst (VWF-
abhangig) zeigt sich in beiden Wachstumsphasen der wichtige Einfluss des VWF beziiglich der
Adhasion von S. aureus am Wirtsendothel. Direkt an das Endothel gebunden ist dann nur
noch ein kleiner Anteil aller Bakterien.

Ergdnzend dazu wird in der letzten Abbildung noch die Gesamtadhasion aller S. aureus-
Derivate an alle Adhasionsorte veranschaulicht. Hier zeigten sich schon Unterschiede in der
Gesamtadhasion, wobei die Adhdsion von SA113 WT in der exponentiellen Wachstumsphase
als 100% angenommen wurde. Deutlich wird hier wiederum die wesentlich geringere

Adhdsionskapazitat aller S. aureus in der stationdaren Wachstumsphase.

5.8 Ausblick

Die Untersuchung des hochst interessanten Proteins Eap ist noch lange nicht abgeschlossen,
und wird vermutlich noch einige Jahre dauern. Sein Einsatz als Therapeutikum bei
verschiedenen Erkrankungen scheint aber auch heute schon denkbar. Aufgrund der
gegenwartig bekannten Eigenschaften von Eap, wie beispielsweise seine Fahigkeit, eine
Immunreaktion zu unterdriicken, konnte es in der Zukunft ein vielversprechendes
Medikament zur Behandlung diverser Autoimmunerkrankungen beim Menschen sein.

Es ware fir die Forschung und fiir die Entwicklung spezifischer Medikamente fiir die
Therapie von Autoimmunerkrankungen, Infektionskrankheiten oder zur Tumortherapie
unbedingt erforderlich, mehr lber die einzelnen Untereinheiten zu erfahren
beziehungsweise herauszuarbeiten, welche Untereinheit von Eap fiir welchen spezifischen
Effekt verantwortlich ist. Somit kdnnten sicherere und spezifischere Medikamente fir
Patienten hergestellt werden, die nur einen der vielseitigen Effekte von Eap aufweisen, und
nicht das komplette Spektrum von Eap abbilden.

Vorstellbar ist hier insbesondere die Therapie von Autoimmunerkrankungen, denn durch die
spezifische Blockade von Adhadsionsmolekilen wie beispielsweise ICAM-1, wie sie von
Leukozyten benutzt werden, kdnnte verhindert werden, dass Immunzellen in grolRer Anzahl
das Gefal verlassen, um korpereigene Organe und Gewebe zu schadigen. Wie in vorherigen

Abschnitten dieser Dissertation schon genannt, konnte dies fiir die EAE, ein Mausmodell der
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Multiplen Sklerose, schon eindriicklich gezeigt werden. Hier wéare es dringend nétig und sehr
spannend, weitere Modelle, die Autoimmunerkrankungen bei Menschen darstellen, zu

testen, um die Effektivitdt von Eap in diesen Szenarien genauer zu beleuchten.

Auch die Tumortherapie konnte von der weiteren Erforschung der vielfaltigen Funktionen
von Eap profitieren. Besonders die Metastasierung von vorbestehenden
Tumorerkrankungen scheint ein Target fiir die spezifische Tumortherapie zu sein. Fir das
Mammakarzinom konnte dies bereits 2007 in einer Arbeit von Schneider et al. gezeigt
werden. Dort konnte durch die Gabe von rekombinantem Eap die Metastasierung von
Brustkrebszellen in die Knochen deutlich reduziert werden.

Eine weitere spannende Option zur Nutzung dieser Befunde in der Tumortherapie beruht
darauf, dass im Tumorgewebe deutlich mehr vWF am Endothel vorhanden ist. Hier kdnnten
entweder apathogene Staphylokokken, die mit Chemotherapeutika beladen sind, oder mit
Eap-beschichtete und mit Chemotherapeutika beladene Nanopartikel, diese Wirkstoffe
effektiver und nebenwirkungsarmer an den Ort der Tumorausdehnung bringen und so zur
erfolgreichen Krebstherapie entscheidend beitragen.

Auch die weitere Erforschung der Adhasionseigenschaften von Eap sind im Zusammenhang
mit Therapie und Pravention von Krankheiten besonders wichtig. Hier konnte gerade in der
Pravention viel getan werden, denn wenn es uns gelingt noch genauer die ganz friihen
Phasen der Infektionsentstehung versteht, konnen schwerwiegende Infektionen eventuell
ganz verhindert werden. Dies ware vielversprechend fiir Patienten, die aufgrund von
schweren Vorerkrankungen oder im Rahmen einer immunsuppressiven Therapie liber ein
nicht ausreichend funktionierendes Immunsystem verfligen und deshalb fir
Infektionskrankheiten besonders anfallig sind. Ein spezifischer Antikérper, der gegen Eap
gerichtet ist, konnte die Entstehung einer Infektion durch S. aureus verhindern und somit
folgenschwere Infektionen fir gesundheitlich angegriffene Patienten beispielsweise auf
Intensivstationen vorbeugen.

Da im Erwachsenenalter in der Regel im Serum anti-Eap-Antikdrper vorhanden sind ware
dies beispielsweise eine Option fiir Friihgeborene, die in den ersten Lebenswochen auf
Intensivstationen einem hohen Risiko von Infektionskrankheiten ausgesetzt sind, und von

einer praventiven Therapie besonders profitieren kdnnten.
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Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Eap eine wichtige Rolle spielt, wenn es um
die Adhasion an das Gefallendothel geht und damit in der initialen Phase der
Krankheitsentstehung, wenn beim Patienten noch keinerlei Symptome vorhanden sind.
Demzufolge ware eine praventive Therapie mit rekombinanten anti-Eap-Antikérpern von
infektionsgefahrdenden Patienten, besonders von Frilhgeborenen, im Bereich des

Moglichen.

Aus den vorhergehenden Abschnitten wird ersichtlich, in wie vielen verschiedenen
Erkrankungen, die pathophysiologisch sehr unterschiedlich sind, Eap als Teil einer wirksamen
Therapie zum Einsatz kommen konnte. Sei es durch die Gabe von rekombinantem Eap, wie
es flir die Therapie von Autoimmunerkrankungen oder Tumorerkrankungen vorstellbar
ware, oder als Zielmolekil, welches es mittels Antikorper zu blockieren gilt, wie es fir die
Therapie von schweren Infektionskrankheiten denkbar ware.

Auch weitere, bis jetzt noch nicht entdeckte Funktionen on Eap sind denkbar, deshalb sind
dringend noch weitere Forschungsarbeiten notwendig, um Eap besser kennenzulernen und
um es vielleicht in Zukunft gewinnbringend als Medikament fiir Patienten einsetzen zu

kénnen.
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