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Abkurzungsverzeichnis

Alle Einheiten leiten sich von SlI-Basiseinheiten ab (ISO 1000). Einheitenprafixe

wie M, k, m, y oder n stehen fur mega, kilo, milli, mikro und nano. Chemische

Elemente sind nicht im Abkulrzungsverzeichnis aufgefuhrt.

Abb
ActA
APS
Bbp
bp
CA-MRSA
CD
CDP
CIf A/B
DNA
ds
DTT
Eap
EbpS
EDTA
Emp
EZM
FGF
FGFR
Fnbp A/B
GAG
Gal

Abbildung

Actin-polymerizing protein A
Ammoniumpersulfat

Bone sialoprotein binding protein
Basenpaar

Community-acquired MRSA
Cluster of differentiation
Cytidindiphosphat

Clumping factor A/B
Desoxyribonucleinsaure

double strand

Dithiothreitol

Extracellular adhesion protein
Elastin binding protein S
Ethyldiamintetraessigsaure
Extracellular matrix binding protein
Extrazellularmatrix

Fibroblast growth factor
Fibroblast growth factor receptor
Fibronectin binding protein A/B
Glykosaminoglykan

Galactose
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GIcA Glucuronsaure

GIcNAc N-Acetyl-Glucosamin

GroP Glycerolphosphat

HA-MRSA Hospital-acquired MRSA

HRP Horseradish peroxidase

HS Heparansulfat

HSbP Heparansulfat-bindendes Protein
HSPG Heparansulfat Proteoglykan
HSV Herpes simplex virus

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule 1
IdoA |duronsaure

IsaB Immunodominant surface antigen B
kD Kilo-Dalton

KO Knockout

LA-MRSA Livestock-acquired MRSA

LCP LytR-Cps2A-Psr (LCP)-Protein

LPXTG Leucin-Prolin-X-Threonin-Glycin

LTA Lipoteichonsaure

ManNAc N-Acetyl-D-Mannosamin

MnaA UDP-N-Acetylglucosamin-2-Epimerase
MRSA Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus

MSCRAMM Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix

Molecules

MurNAc N-Acetylmuraminsaure

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

NCBI National Center for Biotechnology Information
Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsaure

ODs7s Optische Dichte (bei 578 nm Wellenlange)
Opa Opacity-protein
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OsmC
PAGE
PAPS
PBP
PCR
PG
PVDF
RboP
RNA
RSV
SDS
Ser
SERAM
ss
Tab
Tag
Tar
TBS
TEMED
TSST
TTBS
UDP
VEGF
VLDL
wt
WTA
Xyl

Osmotically inducible protein C
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
3'-Phosphoadenyl-5'-Phosphosulfat
Penicillinbindeprotei
Polymerasekettenreaktion
Proteoglykan

Polyvinylidenfluorid
Ribitolphosphat

Ribonucleinsaure

Respiratory syncythial virus
Sodiumdodecylsulfat

Serin

Secreted Expanded Repertoire Adhesive Molecules
single strand

Tabelle

Teichoic acid glycerol

Teichoic acid ribitol

Tris buffered saline

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin
Toxic Shock Syndrome Toxin
Tween Tris buffered saline
Uridindiphosphat

Vascular endothelial growth factor
Very low densitiy lipoprotein
Wildtyp

Wandteichonsaure

Xylose
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1. Einleitung

1.1. Thematik und Zielsetzung

1.1.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, ein grampositives, kokkoides Bakterium, ist ein
zunehmend problematisch handhabbarer Erreger dieverser Krankheiten. Neben
der asymptomatischen Besiedelung des Nasenvorhofs ist dieses Bakterium
unter anderem haufig die Ursache flir Abszesse und Furunkel,
Wundinfektionen, = Osteomyelitis, Infektionen intravasaler Implantate,
Lebensmittelvergiftungen und der Sepsis. Aullerdem I6st S. aureus das
staphylococcal scaled skin syndrome und das toxic shock syndrome aus. S.
aureus entstammt einer Familie mit zahlreichen Spezies. Das Vorhandensein
von Koagulase, einem wichtigen Virulenzfaktor, dient der Abgrenzung von
S.aureus von den anderen Vertretern der Familie. Diese sind allesamt
koagulase-negativ. S. aureus bildet eine Vielzahl an Virulenzfaktoren (Beispiele
s. Tab. 1). In kultureller Anzucht entstehen meist gold-gelbe Kolonien. Auf
Blutagar zeigt sich die Aktivitat des Virulenzfaktors Hamolysin durch einen

hamolytischen Randsaum um die einzelnen Kolonien.

Tab. 1: Beispiele einiger Virulenzfaktoren von Staphylococcus aureus

Virulenzfaktor Funktion

Protein A bindet Immunglobulin-F.-Bereich, verhindert Phagozytose!"
Clumping factor | aktiviert Fibrinmonomere, erzeugt Fibrinschicht um Zelle!"
Hyaluronidase spaltet EZM-Molekile, ermoglicht Gewebsinvasion!
Toxin-1 (TSST-1) |Superantigen, erzeugt toxic-shock-syndrome!

Enterotoxine A-E | Superantigene, erzeugen Lebensmittelvergiftung!”
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Therapeutisch werden gegen S. aureus haufig B-Lactam-Antibiotika eingesetzt.
Sie hemmen die Transpeptidasen, welche das Murein der bakteriellen Zellwand
quervernetzen und deshalb auch als Penicillinbindeproteine (PBP) bezeichnet
werden. Auf sich teilende Bakterienpopulationen wirken B-Lactame bakterizid,
weil durch das Fehlen einer stabilen Zellwand Wasser dem osmotischen
Gradienten folgend ins Zellinnere stromt und so zum Anschwellen und Platzen
der Zellen fuhrt. Gegen diese Antibiotikaklasse haben sich zwei
Resistenzmechanismen entwickelt. 80% der S. aureus-Stdmme bilden heute
plasmid-codierte  B-Lactamasen, welche den [B-Lactamring dieser
Antibiotikaklasse hydrolytisch spalten. Dies macht den Einsatz (3-Lactamase-
fester Antibiotika wie Oxacillin oder Flucloxacillin notwendig. Eine weitere
therapeutische Moglichkeit ist der Einsatz von B-Lactamase-Inhibitoren wie
Clavulansaure, Sulbactam oder Tazobactam in Kombination mit einem
klassischen B-Lactam-Antibiotikum. Mehr als 15 % der Stamme weisen heute
das Gen mecA in ihrem Genom auf. Dieses codiert fur ein verandertes
Penicillinbindeprotein PBPZ2a, welches eine verminderte Affinitat zu B-Lactamen
besitzt. Eine Therapie mit dieser Antibiotikaklasse wird obsolet!". Alternative
Antibiotika (z.B. Clindamycin, Rifampicin, Vancomycin oder Teicoplanin) werden

in diesem Fall verwendet, stoRen jedoch nicht selten auf weitere Resistenzen'?.

S. aureus-Stamme, die resistent gegen das Antibiotikum Methicillin sind,
werden im Allgemeinen als MRSA (=Methicillin resistant S. aureus) bezeichnet.
Zur Diagnostik wird heute Oxacillin verwendet, da seine Aktivitat unter
Lagerungsbedingungen besser erhalten bleibt, heteroresistente Stamme eher
entdeckt werden und Methicillin nicht mehr auf dem Markt erhaltlich ist®. Man
unterscheidet heute drei Formen von MRSA: Community acquired (CA-MRSA =
Stamme, welche im ambulanten Rahmen erwoben werden), hospital acquired
(HA-MRSA = Stamme, welche im klinischen Rahmen erworben werden) und

livestock acquired (LA-MRSA = Stamme, die beim Nutzvieh vorkommen).
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1.1.2. Zielsetzung der Arbeit

Eine zentrale Interaktionsschnittstelle fur Entstehung, Verlauf und Therapie S.
aureus-bedingter Erkrankungen spielt die Zelloberflache der Bakterien. Im
Rahmen dieser Arbeit soll auf zwei der wesentlichen Aspekte der Zelloberflache
eingegangen werden. Zum einen tragt sie uber Adhasionsproteine zur
Etablierung von S. aureus im Wirtsorganismus durch Adhasion bei. Zum
anderen ist sie Uber Wandteichonsauren an der Resistenz von MRSA

gegenuber B-Lactam-Antibiotika beteiligt.

Die Pathogenese der durch Staphylokokken verursachten Erkrankungen des
menschlichen Koérpers ist davon abhangig, wie effektiv sich die Bakterien im
Wirtsorganismus behaupten koénnen. Grundlegender Schritt der Besiedelung
mit S. aureus ist dessen Adharenz an Strukturen des Wirtsorganismus. Hierzu
zahlen sowohl die Zellmembranen wie auch die Extrazellularmatrix (EZM)
eukaryoter Organismen. Einen essenziellen Bestandteil dieser Strukturen
stellen Heparansulfate (HS) dar. Sie dienen unter anderem der
Aufrechterhaltung physiologischer Prozesse, konnten jedoch zusatzlich als
potenziell ausnutzbare Schwachstelle flr einige Bakterienarten identifiziert
werden®. Zur Bindung an Zellmembran- und Matrixstrukturen besitzt S. aureus
eine bis heute nicht vollstandig bekannte Ausstattung Adharenz vermittelnder
Molekule. Einen Teil hiervon bilden Heparansulfat-bindende Proteine (HsbP)
Bl.Der erste Teil dieser Arbeit sollte der Untersuchung zweier Proteine von S.

aureus auf deren Fahigkeit zur Heparansulfatbindung dienen.

Eine weitere Eigenschaft vieler Bakterien ist die Entwicklung von
Resistenzmechanismen gegenuber antibiotisch wirkenden Agenzien. S. aureus
zeigt sich hinsichtlich dieser Fahigkeit als aulerst effektiv. Vor allem MRSA-
Stamme stellen ein wachsendes Problem flir viele Einrichtungen des
Gesundheitssystems dar, da sie Uber viele Jahre hinweg eine breite Resistenz

gegen beinahe jede Antibiotikaklasse entwickelt haben. Eine wichtige Barriere
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fur Antibiotika stellt die Zellwand der Staphylokokken dar, welche bei einigen
Stammen einen wichtigen Beitrag zur Resistenz gegen Oxacillin vermittelt®®. Ein
Hauptbestandteil der Zellwand von Staphylokokken ist die Wandteichonsaure
(WTA), die in einem komplexen Prozess intrazellular synthetisiert, glykosyliert
und nach extrazellular verbracht wird. Das zweite Ziel dieser Arbeit bestand in
der weiterflhrenden  Charakterisierung der  Abhangigkeit zwischen
Glykosylierung der Wandteichonsauren und der Resistenz eines HA-MRSA-
Stammes gegenuber 3-Laktam-Antibiotika.
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1.2. Heparansulfat-bindende Proteine von

Staphylococcus aureus

1.2.1. Adhasion in der Pathogense von Staphylococcus

aureus

Als Adhasion bezeichnet man den ersten Schritt der Pathogenese bakterieller
Infektionen. Um einen Wirtsorganismus erfolgreich zu kolonisieren, ist es fur die
besiedelnden Organismen von grofdter Bedeutung, Strukturen des Wirts als
Ankerpunkte zu nutzen, an denen sie haften kdnnen. Physiologische Prozesse
wie die mukozilidare Clearance der Bronchialschleimhaut, der Blutfluss, die
Zottenmotilitat der Darmschleimhaut oder die regelmafRige Spullung des
Harntraktes mobilisieren nicht adharente Elemente und wirken einer
Kolonisation des Organismus entgegen. Um diesen Prozessen widerstehen zu

konnen, nutzt S. aureus eine Vielzahl adhasioneller Moleklle.

1.2.1.1. Adhasionssysteme von Staphylococcus aureus

Zur Bandbreite Adhasion vermittelnder Moleklle von S. aureus zahlen diverse
Proteine wie auch Polysaccharide. Das Adhasionssystem von S. aureus lasst

sich in vier Gruppen unterteilen:

Die erste Gruppe bilden Zellwand-gebundene Adhasine vom MSCRAMM-Typ
(Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules), die
auch als Sortase-abhangige Adhasine der Zellwand bezeichnet werden. Sie
werden mit einem C-terminal situierten Ankerpeptid mit der Sequenz LPXTG
(Leu-Pro-X-Thr-Gly) synthetisiert. Nach Abspaltung des N-terminalen
Signalpeptids und Sec-abhangigem Transport des Proteins auf die AuRenseite
der Zellmembran, wird dort das LPXTG-Motiv durch das Enzym Sortase
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spezifisch erkannt. Das aktive Zentrum der Sortase katalysiert die Spaltung des
Ankerpeptids zwischen Threonin und Glycin. AnschlieBend wird das Protein
liber mehrere Zwischenpeptide an das Peptidoglykan gebunden!. Zu diesem
Typ der Adhasine gehodren unter anderem das fibronectin binding protein A und
B (Fnbp A/B) und der clumping factor A und B (CIfA/B).

Die zweite Gruppe stellen Adhasine ohne Verankerung in der Zellwand vom
SERAM-Typ dar (Secreted Expanded Repertoire Adhesive Molecules)®. Dies
sind sekretierte Proteine, die keinerlei Ankerpeptide wie das LPXTG-Motiv
besitzen. Sie werden von den Bakterien mit einem N-terminalen Signalpeptid
synthetisiert, welches der Erkennung durch den sekretorischen Pathway dient,
und anschlieBend an die Umgebung abgegeben. Hier erkennen sie spezifisch
Molekule der EZM oder der Zelloberflache anderer Organismen und binden an
diese. Im Anschluss binden sie entweder selbststandig an Strukturen der
bakteriellen Zellwand oder werden von Proteinen dieser aktiv gebunden®. Zu
den Adhasinen dieser Gruppe zahlen multifunktionale Proteine wie das
extracellular matrix binding protein (Emp)® oder das extracellular adhesion

protein (Eap)®.

Die dritte Gruppe wird von transmembrandsen Adhasinen gebildet. Sie sind
Membranproteine, besitzen eine oder mehrere Transmembrandomanen und
konnen sowohl Uber hydrophobe Wechselwirkungen als auch Uber kovalente
Bindungen zu den Lipiden der Membran in jener verankert sein. Ein Beispiel
hierfir ist das elastin binding protein S (EbpS)'”, welches mit zwei

membraniberbrickenden Doméanen in der Zellmembran verankert ist.

Die vierte Gruppe der Adhasine bilden Polysaccharide, die auf der Oberflache
der Staphylokokken vorkommen. Hierzu zahlen in erster Linie die
Lipoteichonsaure (LTA) und die Wandteichonsaure (WTA), die Bestandteile des
Peptidoglycans der Zellwand sind (s. 1.3.2.). LTA sind zellmembrangebunden

und ragen in den periplasmatischen Raum hinein!"™. WTA sind im Peptidoglycan
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selbst verankert und (iberragen dieses!'?. Beide sind in der Lage, Adhéasion
gegenliber unterschiedlichen Molekiilgruppen aufzubauen!™ U4 Wie von

Weidenmeier et al.l'™ '® gezeigt werden konnte, ist die Wandteichonséaure fiir S.

aureus essenziell, um eine Kolonisation des Nasenvorhofs zu etablieren.

Abb. 1: Adhésionssysteme von S. aureus

M = Zellmembran; P = Peptidoglykan

: Integrale Adhéasine werden synthetisiert, in die Zellmembran integriert und berragen das Peptidoglykan
: MSCRAMMSs werden mit einem N-terminalen Signalpeptid und C-terminalen LPXTG-Anker synthetisiert
: SERAMs werden mit einem N-terminalen Signalpeptid synthetisiert

: Das Signalpeptid fiithrt MSCRAMMSs und SERAMs dem sekretorischen Pathway zu

. Nach der Sekretion spaltet das Enzym SrtA den LPXTG-Anker der MSCRAMMs

: MSCRAMMSs werden an Peptide der Zellmembran gebunden und (iberragen das Peptidoglykan

. SERAMs werden frei in die Peripherie der Bakterienzelle sezerniert

. Wandteichonséuren sind im Peptidoglykan verankert und lberragen dieses

ONOOGORANWN=

Die Wirkungen der vier bisher bekannten Adhasionssysteme von S. aureus
konnen als komplementar angesehen werden. Der Verlust eines oder mehrerer
Systeme setzt die Kapazitat zur Adhasion zum Teil betrachtlich herab!"8,
Weiterhin sind die beschriebenen Systeme zwar oft sehr spezifisch, jedoch
auch unselektiv. Die hohe Affinitat vieler Adhasine gilt haufig nicht einem
einzelnen, sondern einer ganzen Bandbreite an Wirtsmolekulen. So bindet zum
Beispiel FnbpA nicht nur Fibronectin, sondern auch Fibrinogen!®. Das bone
sialoprotein binding protein (Bbp) besitzt als Liganden ebenfalls Fibrinogen.

Zum anderen dienen viele der oben genannten Proteine und Polysacchardie
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nicht ausschliel3lich der Adhasion, sondern sind zugleich Immunmodulatoren,
Invasine oder Lysine. Tab. 2 zeigt einige Beispiele multifunktionaler Adhasine

von S. aureus:

Tab. 2: Beispiele multifunktionaler Adhésine von Staphylokokkus aureus

Adhasin | Funktion

FnbpA Bindung an Fibronectin und Fibrinogen!'?, Zellinvasion!'”!

CIfA Bindung an Fibrinogen, Complement regulator | protein

Eap Bindung an Fibrinogen, Fibronectin, Prothrombin u.a.??; Blockade
des ICAM-1-Rezeptors?®

LTA Bindung an TLR-2 und CD 142 Adhasion®

WTA Regulation des Peptidoglycan-crosslinking®®®!, Kationenreservoir?’,
Rezeptormolekill fur Bakteriophagen®!, Adhasion!*!

1.2.2. Synthese, Aufbau und Rolle der Heparansulfate

1.2.2.1. Glykosaminoglykane

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bindung bakterieller Adhasine gegenuber
Heparin, einem stark sulfatierten HS, untersucht. HS sind Glykosaminoglykane
(GAG), die groldtenteils als Bestandteile von Proteoglykanen (PG), seltener als
eigenstandige Polysaccharide, ubiquitar auf eukaryotischen Zellen und in der

EZM vorkommen®??.,

GAG unterteilen sich in mehrere Gruppen, deren hauptsachliche Vertreter die
Chondroitin-, Dermatan- und Heparansulfate sind®’. Ihnen gemeinsam ist ihr
grundlegender Aufbau: Einer Basisregion, Uber die die GAG an die
Kernproteine der PG gebunden sind, schlie3t sich ein unterschiedlich langes
Ruckgrat aus multiplen Disaccharideinheiten an. Diese bestehen abwechselnd

aus einer Uronsaure bzw. Galactose und einem Aminozucker und sind
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untereinander mit ai4-, Bis- sowie Bis-glykosidischen Bindungen zu einer
Polysaccharidkette verknlpft. Diverse Modifikationen sorgen fir eine grolde

Vielfalt moglicher Molekuile®".

1.2.2.2. Synthese und Struktur der Heparansulfate

Die Synthese der HS beginnt an Serinresten eines Kernproteins. Eine
Xylosetransferase Ubertragt hierbei einen Xylose (Xyl)-Rest auf den Serinrest
(Ser). Anschliellend wird Uber die Galactosetransferasen | und Il jeweils ein
Galactosemolekul (Gal) angeschlossen und Uber die Glucuronsauretransferase
| ein Molekul Glucuronsaure (GIcA) angehangt. Auf diese Weise entsteht die
Basisregion mit der Sequenz Ser-Xyl-Gal-Gal-GIcA. Bis hierher Uberlappen sich
die Synthesepfade der Chondroitin- und Heparansulfate. Die endgultige
Weiterentwicklung zum Heparansulfat wird Uber das Anhangen eines Molekuls
N-Acetylglucosamin (GIcNAc) durch das Enzym EXTL3 festgelegt. Das nun
entstehende Heparansulfatriickgrat besteht zunachst abwechselnd aus GIcA
und GIcNAc. Diese Kettenverlangerung wird durch die Copolymerase
EXT1/EXT2 vorgenommen, die GlIcA-Transferase- und GIcNAc-Transferase-
Aktivitat besitzen. Die hohe Variabilitat der Heparansulfaten entsteht durch
intensive Modifikation der entstandenen Polysaccharidkette. Das Enzym
GIcNAc-N-Deacetylase/N-Sulfotransferase versieht GIcNAc-Reste unter Verlust
deren Acetylrestes mit einer Sulfatgruppe. Vor allem im basisnahen Bereich tritt
diese Modifikation scheinbar nur sehr selten auf. Weitere Sulfatgruppen werden
dem Heparansulfat Uber 2-O-, 3-O- und 6-O-Sulfotransferasen zugefuhrt, die
diese Reaktion spezifisch katalysieren. Sulfatgruppendonator fur diese
Reaktionen ist das Molekil 3'-Phosphoadenyl-5'-Phosphosulfat (PAPS)B!. Die
hochste Konzentration an Sulfatgruppen entsteht im Schwanzbereich des
Molekiils, wo diese regelrechte Cluster ausbilden®?. Diese Cluster dienen
vielen Liganden, z.B. dem fibroblast growth factor (FGF) als Bindungsstelle!®!.
Eine weitere Modifikation entsteht durch das Enzym GIcA-C5-Epimerase,

welches GlcA-Reste in deren Epimer Iduronsaure (IdoA) uberfiihrt®!. Die
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erwahnten Modifikationen treten nicht zufallig, sondern nach einem strikt
geregelten Muster auf, Uber welches die exakte Funktion des jeweiligen HS
geregelt wird®4. Abb. 2 zeigt den grundsatzlichen Aufbau der Heparansulfate
anhand des Heparins mit Bindestellen fir FGF-1/FGF-2 und Antithrombin.

N-acetylierte / N-sulfatierte Doméne N-acetylierte Doméane

I I I I
6S 6S
—< Q4 Jos P4 sy o4 JoaPpa Jasyas JasPpa JaaPpa Jas Y3 B3 )Bs—Xyl—B —slrr
NS

NS 28 NS
3s

Antithrombin

N-sulfatierte Doméne

I I
6S 6S 6S

) 04 Vodl Joa Vodl Joa Vo 4O aall]

NS 2S NS 25 NS 2S NS

FGF-1/FGF-2

|] = N-Acetylglucosamin (GIcNAc) V = Iduronséure (IdoA)

<} = Glucuronséure (GIcA) O = Galactose (Gal)

Abb. 2: Struktur der Heparansulfate anhand des Heparins mit Bindungsstellen fiir FGF-1/FGF-2
und Antithrombin (nach Kreuger et al. [33])

1.2.2.3. Rolle der Heparansulfate

HS kommen entweder — wie das Heparin — als eigenstandiges Molekul oder in
Verbindung mit einem Kernprotein als PG vor. Als solche sind sie entweder
zellmembran- (Syndecan, Glypican) oder extrazellularmatrixstandig (Perlecan,
Agrin, Kollagen XVIII).

Zellmembranstandiges Syndecan dient als relativ unspezifischer Korezeptor fur
vielerlei Wachstumsfaktoren (z.B. FGF1, FGF2 und VEGF), indem es deren
Bindung an ihren eigentlichen Rezeptor stabilisiert und so ihre Wirkung
verstarkt. Weiterhin wirkt es als Ankermolekil fir Proteine der EZM, wie

Kollagen, Fibronectin und Laminin, und vermittelt Zell-Zell-Adhasion®?.
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Glypicane, welche ebenfalls auf der Zellmembran vorhanden sind, spielen eine
wichtige Rolle fiir Zellentwicklung und -differenzierung®®®. Zellmembranstandige
HS dienen auRerdem der Endozytose diverser Liganden, zum Beispiel VLDLP.,
Ebenso konnten HS fir verschiedene Pathogene als Eintrittspforte in die
Wirtszelle identifiziert werden. Das Respiratory syncythial virus (RSV)®! und
das Herpes simplex Virus 1 (HSV 1)B% nutzen HS der eukaryotischen

Zellmembran, um ihre Internalisation auszulosen.

Perlecan ist ein HSPG der EZM und liegt vor allem in Basalmembranen vor®%.
Hier ist es unter anderem fur den Erhalt der negativen Ladung der Matrix
verantwortlich®!. Agrin, ein weiteres extrazellularmatrixstandiges HSPG, dient
vor allem wahrend der Entwicklung derr Bildung neuromuskularer Endplatten
und der Synaptogenese im zentralen Nervensystem!*?. Kollagen XVIII ist ein
PG der Basalmembran®l. Ein 20 kD schweres C-terminales Fragment hiervon,
das Protein Endostatin, scheint eine inhibitorische Rolle im Rahmen der Angio-
und Tumorgenese zu spielen*!. HS der EZM haben zudem regulierenden
Einfluss auf die Diffusion von Wachstumsfaktoren durch die Basalmembran®®.
Heparin, ein frei vorliegendes HS, wird von Mastzellen synthetisiert und in
Vesikeln gelagert. Es ist ein stark sulfatiertes HS*?l. Seine physiologische Rolle
ist noch nicht vollstandig geklart. Im klinischen Rahmen werden
unterschiedliche Heparine und Heparinanaloga zur therapeutischen
Antikoagulation eingesetzt, wo sie an Antithrombin Il binden und dessen

gerinnungsverzogernde Funktion um das bis zu 1000-fache verstarken.
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1.2.3. Potenziell Heparansulfat-bindende Proteine von

Staphylococcus aureus

HS sind ubiquitdar vorkommende Makromolekile®, die durch ihr hohes
negatives Ladungsniveau besonders auf die Bindung diverser Liganden
ausgerichtet sind. Physiologischerweise sind solche Liganden
Wachstumsfaktoren, Molekule der Zell-Zell-Interaktion oder der EZM. Viele
pathogene Bakterien und Viren haben jedoch ihrerseits Proteine entwickelt, die
ebenfalls als Liganden von HS dienen konnen und deren Verbreitung im
Wirtsorganismus als Schwachstelle zur Etablierung in selbigem ausnutzen.
Oftmals sind diese essenziell fir die Pathogenese, da sie Adhasion oder
Internalisation auslésen. Tab. 3 zeigt einige HSbP, die verschiedene Syndecane

als Bindungspartner nutzen.

Tab. 3: Beispiele fiir mit Heparansulfaten interagierende Proteine unterschiedlicher Organismen

Organismus Protein Funktion Quelle

Actin-polymerizing protein

L. monocytogenes (AtA)

Adhasion, Invasion [47]

N. gonorrhoeae Opacity-proteins (Opa) Adhasion, Invasion [48]

S. aureus a-Toxin, B-Toxin Shedding [49]
P. aeruginosa LasA Shedding [50]
Herpes simplex 1/2 |gB, gC, gD Adhasion [51],[52]

Aus Tab. 3 wird ersichtlich, dass auch S. aureus Proteine zur Interaktion mit HS
besitzt. Liang et al. zeigten 1992, dass S. aureus auf seiner Oberflache zwei
Proteine mit je 60 bzw. 66 kDa Molekllmasse besitzt, die HS binden kénnen®.
Weitere Arbeiten stellten den Einfluss von HS auf die Interaktion von S. aureus
mit verschiedenen Epithelien heraus. So konnten Hess et al. 2006 zeigen, dass

die Internalisation von S. aureus durch intestinales Epithel durch HS vermittelt
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wird®3l, Weiterhin war es Alston et al. bereits 1997 gelungen, zu zeigen, dass
Endothelzellen empfanglicher fur eine Infektion durch S. aureus waren, wenn
sie keine oder nur unsulfatierte HS auf ihrer Oberflaiche exprimierten®. Die
Interaktion von S. aureus mit Epithelien scheint HS also zumindest zu

involvieren.

Die an der Interaktion mit HS beteiligten Strukturen von S. aureus sind bisher
unbekannt. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Proteine dieses Bakteriums
auf ihre Fahigkeit der Heparansulfatbindung untersucht. Es wurden mehrere
Kriterien zur Auswahl der zu untersuchenden Proteine angelegt: Zum einen
wurden bereits publizierte Eigenschaften bezlglich der Bindung negativ
geladener Molekule berucksichtigt. Auch wurden Publikationen bertcksichtigt,
die auf eine mogliche Beteiligung der Proteine an einem Heparansulfat-
Bindungssystem von S. aureus hinwiesen. Zum anderen wurden der
isoelektrische Punkt und die Gesamtladung der Proteine bei pH = 7,40
einbezogen. Ein weiteres Kriterium war das Vorkommen der Proteine in
moglichst vielen S. aureus-Stammen. So ruckten das extracellular adherence

protein (Eap) und das immunodominant surface antigen B (IsaB) in den Fokus.

1.2.3.1. Extracellular adherence protein (Eap)

Das extracellular adherence protein ist ein Adhasin der SERAM-Gruppe. Es
besteht abhangig vom exprimierenden Stamm aus bis zu 7 tandem-repeat-
Domanen®!, von denen jede aus ca. 110 Aminosduren aufgebaut ist. Die
Molekilmasse betragt 60-70 kDa. Jede Domane besitzt dabei ein eigenes
Muster spezifischer Liganden®®. Eap zeichnet sich durch die grolRe Bandbreite
seiner Bindungspartner aus. Hierzu zahlen unter anderem Fibrinogen,
Fibronectin, Thrombospondin, Kollagen, Elastin, Vitronectin®? und
Osteopontin®. Es ist in der Lage, mit anderen Eap-Molekilen Multimere zu
bilden und Strukturen der Staphylokokken-Oberflache zu binden. Hierzu zahlen

das Protein Neutrale Phosphatase® und die Zellwand. Die Bindung an die
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Zellwand ist abhangig von der D-Alanylierung der WTAP® P91 Auf diese Weise
konnen Eap-Ketten und ganze Staphylokokken-Aggregate entstehen®®. Studien
mit Eap-KO-Mutanten konnten nachweisen, dass diese eine verringerte Affinitat
gegeniber eukaryotischem Gewebe zeigten[', nicht mehr zu Kolonisation und
Gewebsinvasion in der Lage waren® % uynd eine Wundheilung schneller
zuliesen als exprimierende Stamme'®?. Ein weiterer Ligand von Eap ist das
humane intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), auch als CD54 bekannt,
das auf Gefalendothelien exprimiert wird. Es dient der Extravasation von
Leukozyten. Durch Bindung an dieses Protein, blockiert Eap die Migration der
Leukozyten®!. Eap beschleunigt weiterhin die Internalisation von S. aureus in
die Wirtszelle®. Bioinformatische Analysen des Proteins sagten den
Isoelektrischen Punkt bei pH = 10,5097 voraus, was bei einem physiologischen
pH-Wert (7,40) eine positive Gesamtladung des Proteins bedeuten wurde. Dies
wiederum wurde die Bindung negativgeladener Molekulle wie HS erleichtern. In
Anbetracht der breiten Bindekapazitat dieses Proteins, der Molekulmasse, die
den Aussagen von Liang et al. entspricht, der Ubrigen Fahigkeiten von Eap und
der positiven Ladung bei pH = 7,40 wurde im Rahmen dieser Arbeit seine

Fahigkeit zur Heparansulfatbindung untersucht.

1.2.3.2. Immunodominant surface antigen B (IsaB)

Das zweite Protein, das in dieser Arbeit als mdgliches HSbP untersucht werden
sollite, ist das immunodominant surface antigen B (IsaB). Es besitzt eine
Molekiilmasse von 19,5 kDal* und stellt ein Homolog zu einem HSbP von
Staphylococcus epidermidis dar®® ¢ 7 |saB wird sekretiert und liegt als
Zellwand-gebundenes, oberflachen-assoziiertes Adhasin vor. Es besitzt ein N-
terminales Signalpeptid, jedoch keinen LPXTG-Anker®®!. Es lasst sich daher
nicht direkt einem der beschriebenen Adhasintypen zuordnen. McCarthy und
Lindsay untersuchten 2010 mehrere Stamme von S. aureus und zeigten, dass
IsaB auf dem Genom aller Stamme codiert warl®. IsaB bindet Nucleinsauren

sequenzunspezifisch, hierbei dsDNA starker als ssDNA und diese starker als
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RNA®, Bioinformatische Berechnungen sagten den Isoelektrischen Punkt fir
IsaB bei pH = 10,2294 voraus. Bei pH = 7,40 liegt IsaB als insgesamt positiv
geladenes Protein vor. Dies unterstutzt die Bindung negativ geladener Molekule
wie HS. Aufgrund seiner Eigenschaft, negativ geladene Molekile zu binden,
wegen seiner Oberflachenassoziation, seiner positiven Gesamtladung bei pH =
7,40 und seiner Homologie zu einem HSbP in S. epidermidis wurde IsaB auf

seine Fahigkeit hin untersucht, HS zu binden.

1.2.4. Hypothese und Studiendesign

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde aufgrund der oben genannten

Erkenntnisse folgende Arbeitshypothese aufgestellt:

Das extracellular adherence protein (Eap) und das immunodominant surface

antigen B (IsaB) von Staphylococcus aureus binden Heparansulfate.

Ziel der Arbeit war es, die biochemische Bindung des HS Heparin an die beiden
genannten Proteine Eap und IsaB zu beweisen. HS sind ubiquitare Strukturen
des menschlichen Organismus? und werden von vielen bakteriellen
Krankheitserregern ausgenutzt, um Adharenz und Internalisation auszuldsen.
Die Bindung an und Interaktion mit HS durch S. aureus ist bereits bekannt. In
dieser Arbeit sollen zwei moglicherweise hieran beteiligte Proteine vorgestellt

werden.
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1.3. WTA-abhangige Methicillin-Resistenz

von Staphylococcus aureus

1.3.1. Methicillinresistenz in Staphylococcus aureus

Trotz der Entwicklung zahlreicher neuer antibiotischer Substanzen in den
vergangenen Jahren, stellen B-Laktam-Antibiotika nach wie vor eine wichtige
Wirkstoffgruppe in der Therapie vieler bakterieller Erkrankungen dar. Infektionen
mit S. aureus werden mit diesen Stoffen haufig therapiert. Allerdings sind es
gerade die [-Laktame gegen die immer mehr S. aureus-Stamme
Resistenzmechanismen entwickelt haben (s. Kapitel 1.1.1.). Eine wachsende
Anzahl Methicillin-resistenter Infektionen in den vergangenen Jahrzehnten zeigt
die Notwendigkeit zur Entwicklung neuer Behandlungsstrategien. Uber die
ersten MRSA-Falle berichtete Patricia Jevons 1961 aus GrofRbritannien®®. Als
Referenzantibiotikum wurde damals Methicillin verwendet. Heute werden

Resistenznachweise mit dem Penicillinderivat Oxacillin durchgefihrt.

MRSA stand ursprunglich fur Stamme von S. aureus, die gegen Methicillin
resistent waren. Oftmals liegen heute auch Resistenzen gegen andere
Antibiotikaklassen vor, was die Therapie komplex gestaltet. In vielen Fallen
muss auf Reserveantibiotika wie z.B. Vancomycin, Linezolid oder Daptomycin
zuruckgegriffen werden, um Infektionen mit MRSA effektiv therapieren zu
konnen. Auch gegen diese Antibiotika wurden bereits Resistenzen festgestellt.
Aufgrund des ausgepragten Einsatzes antibiotischer Chemotherapien im
klinischen Bereich, existiert heute ein erheblicher Unterschied zwischen dem
Resistenzniveau ambulant und nosokomial erworbener MRSA-Stamme. lhnen
allen sind die in Kapitel 1.1.1. beschriebenen B-Lactamasen und veranderten
Penicillinbindeproteine (PBP) gemein. Weitere Resistenzen werden durch

Neumutationen, horizontalen Gentransfer und Plasmide erworben.
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1.3.2. Wandteichonsauren von Staphylococcus aureus

Grampositive Bakterien unterscheiden sich von gramnegativen durch ihre bis zu
80 nm dicke Zellwand, die vor allem der Formgebung, dem Schutz gegen die
Umwelt und der Aufrechterhaltung des intrazellularen Drucks dient. Die
Zellwand von S. aureus besteht zum grof3en Teil aus Murein. Dieses Polymer
setzt sich aus repetitiven Disaccharideinheiten aus N-Acetylglucosamin
(GIcNAc) und N-Acetylmuraminsaure (MurNAc) zusammen, welche linear (B1.4-
glykosidisch miteinander verbunden sind™. Diese Langsstrange sind Uber
Oligopeptidketten, welche an die MurNAc-Untereinheiten gebunden sind, unter
einander quervernetzt. Diese Quervernetzung erzeugt die Stabilitat der
Zellwand und wird von Transpeptidasen katalysiert, welche als Penicillin-
Bindeproteine (PBP) bekannt sind!".. In das Peptidoglycan eingelagert sind Lipo-
(LTA) und Wandteichonsduren (WTA). Letztere sind Uber eine
Phosphodiesterbindung kovalent an die Ces-Hydoxylgruppe der MurNAc-
Untereinheiten des Peptidoglykans gebunden. LTA erreichen den

periplasmatischen Raum!""!, WTA die Oberflache des Mureins!'?-1""],

1.3.2.1. Struktur und Synthese der \Wandteichonsaure

WTA von S. aureus bestehen aus einer "linkage unit" und einer Hauptkette
("main chain”). Die linkage unit ist wahrend der Synthese Uber Bactoprenyl an
die Zellmembran gebunden und besteht aus je einem Molekil GIcNAc-1-
Phosphat, ManNAc und 2 Glycerolphosphatresten. Die main chain ist ein
Polyribitolphosphat von 20 — 40 Untereinheiten Lange, das durch D-Alanyl- und
N-Acetylglycosaminreste modifiziert wird!"" 3 "4 Abb. 3 zeigt den Aufbau der

Ublichen WTA in S. aureus.
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Abb. 3: Strukturformel der WTA in S. aureus

A = D-Alanin; B = a-/B-GIcNAc; m = 1-3; n = 20-40

Die Synthese der WTA gliedert sich in sieben Schritte. Diese werden in Abb. 4
gezeigt und durch Tab. 4 erlautert. Glycerolphosphat (Gro-P)-haltige WTA wird
durch Proteine mit der Bezeichnung teichoic acid glycerol (tag) synthetisiert,
Ribitolphosphat (RboP)-haltige WTA durch Enzyme mit der Bezeichnung
teichoic acid ribitol (tar). S. aureus synthetisiert fast ausschliellich Rbo-P-

haltige WTA®.. Es werden daher alle Enzyme mit tar bezeichnet, obgleich die

Tab. 4: Syntheseschritte der WTA von S. aureus und beteiligte Enzyme

Bezeichnung Beschreibung Enzyme

Synthese des Bactoprenyl-

1 | Ankersynthese GlcNAc-P-ManNAc-Ankers

TarO, TarA | "2

Anhangen von 2 Molekulen

2 | Gro-P-Synthese Glycerolphosphat (GroP)

TarB, TarF | @

Synthese des Polyribitol-phos-

3 | Poly-Rbo-P-Synthese | [\t (RboP)-Molekiils

TarK, TarL [72]

Modifikation des Poly-RboP-

4 | Glykosylierung Schwanzes mit o-/B-O-GIcNAc

TarM, TarS | 6 17°]

Transport der WTA auf die au-

5 | Flipping Rere Seite der Zellmembran

TarG, TarH | "2

Modifikation des Poly-RboP-

[80]
Schwanzes mit D-Alanin DItABCD

6 | D-Alanylierung

[7el,

Verankerung der WTA an Mur- TarTUV 77,

7 | Verankerung NAc des Peptidoglycans [78]
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ersten Syntheseschritte beider WTA-Arten von denselben Enzymen katalysiert
werden. Die in Tab. 4 nicht genannten Enzyme MnaA, TarD, TarJ und Tarl
dienen der Bereitstellung der bendtigten Substrate. MnaA synthetisiert UDP-
ManNAc fir Schritt 184, TarD das CDP-Glycerol fiir Schritt 2. Tar J erzeugt
Ribulose-5-Phosphat, welches von Tarl zu CDP-Ribitol fur Schritt 3
umgewandelt wird". Hinter der Mureinverankerung werden der TarTUV-
Komplex!”® bzw. Proteine der LytR-Cps2A-Psr (LCP)-Familie"” '8 vermutet.

8’5J

O—>d—> D
= Ribose
@ = Bactoprenyl @ = Ribitol
© = Phosphat @ = a-GlcNAc
® = Glyerol ® = B-GIcNAc
© =GIcNAc @ = D-Alanin
© =ManNAc e =CDP

Abb. 4: Schematische Darstellung der WTA-Synthese in S. aureus.
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Auf dem Genom von S. aureus liegen die Gene der Tar-Enzyme regional
organisiert als Cluster vor. Qian et al. vermuteten 2006 unterschiedliche
regulatorische Mechanismen fiir die verschiedenen Cluster!”. Die Gene der fiir
die Glykosylierung verantwortlichen Enzyme TarM und TarS liegen in
verschiedenen Clustern. Wahrend TarS im selben Cluster codiert ist wie TarF,

Tarl, TarJ und TarL, liegt TarM in einer eigenen Region des Genoms®? (Abb. 5).

428 276

347

tarM {2 2, -7 H -7 Himy>
dltw tar—w

Abb. 5: Organisation der tar-Cluster mit unabhéngig lokalisierten Regionen fir dit und tarO
(nach Winstel V. et al."™ und Swoboda et al."?)

1.3.2.2. Glykosylierung der Wandteichonséaure

Der Weg bis zur Identifikation der GIcNAc-Transferasen TarM und TarS fluhrt
vom ersten Bericht Uber B-GlcNAc-Transferasen-Aktivitat im S. aureus-Stamm
Copenhagen 19638 bis zur Entdeckung der Mutante S. aureus RN4220 K6
durch Xia et al 2010. Diese Mutante besal} eine Transposon-bedingte Mutation
in einem Gen, die die Synthese a-O-GIcNAc-substituierter WTA verhinderte und
die Mutante resistent gegen Serogruppe B-Phagen machte. Die
Komplementierung mit dem Wildtyp des tarM genannten Gens, befahigte die
Mutante zur Synthese a-O-GlcNAc-substitutierter WTA und machte sie wieder
phagensensibel. Hieraus wurde der Schluss gezogen, dass tarM fur eine a-O-

GIcNAc-Transferase codiert®?.
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Das Vorhandensein von B-O-GlcNAc-modifizierter WTA wurde von Brown et al.
2012 so gedeutet, dass mindestens eine weitere GIcNAc-Transferase in S.
aureus vorhanden sein musste. Sequenzanalysen des Genoms der Mutante K6
und in vitro-Versuche mit den in Frage kommenden Enzymen fihrten zu dem

Schluss, dass TarS die gesuchte B-O-GIcNAc-Transferase sei®.

Wie Abb. 4 zeigt, findet die Glykosylierung der WTA innerhalb der
Bakterienzelle statt. Sie wird Uber die Enzyme TarM und TarS vermittelt. TarM
katalysiert, wie oben beschrieben, die Glykosylierung des Polyribitolphosphats
mit a-O-GIcNAc®?, TarS jene mit B-O-GIcNAc®. Es entstehen WTA mit
unterschiedlich hohem Verhaltnis an substituiertem a- und B-O-GIcNAc. So
synthetisiert der Stamm MW2 zum Beispiel ungefahr gleiche Mengen a- und B-
GlcNAc-haltiger WTA.,

1.3.2.3. Funktion der Wandteichonsaure und ihrer Glykosylierung

WTA machen bis zu 60% der Trockenmasse der Zellwand von S. aureus aus!™?.
Mutanten, die aufgrund einer tarO-Deletion keine WTA synthetisieren kdonnen,
sind in vitro lebensfahig. Jedoch sind unter anderem Zellteilung® und
Lokalisation des PBP4® beeintrachtigt. Weiterhin sind WTA essenziell firr die
Adhasion von S. aureus an Epithelien™ und Endothelzellen!"®. WTA dienen
auBerdem als Serogruppe B-Phagenrezeptor!?! #° ¥ ynd beeinflussen Uber
ihre D-Alanylation die Interaktion des Adhasins Eap®® mit der Zellwand. WTA
erzeugen als anionische Glykopolymere ein negatives Ladungsniveau der
Zelloberflache®”. Das Niveau der D-Alanylation hat Einfluss auf die
Empfindlichkeit von S. aureus gegenlber kationischen antimikrobiellen
Peptiden wie Defensinen®™ und beeinflusst die Empfindlichkeit gegeniber
Glykopeptid-Antibiotikal®! 9,

Die Glykosylierung der WTA von S. aureus wurde in den vergangenen Jahren
intensiv untersucht und ihre Rolle fir verschiedene Prozesse dargestellt. So ist

die oben genannte Rezeptorfunktion flir Serogruppe B-Phagen von der
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Glykosylierung der WTA abhangig. Die GlcNAc-Reste der WTA dienen der
Adsorption der Phagen, die dabei nicht zwischen den beiden GIcNAc-
Anomeren unterscheiden. Mutanten, die ihre WTA weder durch a- noch B-O-
GlcNAc modifizieren kénnen, entwickeln so eine Phagenresistenz!® 82 P9 Eine
weitere Rolle spielt die Glykosylierung der WTA fur die Resistenz von
bestimmten MRSA-Stammen gegenuber B-Lactam-Antibiotika. Fir komplett
WTA-defiziente MRSA-Stamme ist bereits eine Empfindlichkeit gegenlber
Methicillin bekannt® B2 1931 Wahrend der Verlust der Fahigkeit zur D-
Alanylierung oder der a-O-GlcNAc-Transferase-Aktivitat auf die [-Lactam-
Resistenz der untersuchten Stamme keine Auswirkung hatte, wurden B-O-
GIcNAc-defiziente MRSA-Stamme wieder empfindlich gegenuber [B-Lactam-
Antibiotika®. Der hierfiir verantwortliche Mechanismus ist bisher unbekannt. Die
Beziehung zwischen der WTA und dem PBP2a oder PBP4?° kénnte eine
Erklarung fur dieses Verhalten sein. Brown et al. postulierten die Vermutung,
dass die WTA glykosylierungsabhangig Einfluss auf den Aufbau des Mureins
haben und hier als Geriststruktur dienen kénnte®. Weitere Vermutungen sehen
die Rolle der WTA-Glykosylierung fur das Mikromilieu der Zellwand als Ursache

fur das Wiederauftreten der Methicillin-Sensibilitat"™!.

1.3.3. Hypothese und Studiendesign

Die bisherigen Studien zur Abhangigkeit der Methicillin-Resistenz von S. aureus
von der Glykosylierung der WTA wurden an einigen wenigen Stammen dieses
Bakteriums durchgeflihrt. So entstanden die Ergebnisse von Brown et al. mit
dem in Laboren haufig und seit Jahren verwendeten Stamm S. aureus RN4220
und dem Community-acquired(CA)-MRSA-Stamm MW2€., Im klinischen Alltag
wird eine Vielzahl antibiotischer Chemotherapeutika eingesetzt, denen
Hospital-acquired(HA)-MRSA-Stamme standig ausgesetzt sind. Sie unterliegen
daher einem hdheren Selektionsdruck als Labor- und CA-MRSA-Stamme. Um
den bisherigen Ergebnissen die Erkenntnisse uUber einen HA MRSA-Stamm

hinzuzufugen, fokussierte diese Studie den Blick auf den Stamm S. aureus
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COL. Es wurde angenommen, dass solche Stamme ein wesentlich hoheres
Resistenzniveau erreicht haben als Laborstdmme und CA-MRSA-Stamme und
die Glykosylierung der Wandteichonsauren bei diesen Stdmmen daher weniger
Einfluss auf ihre Resistenz gegenliber Methicillin hat. Die Hypothese lautete

daher:

Der Einfluss der Glykosylierung der Wandteichonsauren auf die Resistenz von

Staphylococcus aureus gegenuber Methicillin ist stammabhangig.

Um die Hypothese zu belegen, wurde geplant, tarM- und tarS-defiziente
Mutanten des Stammes S. aureus COL anzufertigen. Es sollte anschliel3end die
minimale Hemmkonzentration von Oxacillin (heutiger Nachfolger des Methicillin)

auf das Wachstum dieser Mutanten in Flassigkultur bestimmt werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Laborgerate

Tab.5: Laborgeriéte

Geratebezeichnung Hersteller
Anlage fur deionisiertes H,O Millipore
Brutschrank Function Line, 37° C Heraeus
Brutschattler Unitron, 37° Infors
Bunsenbrenner Fuego Basic RF WLD-tec

Desinfektions-Dosierungsgerat
Durchleuchter slimlite

Eismaschine AF100

Elektropipette Easypet
Elektroporator Multiporator
Feinwaage CPA225D-0CE
Feinwaage EW1500-2M
Fotoentwickler Curix 60
Gefrierschrank -Premium No Frost, -20° C
Gefrierschrank HeraFreeze, -80° C
Gel-Transluminator BioDocAnalyze

Gelelektrophoresekammern Compact M

Schulke & Mayr
Rex Leuchtsysteme
Scotsman
Eppendorf
Eppendorf
Sartorius

Kern

AGFA

Liebherr

Thermo electron Corp.

biometra

biometra (analytikjena)
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Tab. 5: Laborgeréte

Geratebezeichnung

Hersteller

Klhlschrank soft plus

Magnetruhrer MR 3001 K
Mikrowellenofen Micromat
NanoPhotometer

pH-Meter pH Level 2

Photometer Genesys 10vis

Research Plus — Pipetten, versch. Volumina
Rollschuttler RM5-V

Scanner Perfection 3200

Schattler Unimax 1010

SDS — Gel — Tank MiniProtean
Sterilbank HeraSafe KS 18
Stromquelle EPS 301

Systec 2 Autoklav 5075EL
Tischzentrifuge Centrifuge 5415 R
Tischzentrifuge MiniSpin plus
Ultraschallstab Sonifirt 250
Vakuum-Zentrifuge Concentrator 5301
Vortex Reax Control

Wasserbad, Typ 1083

Western Blot — Tank

Thermo Cryotechnics
Heidolph

AEG

Implen

InoLab

Thermo Scientific
Eppendorf

M. Zipperer GmbH
Epson

Heidolph

BioRad

Thermo Scientific
Amersham Biosciences
Tuttnauer Autoclave Systems
Eppendorf

Eppendorf

Branson

Eppendorf

Heidolph

Gesellschaft fir Labortechnik

BioRadx
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2.1.2. Kits und zusatzlich verwendete Reagenzien

Tab. 6: Kits zur Plasmid- und Genom-Isolation und zur DNA-Reinigung

Kit — Name Hersteller
peqGOLD Plasmid Miniprep peqglLab
GeneJET Plasmid Miniprep Fermentas
QIAprep Spin Miniprep QIAGEN

innuPREP Plasmid Mini
peqGOLD XChange Plasmid Midi
DNA Clean & Concentrator

Gel Recovery Kit

NucleoSpin Tissue

Lysostaphin, 1550 U/mg, 1mg/mi

analytikjena
peglLab

Zymo Research
Zymo Research
Macherey-Nagel

Genmedics

2.1.3. Einzelprodukte und Verbrauchsmaterial

Tab. 7: Einzelreagenzien und Verbrauchsmaterial

Produkt

Hersteller

15 ml Cellstar Tubes

50 ml Polypropylene Conical Tube
Schottflaschen, Durantyp,versch. Volumina
Schikane — Kolben, versch. Volumina
Elektroporationskuvette rot, 1 mm gap

Impfésen, Pipettenspitzen, Reagenzglaser

Greiner

BD Biosciences
Schott

Simax

peglab
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2.1.4. Kulturmedien, Antibiotika, Langzeitaufbewahrung der

Bakterien

Tab. 8: Kulturmedien und Antibiotika

Kulturmedien

Zusammensetzung

Difco LB Broth Lennox,

BD Biosciences

BM Broth (Basic Medium)

Muller-Hinton Broth +2 % NaCl

5 g/l Hefeextrakt

10 g/l Trypton

5 g/l NaCl

H20 Millipore, autoklaviert
pH 7,0 (1 N NaOH)

ggf. 1,5 % AgarAgar

10 g Caseinhydrolysat Pepton
5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

1 g Glucose

1 g K:HPO,

pH 7,2

H,O auf 1 | Gesamtvolumen

30 % Rindfleischaufguss
1,75 % Casein

0,15 % Starke

(1,7 % AgarAgar)

2,0 % NaCl

pH 7,0
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Tab. 8: Kulturmedien und Antibiotika

Antibiotika (stock solution) Konzentration
Chloramphenicol 10 mg/ml in H,O
Anhydrotetracyclin 1 bzw 2 mg/ml in H,O
Kanamycin 25 mg/ml in H,O

Zur Langzeitaufbewahrung von Bakterien Uber mehrere Monate wurde

folgendes Gefriermedium verwendet:

Tab. 9: Gefriermedium

Medium Zusammensetzung
Gefriermedium 65 % Glycerin

100 mM MgSO,

25 mM TrisHCI

pH 8,0
2.1.5. Primer

Tab. 10: Primer

Primer (Biomers.net) |Sequenz Referenz

5' ATC GCC ATG GGT AAT AAA ATT
IsaB-C-His-Ncol (f) Diese Arbeit
TTC AAAGTATAT TGC AATAGCA 3'

5' ATC GCT CGAATT TAC TTG TTT
IsaB-C-His-Xhol-rc Diese Arbeit
TGA TAT GGT GTATGTC 3
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Tab. 10: Primer

Primer (Eurofins MWG) | Sequenz Referenz
5" GGT GCT CGAGTT TAT TTTTTT

eap C-His up Xho | Diese Arbeit
TTGATTTAG TG 3'
5" GCT ATC ATG AAATTT AAG TCA

eap C-His down Pag | Diese Arbeit
TTGATTAC 3'

Typing-Primer Sequenz Referenz

tagE4-801 up (tarM)

tagE4-801 dn (tarM)

tagY2676 up (tarS)

tagY2676 dn (tarS)

5 GGT AAC GCC ATA ATA ATA AAA
GA 3

5 GCT GGAAGAAAT GGC TACA 3

5' AAACCGATATTC CAT TCT ACG 3'

5' GTC CGC CAC AAC AAAAA 3

[6]

[6]

[6]

[6]

2.1.6. Reagenzien zur Plasmidkonstruktion

Tab. 11: Reagenzien zur PCR

Reagenzien Hersteller

5x Phusion HF Reaction Buffer Finzymes

dNTP Mix, 10 mM Fermentas

Phusion Hot Start HF Polymerase Thermo Scientific

template DNA Genomisolat aus S. aureus, SA113
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Tab. 12: Reagenzien zur Gel-Elektrophorese

Reagenzien Hersteller
Seakem LE Agarose Lonza
GeneRuler 1 kb DNA Ladder,

Fermentas

0,1 pg/ul

0,1 % Methylenblau
6x DNA Ladepuffer

1 ug/ml Ethidiumbromid

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

Merck Millipore

Thermo Scientific

AppliChem
2,0 M TrisHCI (242,28 q)
0,1 M EDTA (37,22 g)

1,0 M Eisessig (57,5 9)
pH = 8,2 (eingestellt mit 99% Eisessig)

H,0 auf 1 | Gesamtvolumen

Tab. 13: Reagenzien zur Restriktion

Enzyme / Reagenzien

Hersteller

10 x NEBuffer Il
Nco | (10 U/ul)
Nhe | (10 U/ul)
Pag | (10 U/pl)

Xho | (10 U/pl)

New England BioLabs
Fermentas
Fermentas
Fermentas

Fermentas
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Tab. 14: Reagenzien zur Ligation

Reagenzien Zusammensetzung
T4 DNA Ligase (5 U/pl) Fermentas
10x Ligationspuffer Fermentas

Tab. 15: Reagenzien zur Colony-PCR

Colony - PCR Hersteller

illustra PuReTaq Ready-To-Go PCR|GE Healthcare
beads
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2.1.7. Bakterienstamme

Tab. 16: Bakterienstdmme

Bakterienstamm Plasmid Hersteller / Referenz
E. coliTOP10 Invitrogen

E. coliBL21 (DE3) Invitrogen

E. coliBL21 (DE3) pET28a (+) Stamm: Lucigen

Plasmid: Novagen

E. coli BL21 (DE3) pET28a-eap Diese Arbeit
E. coli C43 Lucigen
E. coli C43 pRARE Stamm: Lucigen

Plasmid: Novagen

E. coli C43 pRARE; pET28a-eap Diese Arbeit
E. coli C43 pRARE; pET28a-isaB Diese Arbeit
S. aureus RN4220 Laborstamm
S. aureus RN4220 pKO-tarS Laborstamm
S. aureus RN450 pKO-tarM Laborstamm
S. aureus COL Laborstamm
S. aureus COL AtarM Diese Arbeit

S. aureus COL AtarS Diese Arbeit




Material und Methoden 40

2.1.8. Reagenzien zur Uberexpression, SDS-PAGE,

Western Blot und Heparansulfat-Pull-Down-Assay

Tab. 17: Reagenzien zur Uberexpression

Reagenzien zur Uberexpression Hersteller / Bestandteile
Isopropyl-B-D-Thio-Galactopyranosid |Fermentas
(IPTG ), Dioxan frei
DNAse |, RNAse-free Fermentas
Chicken Egg White Lysozyme Novagen
Solution ( 10 mg/ml )
Proteoblock Protease Inhibitor Fermentas
cOmplete ULTRA Mini Protease Roche Diagnostics GmbH
Inhibitor Cocktail Tablets
Lysispuffer 50 mM NaH,PO,

300 mM NaCl

10 mM Imidazol

in H,O, pH 7,4
Waschpuffer 50 mM NaH;PO,

300 mM NaCl

20 mM Imidazol

in H,O, pH 7,4
Elutionspuffer 50 mM NaH;PO,

300 mM NaCl

500 mM Imidazol

in H.O, pH 7,4
Low-binding Durapore PVDF Millipore
membrane
Ni NTA Resin Superflow QIAGEN
Austauschpuffer TrisHCI in H.O, pH 7,4
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Tab. 18: Reagenzien zur SDS-PAGE

Reagenzien zur SDS-PAGE Hersteller / Zusammensetzung
30 % Acrylamid Carl Roth

Trenngelpuffer 1,5 M TrisHCI, pH 8,8
Sammelgelpuffer 1 M TrisHCI, pH 6,8

SDS 20 % Carl Roth

Ammoniumpersulfat (APS ) 10 % Serva

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin |Carl Roth
(TEMED )
4x SDS - Ladepuffer ( Laemmli —|0,25 M TrisHCI, pH 6,8
Puffer ), modifiziert mit DTT anstatt |40 % Glycerol

B-Mercaptoethanol 4 % SDS
0,04 % Bromphenolblau
0,2MDTT

SDS - Laufpuffer 0,5 M TrisHCI
1,92 M Glycin
0,5 % SDS

25 % Isopropanol Carl Roth

SDS Marker Ladder #0660 Fermentas

6xHis Protein Ladder QIAGEN

Coomassie Brilliantblau Losung 0,25 % Coomassie Brilliant Blau R250
(Applichem)

10 % Essigsaure
50 % Methanol
39,75 % H,0O

Essigsaure 100 % Merck
Ponceau-Rot 1 % in 3 % TCA MTA-Team AGP
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Tab. 19: Reagenzien zum Western Blot

Reagenzien zum Western Blot

Hersteller / Zusammensetzung

10x Western Blot Laufpuffer

Blotting Sheet Papers
Protran BA 85 Nitrocellulose

Starting Block Blocking Buffer
Tris Buffered Saline ( TBS )

Tween Tris Buffered Saline ( TTBS )

Magermilchpulver

Maus Penta-His Antikdrper

Ziege anti-Maus Antikorper 1gG
(HRP)

ImmunoCruz Western Blotting Luminol

30,3 g TrisHCI
144,0 g Glycin
2,0 g SDS

11 H,O Millipore

Munktell
Whatman GmbH

Pierce

1,5 M NaCl
30 mM KCI
250 mM Tris
11H20

pH 7.4

1,5 M NaCl
30 mM KCI
250 mM Tris
0,5% Tween
11H20

pH 7,4

MTA-Team AGP, selbst abgefullt

QIAGEN
Merck Millipore

Santa Cruz Biotechnology Inc.
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Tab. 20: Reagenzien zum Heparansulfat-Pull-Down-Assay

Reagenzien zum

Heparansulfat-Pull-Down-Assay

Hersteller / Zusammensetzung

Lysispuffer

Heparin-Beads

TrisHCI, pH 7,400

Adar Biotech

2.1.9. Knockout-Vektoren

Zum Knockout der Gene tarM und tarS wurden folgende Plasmidvektoren

verwendet:

Tab. 21: Verwendete Knockout-Vektoren

Vektor

Referenz

pKO-tarM

pKO-tarS

[6]
[6]
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2.2. Methoden

2.2.1. Resuspension lyophilisierter Primer und PCR

Bei der Polymerase Chain Reaction handelt es sich um ein Verfahren zur
exponentiellen Vervielfaltigung von DNA-Proben. Die Primer fir die zu
klonenden Gene wurden digital anhand des Genoms des Stammes S. aureus
SA 113 geplant. Die von der Firma Eurofins lyophilisiert gelieferten Primer (s.
2.1.5) wurden auf 100 pmol/ul resuspendiert. Je Primer wurden 100 pl 1:10

verdunnte Arbeitslésung hergestellt. 100 pl PCR-Reaktionsansatz beinhalteten:

20 yl 5x Puffer

2 ul dNTPs

2 ul Primer ( je 1 yl Upstream- und Downstream-Primer)

1 ul template-DNA (genomische DNA des Stammes S. aureus SA113)
1 pl High Fidelity Polymerase

74 ul H,O Millipore

Die Amplifikation wurde in einem Thermocycler durchgefihrt:

1. Denaturierung 94° C, 10 min
2. 30 Zyklen Amplifikation 94° C, 1 min
52° C, 30 s (Annealing)
72° C (Extension),
» 30 s bei isaB (528 bp)
» 60 s bei eap (1755 bp)
3. nochmalige Extension 72° C, 10 min

4. Kuhlung 4° C bis zur Probenentnahme
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2.2.2. Colony-PCR

Die Colony-PCR diente dem Nachweis des erfolgreichen Knockouts von
Genen. Es wurden PCR-Beads der Firma GE Healthcare verwendet, denen
lediglich 25 pl H.O Millipore, 1 pl von jedem Primer (s. Tab. 10, Typing Primer)
und die template-DNA zugefugt werden mussten. Auf eine separate DNA-
Isolation aus den Klonen wurde verzichtet, stattdessen wurden 5 pli
Ubernachtkultur direkt zu den Beads pipettiert. Die PCR wurde nach folgendem

Programm durchlaufen:

1. Denaturierung 98° C, 10 min
2. 30 Zyklen Amplifikation 98° C, 1 min
52° C, 30 s (Annealing)
72° C, 60 s (Extension)
3. nochmalige Extension 72° C, 10 min

4. Kuhlung 4° C bis zur Probenentnahme

Wahrend der anfanglichen, zehnminitigen 98° C-Phase wurden die Bakterien

thermisch aufgeschlossen und ihre DNA denaturiert.

2.2.3. DNA-Aufreinigung

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten diente das Kit ,ZymoSpin DNA Clean &
Concentrator* der Firma ZymoResearch. Die Aufreinigung nach
Restriktionsverdau wurde durch Gelelektrophorese erreicht (Gelaufbau und
Elektrophorese s. 2.2.2). Gele wurden mit Methylenblau gefarbt und mit H,O
entfarbt. Methylenblau enthaltende Banden wurden ausgeschnitten, gewogen
und die enthaltene DNA mit dem Kit ,Gel Recovery Kit* der Firma
ZymoResearch mittels chaotroper Losungen extrahiert. Alle Schritte erfolgten

gemal Herstellerangaben.
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2.2.4. Plasmidisolation

Zur Plasmid-Isolation wurden je nach Verfligbarkeit Kits unterschiedlicher
Firmen verwendet (s. Tab. 6, Zeilen 1 - 5). Herstellerangaben wurden
eingehalten. Kulturen von S. aureus wurden zuvor mit 10 mg/ml Lysostaphin far
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte

photometrisch bei 230 nm Wellenlange. Lagerung fand bei -20° C statt.

2.2.5. Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden, falls nicht anders vermerkt, stets tber 1,0% oder 1,5%
Agarosegele elektrophoretisch bei 130 V und 400 mA aufgetrennt. Als
Langenreferenz wurden je 10 yl GeneRuler 1 kb DNA Ladder verwendet. Es

wurden je 20 yl Probe-Ladepuffer-Gemisch eingesetzt.

2.2.6. Restriktionsverdau

Zur Restriktionsverdau bei 37° C fur 60 min wurde folgender Ansatz verwendet:

8 ul DNA (Genamplifikat / Plasmidisolat)
je 1 ul Restriktionsenzym 1 & 2

2 ul NEBuffer Il

8 ul H.O Millipore

2.2.7. Ligation

Ligationsansatze wurden nach folgender Formel errechnet:

Ldnge[’ragment [bp])

=3 .
mFragment X My ekior [ng] X ( LdngeVektor [bp]
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Die eingesetzte Masse an Fragment variierte, da sie in Abhangigkeit von der
verfugbaren Masse an Vektor berechnet wurde. Zur Inkubation Uber Nacht bei

4° C wurden die Ligationsansatze nach folgendem Schema pipettiert:

Tab. 22: Ligationsansatz

Ansatz Volumen / Masse
Insert MFragment

Vektor Mvektor

T4 Ligase 1l

10 x T4 Puffer 1 ul

H20 auf 40 pl

2.2.8. Herstellung elektrokompetenter Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde Uber Nacht eine Kultur in LB-
Medium fur E. coli-Stamme, beziehungsweise BM-Medium fir S. aureus-
Stamme bei 37° C gezlchtet. Diese wurde dann mit einer Ziel-ODszs = 0,1 in 50
ml frisches Medium Uberimpft und erneut bei 37° C bis zu einer ODs7;s = 0,6
wachsen gelassen. Die Zellen wurden dreimal in 30 ml einer 4° C kalten 10 %
Glycerinlésung in H,O resuspendiert und dazwischen jeweils bei 5000 g
abzentrifugiert, um alle Verunreinigungen auszuwaschen. Im Anschluss wurden
die Bakterien ein viertes Mal in 200 pl derselben Losung resuspendiert, um
dann zu je 50 pl auf Eppendorf-Tubes aufgeteilt zu werden. Lagerung erfolgte
bei -80° C.
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2.2.9. Transformation

2.2.9.1. Transformation von E. coli mittels Hitzeschock

Fir Transformationen des Stammes E. coli TOP 10 wurde die
Hitzeschockmethode angewandt, bei der die kauflich erworbenen,
chemokompetenten Zellen zuerst auf Eis aufgetaut und anschlief3end flr 5 min
mit 10 — 20 ul Plasmid auf Eis inkubiert wurden. Danach kam die Kultur fir 1
min in den 42° C warmen Heizblock, um den Hitzeschock zu induzieren. Den
Zellen wurde 1 ml auf 37° C vorgewarmtes LB-Medium zugegeben und diese
fur eine Stunde bei 37° C inkubiert. Es wurden 100 und 200 pl 1:1 und 100 pl
1:10 verdlinnte Bakterienkultur auf antiobiotikahaltigem Nahrboden, der der

Plasmidresistenz entsprach, ausplattiert und tber Nacht bei 37° C inkubiert.

2.2.9.2. Transformation von E. coli mittels Elektroporation

Transformationen der Stdmme E. coli BI21 und C43 wurden mittels
Elektroporation durchgefuhrt. Hierfur wurden die elektrokompetenten Zellen 5
min auf Eis aufgetaut und dann 1 min mit 10 — 20 pl Plasmid inkubiert. Der
Ansatz wurde in eine Elektroporationsklvette Uberfihrt und bei 1.200 V fur 5
ms elektroporiert. Sofort wurde auf 37° C vorgewdrmtes LB-Medium
zugegeben. Die Ansatze wurden fur 60 min bei 37° C zur Expression der
Resistenzgene inkubiert, anschlieRend wie die mit Hitzeschock behandelten
Kulturen auf entsprechenden Antibiotika-haltigen Nahrbdden ausplattiert und
Uber Nacht bei 37° C inkubiert.

2.2.9.3. Transformation von S. aureus mittels Elektroporation

Bei der Transformation von S. aureus kam die Elektroporation mit denselben
Schritten wie bei E. coli zum Einsatz. Anstatt LB- wurde BM-Medium verwendet,

welches auf lediglich 30° C vorgewarmt wurde, weil es sich beim eingesetzten
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Plasmid um Knockout-Vektoren handelt. Die niedrigere Temperatur wurde
verwendet, um einem unkontrollierten Einbau der Knockout-Kassetten in das
Staphylokokkengenom entgegenzuwirken. Die Ansatze wurden fur 120 min bei
30° C zur Resistenzexpression inkubiert, auf Antibiotika-haltigen Nahrboden
ausplattiert und bei 30° C Uber Nacht inkubiert.

2.2.10. Plasmidsequenzierung

Isolierte und gereinigte Plasmidkonstrukte wurden durch GATC Biotech
sequenziert und anschlielend mit der Software “DNASTAR Lasergene 7” auf

ihre Korrektheit Gberpruft.

2.2.11. Proteinuberexpression

Die optische Dichte von Uber Nacht angezuchteten Kulturen der
Uberexprimierenden Stdamme E. coli C43:pET28a-eap und -isaB wurde bei 578
nm Wellenlange (ODszs) bestimmt und in 100 ml frischem LB-Medium eine
ODs7s = 0,2 eingestellt. Diese neuen Ansatze wurden bei 37° C bis zu einer
ODs7s = 0,6 herangezichtet. 1 mM IPTG wurde den Kulturen nun zur Induktion
der Proteinexpression zugegeben und diese weitere 2 Stunden bei 37° C
inkubiert.

2.2.12. Proteinaufreinigung

Die Proteinaufreinigung erfolgte mittels His-Tag-Markierung der
Uberexprimierten Proteine. Ein C- bzw. N-terminal situierter Anhang aus 6
Histidin-Molekulen diente der Bindung an Ni-NTA-Molekule in der eingesetzten
Saule. Diese Bindung wurde nach der Aufreinigung durch einen Elutionspuffer
unterbrochen und die Proteine so aufgereinigt isoliert.

Die Bakterienkulturen wurden in einem ersten Schritt verdaut und
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aufgeschlossen. In einem zweiten Schritt wurden dann die Proteine selektiv
mittels ihres His-Tags Uber eine Saule isoliert. Die Pufferkonzentrationen und
Arbeitsschritte wurden dem Handbuch “QIAExpressionist” der Firma QIAGEN
entnommen. Zuerst wurde die Kultur direkt nach der Uberexpression 10 min bei
5.000 g abzentrifugiert. Pro Gramm Zellnassgewicht wurden 2,5 ml Lysepuffer
zugegeben und die Zellen darin resuspendiert. Danach wurden 1:100 Protease
Inhibitor Cocktail und eine Spatelspitze Lysozym hinzugefligt. Pro Proteinprobe
wurden zusatzlich 20 yl DNAse | zupipettiert. AnschlieRend wurden die Ansatze
fur 1 h auf Eis bei 150 rpm geschuttelt. Das so entstandene Lysat wurde in
Eppendorf Tubes Uberfuhrt und fir 30 min bei 16.000 g und 4° C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in 15 ml fassende Falcontubes pipettiert und je 200 pl Ni-
NTA Resin pro ml Lysat zugegeben. Dies wurde fir 1 h bei 4° C auf dem
Rollschuttler inkubiert. Anschlieldend wurden die Ansatze auf Millipore Durapore
PVDF-Saulen Uberfuhrt. Die nun folgenden Zentrifugationen wurden alle Uber je
5 min bei 1.000 g und 4° C durchgefuhrt. Zuerst wurde das Lysat
abzentrifugiert, so dass nur noch die Resinbeads mit daran gebundenen
Proteinen auf der Saule vorhanden waren. Danach wurde die Saule 3x mit je 1
ml Waschpuffer gereinigt und anschlieRend 2x mit je 500 pl Elutionspuffer die
Proteine von den Resinbeads gelost. Dies geschah mittels einer Konzentration
von 500 mM Imidazol im Elutionspuffer, welche die Bindung zwischen Ni-NTA

und dem His-Tag unterbrach.

2.2.13. Untersuchung der Proteinldslichkeit

Die Untersuchung der Proteinldslichkeit erfolgte den Herstellerangaben des
“QiaExpressionist’ gemaRk. Die Uberexpression wurde wie oben beschrieben
durchgefuhrt. Nach 2 Stunden wurden die Bakterienzellen geerntet und bei 4° C
und 5.000 g 20 min lang abzentrifugiert. Anschlie3end wurden die Zellen in 5 ml
Lysepuffer resuspendiert, erneut abzentrifugiert und nochmals in 5 ml
Lysepuffer resuspendiert. Es folgte die Zugabe einer Spatelspitze Lysozym, 20
Ml DNAse | und 1:100 Protease Inhibitor Cocktail. Nach einer Inkubation fur 30
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min auf Eis bei 150 rpm auf dem Schuttler wurde der Zellaufschluss mittels
Ultraschallstab vervollstandigt. Das Lysat wurde danach flr 25 min bei 4° C und
10.000 g zentrifugiert und der Uberstand in ein 15 ml Falcon-Tube Uberfiihrt.
Dies stellte die Probe flr die l6slichen Proteine dar. Das Pellet wurde in 5 ml
Lysepuffer resuspendiert, was die unldsliche Phase darstellte. Von beiden
Proben wurden je 12,5 yl mit 50 uyl Laemmli-Puffer gemischt und 10 min bei 99°
C im Heizblock gekocht. Danach wurde eine SDS-PAGE und nachfolgend ein
Western Blot der Proben angefertigt.

2.2.14. Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektropho-
rese (SDS-PAGE)

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde
eingesetzt, um Uberexprimierte Proteine nach ihrer GroRe aufzutrennen. SDS-
Gele setzten sich zusammen aus einem 5 % Sammelgel auf einem 12 %
Trenngel in einer 1 mm weiten Glaskammer. Nach Zusatz von TEMED wurde

das Trenngel direkt gegossen

Tab. 23: Mengenangaben fiir 4 SDS-Gele

12 % Trenngel 5 % Sammelgel
6,6 ml H20 2,7 ml H20
8,0 ml 30 % Acrylamid 0,67 ml 30 % Acrylamid
5,0 ml Trenngelpuffer 0,5 ml Sammelgelpuffer
200 pl 10% SDS 40 pyl 10% SDS
200 pl 10% APS 40 pl 10% APS

8 ul TEMED 4 yl TEMED
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Proben wurden wahrend der Uberexpression, Aufreinigung und Heparinbindung
der untersuchten Proteine genommen. Hierzu wurden je 50 pl Probe mit 12,5 pl
4x Laemmli-Puffer gemischt, 10 min bei 99° C im Heizblock gekocht und dann
bei -20° C gelagert. Die Geltaschen wurden im mit SDS-Laufpuffer beftillten
Elektrophoresetank mit je 15 yl Probenmaterial und je eine Tasche mit 10 ul des
PAGE Rulers #0671 beladen. Die Gele wurden 10 bis 20 min einem Strom von
20 mA bei 400 V ausgesetzt, bis die gefarbten Proben die Grenze zwischen
Sammel- und Trenngel erreicht hatten. Von hier aus wurde die Stromstarke fir

30 bis 45 min auf 40 mA erhoht, bis das Gel vollstandig durchlaufen war.

2.2.15. Coomassie Brillant Blau Staining

Proteine, die per SDS-PAGE aufgetrennt worden waren, wurden mittels
Coomassie Staining im SDS-Gel selbst sichtbar gemacht. Die Gele wurden fur
15 min mit Coomassie Brillant Blau gefarbt und anschlieBend mit 10 %
Essigsaure wieder entfarbt. Nach 10 min wurde die Essigsaure erneuert und die
Gele weitere 20 bis 30 min entfarbt. Nach der Entfarbung blieben nur Bereiche

angefarbt, in denen Proteine vorhanden waren.

2.2.16. Western Blot und Detektion

Beim Western-Tank-Blot wurden zuvor elektrophoretisch aufgetrennte Proteine
von SDS-Gelen auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen. Alle Teile des Blots

wurden zuerst in Laufpuffer aquilibriert. Abb. 6 zeigt den exakten Blotaufbau.



Material und Methoden 53

S
)

Hille (Anodenseite)
Schwamm

3 x Whatman Papier
SDS - Gel
Mitrocellulose-Membran

M:‘: >——— 2 x Whatman Papier

o PR T b e S AT e o CHWAIMIM

Hille (Kathodenseite)

Abb. 6: Aufbau des Western Blot

Das Blotting wurde bei 40V, 300 mA fur 70 min durchgefuhrt. Fertig geblottete
Nitrocellulosemembranen wurden in ein 50 ml Falcon-Tube Uberfuhrt und
dieses mit 10 ml Starting Block Blocking Buffer beflllt. Der Blocking Buffer
diente der Blockierung freier Proteinbindungsstellen auf der Membran. Diese
wurden ansonsten von den spater eingesetzten Antikdrpern besetzt, was die
Detektion von Antigen unmoglich machen wirde. Nach 60 min bei
Raumtemperatur auf dem Rollschittler wurde der Blockingpuffer entfernt und
ein Waschschritt durchgeflihrt: Die Membran wurde 2x mit 10 ml TTBS und
dann 1x mit 10 ml TBS fur je 10 min gewaschen. Die Inkubation mit in 10 ml
Blocking Buffer 1:10.000 verdinntem Penta-His Maus-Antikorper erfolgte fur 60
min bei Raumtemperatur. Es folgte derselbe Waschschritt wie zuvor und
anschlieRend die Inkubation mit dem sekundaren Antikérper. Dieses
Horseradish-Peroxidase (HRP) gekoppelte Ziege-anti-Maus 1gG wurde 1:2.500
in 10 ml einer 10 % L6sung von Magermilchpulver in TBS geldst. Der letzte
Waschschritt wurde 2x mit 10 ml TTBS und 3x mit 10 ml TBS fur je 5 min
durchgefiihrt. Die Visualisierung der Banden erfolgte Uber die
Chemolumineszenzreaktion des Luminols, welche durch die HRP katalysiert
wird. Die Membran wurde 5 Minunten mit Luminolldsung in Dunkelheit inkubiert.
Anschlielend wurden der Membran in der Dunkelkammer Fotofilme ausgesetzt,

die durch die Lumineszenzreaktion belichtet wurden.
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2.2.17. Heparansulfat-Pull-Down-Assay

Um die These zu untermauern, dass es sich bei Eap und IsaB um
Heparansulfat-bindende Proteine (HSbP) handelte, wurde ein spezieller Pull-
Down-Assay entwickelt. Hierzu wurde ein Lysat der Uberexpressionsstamme
mit Sepharosebeads inkubiert, auf deren Oberflache Heparin gebunden war. An
diese Beads sollten die rekombinanten Proteine binden, um anschlielend
thermisch gelost und mittels Western Blot detektiert zu werden. Um die
umgebende FlUssigkeit ganz von Protein zu befreien wurden mehrere
Waschschritte zwischengeschaltet, die letztlich nur proteinhaltige Beads in der
Suspension zurtcklassen wuirden. Nach thermischer Unterbrechung der
Bindung zwischen HS und Protein wirde dieses wieder in Lésung gehen und
erneut nachgewiesen werden. Genommene Proben mafen 50 pl, wurden mit
12.5 pl 4x Laemmli-Puffer gemischt und auf dem Heizblock bei 99° C fur 10 min
gekocht.

Zunachst wurde eine Uberexpression der Stamme E. coli C43:pET28a-eap und
-isaB wie oben beschrieben durchgefuhrt. Zur Lyse wurden 1:100 Protease
Inhibitor Cocktail, 20 yl DNAse | und eine Spatelspitze Lysozym zugegeben.
Nach 30 min Inkubation auf Eis wurde per Ultraschall der Zellaufschluss
vervollstandigt. Das Lysat wurde 10 min bei 5.000 g und 4° C abzentrifugiert
und eine Probe genommen. AnschlieRend wurde 1 ml Uberstand mit 1 ml
Heparin-Beads in einem 2 ml fassenden Eppendorf-Tube vermischt. Der Ansatz
wurde 2 h bei Raumtemperatur auf dem Rollschuttler inkubiert und danach 5
min bei 2.000 g abzentrifugiert. Es wurde eine Probe des Uberstandes
genommen. Der restliche Uberstand wurde verworfen. Es folgte das Waschen
der Beads, bei dem als Waschpuffer eine Loésung von 10 mM Tris in H.O
Millipore bei einem pH von 7,4 verwendet wurde. Der Bodensatz wurde in 1 ml
Waschpuffer resuspendiert, 5 min bei 2.000 g zentrifugiert und vom Uberstand
nach jedem Waschschritt eine Probe entnommen. Dieser Schritt wurde dreimal

wiederholt, bis davon ausgegangen werden konnte, dass sich kein freies
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Protein mehr in Ldsung befand. Der restliche Uberstand wurde vollstéandig
verworfen. Anschliefend wurde das Pellet in 200 pl 1x Laemmli-Puffer
resuspendiert, 10 min bei 99° C im Heizblock abgekocht und erneut 5 min bei
2.000 g abzentrifugiert. Durch das Abkochen sollte die Bindung der Proteine
and das Heparin unterbunden werden und diese wieder in Losung gehen. Vom
Uberstand, der nun die von den Beads gelésten rekombinanten Proteine
enthalten sollte, wurde eine Probe genommen. Alle genommenen Proben

werden nochmals in Tab. 24 aufgelistet.

Tab. 24: Proben wéhrend des Heparansulphat-Pull-Down-Assays

Probe Entnahmezeitpunkt
A Lysat der Uberexpressionsstamme
B Uberstand nach Inkubation von Lysat und Heparin-Beads
C Uberstand nach Waschschritt 1
D Uberstand nach Waschschritt 2
E Uberstand nach Waschschritt 3
F Uberstand nach Abkochen der gereinigten Beads

AnschlieRend wurden die genommenen Proben mittels SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine im Western Blot auf eine
Nitrocellulosemembran Ubertragen. Die Detektion erfolgte mit denselben

Antikorpern wie oben beschrieben.

2.2.18. Knockout von tarM und tarS mittels allelic exchange

Zum Knockout der Gene tarM und tarS wurden die Vektoren pKO-tarM und
pKO-tarS verwendet. Durch Integration der KO-Kasetten in das Genom von S.

aureus und anschlielende Exzision des gesamten Genabschnittes blieben
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lediglich die flankierenden Allelregionen ubrig, funktionales Genprodukt konnte
so nicht produziert werden. Das passende Methylierungsmuster erhielten die
Vektoren Uber Transformation von S. aureus RN4220. Dies ermdglichte das
Einbringen in den Stamm S. aureus COL, der die Fremd-DNA sonst nicht
akzeptiert hatte. Die Transformationsansatze wurden Uber Nacht bei 30° C
inkubiert, um einem unkontrollierten Einbau der Vektoren in die DNA
vorzubeugen. Die Inkubation erfolgte auf Nahrboden mit 10 pg/ml
Chloramphenicol als Selektionsfaktor. Positive Klone wurden gepickt, erneut in
Flussig-BM-Medium mit 10 pg/ml Chloramphenicol angeimpft und tUber Nacht
bei 30° C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde S. aureus COL mit den
Vektoren transformiert und bei 30° C inkubiert (s. Tab. 25).

Tab. 25: Knockout-Protokoll

Tag | Protokoll

Integration der Knockout-Kassette in das Genom

10 ml BM-Medium mit 10 pg/ml Chloramphenicol wurden von Platte

mit den Transformanden angeimpft. Uber Nacht Inkubation bei 30° C

25 ml BM-Medium mit 10 ug/ml Chloramphenicol wurden vom Vortag

2 uberimpft. Uber Nacht Inkubation bei 43° C

3 25 ml BM-Medium mit 25 ug/ml Chloramphenicol wurden vom Vortag
uberimpft. Uber Nacht Inkubation bei 43° C

4 Einzelkolonieausstrich  auf  BM-Agarplatten mit 10  ug/ml
Chloramphenicol. Uber Nacht Inkubation bei 43° C
Exzision des Zielgenes

5 10 ml BM-Medium mit 10 pg/ml Chloramphenicol wurden mit Kolonien

von Platte angeimpft. Uber Nacht Inkubation bei 30° C

Kultur 10%fach mit H,O verdiinnt und je 100 pl ausplattiert auf 3
6 & 7 | verschiedenen Medien: BM-Medium ohne, mit 1 pg/ml und 2 pg/ml

Anhydrotetracyclin als Selektionsfaktor. 2 Tage Inkubation bei 30° C.
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Tab. 25: Knockout-Protokoll

Tag | Protokoll

Klone, die auf 1 pg/ml Anhydrotetracyclin gewachsen waren, wurden
8 parallel auf BM-Medium ohne Antibiotikum und mit 10 pg/ml
Chloramphenicol Gberfihrt. Uber Nacht Inkubation bei 30° C

Klone, die auf 10ug/ml Chloramphenicol nicht mehr gewachsen
9 waren, wurden in antibiotikafreiem BM-Medium angeimpft. Uber Nacht
Inkubation bei 37° C

10 Colony-PCR der Deletionsmutanten zur Untersuchung des

erfolgreichen Knockouts

2.2.19. Messung minimaler _inhibitorischer Oxacillin-

Konzentrationen in Flissigmedium

Die Minimale Inhibitorische Konzentration von Oxacillin wurde in 2% NaCl
haltigem Muller-Hinton Flussignahrmedium bestimmt. Eine Verdunnungsreihe
von Oxacillin wurde in demselben Nahrmedium sterii mit folgenden
Konzentrationen angesetzt: 4.096, 2.048, 1.024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 0
pug/ml. Es wurden 24-well-Mikrotiterplatten (Fassungsvermogen pro well = 2 ml)
mit der Verdlnnungsreihe beflllt. Pro Verdinnungsschritt wurden 500 ul
pipettiert. 200 pl jeder Uber Nacht angezuchteten Kultur wurden in je 40 ml
Muller-Hinton Flassigmedium uberimpft und hiervon in jedes zuvor befullte well
wiederum 500 pl pipettiert. Die Konzentrationen der Verdinnungsreihe wurden
so halbiert. Die Platten wurden tber Nacht bei 37° C inkubiert und am nachsten

Tag die ODs;s der Kulturen in allen wells gemessen.
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3. Ergebnisse

3.1. Heparansulfat-bindende Proteine von

Staphylococcus aureus

3.1.1. In silico ldentifikation potenzieller Heparansulfat-bin-

dender Proteine von Staphylococcus aureus

Um der Hypothese nachzugehen, dass sich die adhasiven Eigenschaften von
S. aureus unter anderem auf ein System zur Bindung von HS stltzen, wurden
mehrere Proteine von S. aureus bestimmt, deren Kapazitat zur HS-Bindung un-

tersucht werden sollte. Abb. 7 zeigt den Arbeitsfluss der in silico Planung.

Die Analyse bisher veroffentlichter Publikationen tber Adhasionsmolekile in S.
aureus und HSbP anderer Bakterien uber das National Center for Biotechnolo-
gy Information (NCBI) fuhrte zur Isolation zweier moglicher Proteine: Dem ex-
tracellular adhesion protein (Eap) und dem immunodominant surface antigen B
(IsaB) der Staphylokokken. Als Expressionssystem wurde der Vektor pET28a
definiert, welcher die Kombination der Proteine mit einem Hexa-Histidin-Tag er-
mdglichte. Zum Sequenz-Alignment der Proteine mit bekannten Mustern von Si-
gnalpeptiden wurde die Software ClustalW des Péle Bioinformatique Lyonnais
verwendet, einem Onlineangebot des Institut de Biologie et Chimie des Protéi-
nes der Universitat Lyon!""®. Wurde eine fiir ein Signalpeptid codierende Struk-
tur N-terminal in einem Gen festgestellt, so wurde ein C-terminaler Hexa-Histi-
din-Tag geplant, damit der Tag nicht durch den Signalpeptidabbau verloren gin-
ge (s. Abb. 7). Bioinformatische Berechnungen wurden mit der Software PEP-
STATS der University of Pretoria durchgefiihrt!"4.
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Abb. 7: In silico Planung fiir potenzielle Heparansulfat-bindende Proteine

Lag keine solche Sequenz vor, wurde er N-terminal belassen. Im Anschluss

wurden geeignete Sequenzabschnitte an den Enden der Gene festgelegt, wel-
che als Zielsequenz fir den spateren Einsatz von Restriktions-Endonukleasen

dienen sollten und das Primer-Design mit der Software LaserGene 7 realisiert.
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3.1.1.1. Wahl des Expressionssystems und Hexa-Histidin-Tag

Zur Uberexpression der Proteine Eap und IsaB wurde der Vektor pET28a aus-
gewahlt. Dieser bietet mehrere Vorteile gegenlber anderen Vektoren. Zu diesen
zahlten vor allem die Mdglichkeit, Gene sowohl am 3'- als auch am 5'-Ende mit
fur Hexa-Histidin-Tags (6xHis) codierenden Sequenzen auszustatten. Dies ist
maoglich, da auf pET28a mehrere Regionen existieren, die fur diesen Tag codie-
ren. Desweiteren bot sich mit pET28a ein Plasmid an, welches eine hohe Gen-

expression ermoglichen
Xho | (158) Nhe I (231)

Nco | (296) sollte. Abb. 8 zeigt eine opti-

mierte Vektorkarte des Plas-
mids pET28a, die auf die in
dieser Arbeit wesentlichen
Details fokussiert. Ein weite-
rer Grund fur die Verwen-
dung von pET28a waren die
an die Uberexprimierten
Proteine gestellten Anforde-
rungen. Zum einen sollte ihr
Nachweis durch Western
Blot mdglichst effektiv er-
bracht werden, zum ande-
Abb. 8: pET28a, optimierte Darstellung ren ihre Aufreinigung aus

dem Zelllysat ohne Verun-
reinigungen und hochspezifisch moglich sein. Der Hexa-Histidin-Tag des
pET28a-Plasmids erfullte diese Anspruche. Die DNA-Sequenz des Tags (CAT
CAT CAT CAT CAT CAC bzw. CAC CAC CAC CAC CAC CAC) codiert fur eine
Peptidkette von sechs aufeinander folgenden Histidin-Molekulen, welche an
den C- bzw. N-Terminus der Uberexprimierten Proteine angehangt werden.
Uber diesen Anhang konnten Aufreinigung und spezifischer Nachweis mittels

Antikorpern realisiert werden. Ein weiterer Vorteil des Hexa-Histidin-Tags lag in
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seinem geringen zu erwartenden Einfluss auf die eigentliche Proteinaktivitat.
Nachfolgende Proteininteraktionsstudien waren somit nicht gefahrdet, durch
einen solchen Einfluss falsch-negativ beziehungsweise falsch-positiv auszufal-
len. Weiterhin vorteilhaft war die vergleichsweise einfache Induzierbarkeit der

Uberexpression mittels IPTG Uber ein lac-Repressor-System.

3.1.1.2. Identifikation der Siganlpeptidsequenz und Design des Expressionsvek-

tors

Um die Position des Hexa-Histidin-Tags bei jedem Protein korrekt zu wahlen
und damit dessen Verlust durch posttranslationale Modifikation zu verhindern,
wurden mit dem ClustalW-Applikation des Pdle Bioinformatique Lyonnais™? die
vorhergesagten Peptidsequenzen mit bekannten Signalpeptidmotiven vergli-
chen. Signalpeptide liegen im Protein Ublicherweise an N-terminaler Stelle und
dienen der Ausschleusung synthetisierter Proteine aus der Zelle in deren Um-
gebung. Ein Histidin-Tag wlrde bei N-terminaler Positionierung zusammen mit
dem Signalpeptid vom Protein abgespalten. Abb. 9 zeigt die entdeckten Signal-
peptidsequenzen der Proteine Eap und IsaB.

£ ( N 123456789101112131415161718192021 _ B
AP | ¥ MKFKSLITTTLALGVLASTGA ~ |
i 1234567891011121314 B
IsaB N c
g MNKTSKVCVAATLA )

Abb. 9: Signalpeptid-Sequenzen von Eap und IsaB

Eap besitzt ein Signalpeptid von 21 Aminosauren Lange, wahrend jenes von
IsaB 14 Aminosauren zahlte. Fur beide Proteine wurde hernach ein C-termina-
ler Histidin-Tag geplant. Bioinformatische Berechnungen zeigten den Isoelektri-
schen Punkt fir Eap bei pH = 10,5097 und flr IsaB bei pH = 10,2294 und liesen
somit auf bei pH = 7,40 positiv geladene Proteine schlieen!"*.,
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Die Planung der Restriktionsloci und somit das finale Primer-Design geschahen
mittels der Software LaserGene 7. Die ausgewahlten Gene sollten mittels PCR
amplifiziert und dann in den Vektor pET28a integriert werden. Hierzu mussten
die spateren Amplifikate mit passenden Restriktionsloci ausgestattet werden.
Dies wurde im Primer-Design realisiert, indem passende Pallindromsequenzen
an die Primer angehangt wurden, die wiederum zu den Restriktionsloci passten,
die pET28a anbietet. So wurde eine passgenaue Integration in den Vektor mog-
lich. Die Primersequenzen mit genetischem Annealing und verwendeten Re-

striktionsenzymen zeigt Abb. 10.

eap (1.755 bp)

. [ r——
Primer upstream:  5° GGT GCT CGA GTT TAT TIT TITTTIGATTTAGTG 3"
[l |

FEETLETE I LELEETLELETE
ot AAA AAAAAAAACTAAATCACATAACAAAATGTA L B
0

Pag I
CTTTAAATTC AGT AAC TAATGT TGTTGAAATCGT o o o o o

||I|||| AR RINAS ARy
Primer downstream: 5 GCTATC GAAATTTAAG TCATTGATTAC 3°
I_l

isaB (528 bp)

. r 1
Primer upstream: 5 ATC CCATGG ATG AATAAAACCAGTAAAGTTTGTGTA 3

EETEEEEr e e e e e e e e e
TAC TTATTT TGG TCA TTT CAAACA CAT CGT CGTTGTAATCGT © o o o o

-
Nco |
Xho |
v TA AAT GAA CAAAACTATACC ACATACAGG TTGACAATGAAG o o o o o

IIIIIIII LD TRt e el
Primer downstream: 5° AT CGC TCGAAT TTACTT GTTTTGATATGG TGTATGTC 3
[

Abb. 10: Primersequenzen mit genetischem Annealing, Pallindromsequenzen (Klammern) und

verwendete Restriktionsendonukleasen (Pfeile)
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3.1.2. Konstruktion uberexprimierender Bakterienstamme

Ziel des nun folgenden Arbeitsschrittes war

. .. . . Amplifikation der Gene mittels PCR ]
es, bakterielle Stamme zu propagieren, die [ P

die Zielproteine Eap und IsaB Uberexpri- l
mierten. Abb. 11 beschreibt den exakten [ Restriktionsverdau fiir sticky ends }
Ablauf der Herstellung Uberexprimierender l

Bakterienstamme. Die genetischen Infor- Ligation von Amplifikaten und Vektor

mationen der putativen Heparansulfat-bin- l

denden Proteine wurden, ausgehend vom

. . i . [ Transformation von E. coli TOP10 ]
Design der Primer, mittels PCR amplifiziert.

Als template diente die genomische DNA l

des Stammes S. aureus SA113. Zunéachst ( Sequenzierung positiver Klone ]

wurden dann sowohl Amplifikate wie auch

Vektorisolat mit den zugeordneten Restrik- [ Transformation von E. coliBI21 ]

tionsendonukleasen behandelt und im fol-

genden Schritt liegiert. Nach erfolgreicher

Toxizitat der
rekombinanten
Proteine

Transformation von E.coli TOP 10 mit den
hergestellten Uberexpressionsvektoren
wurden die Plasmide isoliert und von der

Firma GATC sequenziert. Dies diente dem

Ausschluss von Mutationen, was die Prote- _ }
Transformation vonE. coli C 43

inaktivitat unvorhersehbar beeintrachtigen

Abb. 11: Arbeitsfluss von Gen-
Amplifikation, Klonierung und

Stamm zur Uberexpression, E. coli Transformation

hatte koénnen. Im Anschluss wurde der

BI21(DE3), mit den mutationsfreien Plasmi-

den transformiert. Auftretende Toxizitat der rekombinanten Proteine wurde
durch die Optimierung des Systems ausgeglichen. Hierzu wurde E.coli
BI21(DE3) durch E. coli C43 ersetzt, welcher eine wesentlich héhere Anzahl —

auch und vor allem toxischer — Proteine zu exprimieren in der Lage war.
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3.1.2.1. Amplifikation der Gene fir Eap und IsaB

Die Amplifikation der Gene fur Eap und
IsaB wurde durch die Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) realisiert. Als template
diente das zuvor isolierte Genom von S.
aureus SA113. Ausgehend vom Primer-
Design wurden die Genkopien mit den ein-
geplanten Restriktionsloci ausgestattet, die
die spatere Ligation mit dem pET28a-Vek-
tor ermoglichen sollten. Der Erfolg der PCR
wurde durch Gelelektrophorese Uberprift.
Die Amplifikate besalien die erwarteten
Genlangen von 1.755 bp fur eap und 528
bp fiir isaB (Abb. 12).

Abb. 12: PCR-Ergebnisse fiir eap,
isaB und

3.1.2.2. Konstruktion pET28a-basierter Expressionsvektoren fir die Heparan-

sulfat-bindenden Protein und Sequenzierung

Abb. 13: Transformation von E.coli
TOP10 mit pET28a-Konstrukten

AnschlielRend wurden die Genamplifikate
wie auch das Vektorisolat durch Restrik-
tionsverdau mit sticky ends versehen.
Zum Einsatz kamen hier die im Primer-
Design zuvor festgelegten Restriktions-
endonukleasen. Xhol und Pagl fur eap,
sowie Ncol und Xhol fur isaB. Die so ge-
schnittenen DNA-Molekule wurden Uber
Gelelektrophorese aufgereinigt und ex-
trahiert. Durch Ligation wurden die Gene

jeweils in den Vektor eingefugt und E.

coli TOP10 mit den entstandenen Plasmiden transformiert. Nach der Transfor-
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mation wurde mittels Re-lsolation der Vektoren, erneuter Restriktionsverdau
und Gelelektrophorese bestatigt, ob die gewlnschten Gene tatsachlich in die
Bakterienzellen aufgenommen wurden (s. Abb. 13). pET28a stellte sich hierbei
als Bande zwischen 5.000 und 6.000 bp dar, wahrend die Banden der Gene in

den erwarteten Bereichen lagen (s. 3.1.2.1.).

Mutationen innerhalb des genetischen Codes sollten vermieden werden. Um
dies sicherzustellen, wurden die positiv getesteten Plasmidisolate von der Firma
GATC sequenziert. Die erhaltenen Sequenzdaten wurden elektronisch mit dem
Originalgenom von S. aureus SA 113 verglichen. Fur beide Proteine konnten im
Verlauf mutationsfreie Uberexpressionsvektoren kloniert werden. Mit diesen

wurde zunachst der Uberexpressionsstamm E. coli BI21 transformiert.

3.1.3. Uberexpression von Eap und IsaB

Die Uberexpression der rekombinanten Proteine Eap und IsaB erfolgte zu-
nachst mit dem Stamm E. coli BI21. Erste Expressionsversuche wurden durch-
gefuhrt, erbrachten jedoch nach Induktion mittels 1mM IPTG kein weiteres
Wachstum der Flussigkulturen. Die ODs;s konnte nach Induktion trotz Inkubation
bei 37° C Uber mehrere Stunden nicht weiter gesteigert werden. Es wurde da-
her angenommen, dass die rekombinanten Proteine eine toxische Wirkung auf
die Bakterien ausubten. Um dieses Problem zu uberwinden, wurde ein alternati-
ver E. coli Stamm ausgewahlt, der zur Uberexpression geeignet war und zu-
gleich eine breite Zahl an Proteinen exprimieren konnte, ohne unter deren toxi-
schen Effekten zu leiden. Der Stamm E. coli C43 erfullte diese Voraussetzun-
gen. Er wurde wie zuvor E. coli TOP 10 mit den klonierten Vektoren transfor-
miert und fiir alle weiteren Uberexpressionsversuche eingesetzt. Die allgemeine
Proteinexpression des Systems wurde durch Farbung mit Coomassie Brilliant-
blau in der SDS-PAGE, und mit Ponceau-Rot im Western Blot nachgewiesen.

Der spezifische Beweis der Uberexpression rekombinanter Proteine erfolgte im-
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~ munochemisch mittels Western Blotting.

{ C43:pET28a-eap / -isaB / -p12 . .
) Der Nachweis der Heparansulfat-Bindeka-
l pazitat der rekombinanten Proteine Eap
[Uberexmssim rekombinanter Proteine ) und IsaB mit den geplanten Methoden setz-

te deren Loslichkeit in Wasser voraus.

Nachdem eine effektive Uberexpression mit

SDS-PAGE dem Stamm E. coli C43 gewahrleistet war,

Coomassie-Farbung N i
wurden Untersuchungen der Loslichkeit

- 4

- | ~ beider Proteine durchgefluhrt. Erst wenn
Western Blot

Ponceau-Farbung

diese sicher nachgewiesen war, folgte der

L eigentliche, speziell fir diese Arbeit entwi-
v _ ckelte Heparansulfat-Pull-Down-Assay.
{ Léslichkeits-Studien Abb. 14 illustriert den Arbeitsfluss wahrend
l " der genannten Arbeitsschritte.
[ Heparansulphat-Pull-Down-Assay |

Abb. 14: Arbeitsfluss von Expression,
Léslichkeitsuntersuchung
und Heparansulfat-Pull-Down-
Assay

3.1.3.1. Induktion und Detektion der Expression der rekombinanten Proteine

Eap und IsaB

Die Expression wurde induziert, indem 1mM Isopropyl-B-D-Thiogalactopyrano-
sid (IPTG) den Kulturen zugegeben wurde. Dieses lagerte sich intrazellular an
das lac-Repressorprotein an. Dessen inhibierende Wirkung auf die Promotorre-
gion des Vektors wurde unterbunden und die Transkription der genetischen In-
formation konnte beginnen. Die so Uberexprimierten Proteine Eap und IsaB
wurden Uber Ni-NTA-Beads aufgereinigt. Die Beads binden spezifisch an Poly-
Histidin-Abschnitte der Proteine, also vor allem an deren Hexa-Histidin-Tags.
Fur Eap wurden ca. 66 kDa, fur IsaB ca. 19 kDa Molekllmasse erwartet. Nach

der Uberexpression des Extrazellularen Adh&sionsproteins (Eap) wurde eine



Ergebnisse 67
N N s SDS-PAGE der extra-
& $ Q\° Q\& 8 hierten Proben mit nach-
\Qb" (\,bc'? & & & .
Masse & N o N o folgender Coomassie-
— Farbung zum unspezifi-
95 kDa - . .
72 kDa : schen Proteinnachweis
SmE IR G e { durchgefiihrt. Abb. 15
55 kDa ~
S 23 2 = zeigt dieses SDS-Gel.
43kDa S g Suown —
Proben wurden zu ver-
34kDa M : schiedenen Zeitpunkten
vor und nach der Induk-
26kDa W .
tion genommen, um de-
- - - —

ren Effektivitdt zu unter-

Abb. 15: Coomassie-gefarbte SDS-PAGE der Uberexpression ~ suchen. Bereits nach

von Eap

zwei Stunden verander-

te sich die Starke der Eap-Bande nicht mehr. Fiir spatere Uberexpressionen

wurden zwei Stunden als ausreichend festgesetzt. Per Western Blot wurden die

zuvor elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran

Ubertragen. Fiir Eap wurde die stattgefundene Ubertragung mittels Ponceau-

Rot-Farbung kontrolliert. Diese Farbemetho-
de arbeitet mit einem unspezifischen Protein-
farbstoff, der reversibel an die Aminogruppen
der Proteine bindet. AnschlieRend konnte der
Ponceau-Farbstoff wieder von der Membran
abgewaschen werden. Das Vorhandensein
der gewilnschten Proteinbanden flr Eap auf
der Nitrozellulosemembran nach Western
Blotting und damit die erfolgreiche Ubertra-
gung aus dem SDS-Gel zeigt Abb. 16.

Qo
&
» & &
& &P
S & &
e ,(5‘?’ A
Masse NS q L
95 kDa
72 kDa <
55 kDa
43 kDa
34 kDa

26 kDa ‘,

Abb. 16: Ponceaurot-geférbter
Western Blot von Eap



Ergebnisse 68

Die geblotteten Membranen wurden mit ei-

nem in Plasmazellen von Mausen herge- Masse Q
stellten Antikorper inkubiert, der sich spezi- [kDa] Q/'b \éb
fisch gegen den Hexa-Histidin-Tag der Pro- -
teine Eap und IsaB richtete. Danach wurde 72 - -4
ein Antikdrper hinzugegeben, der gegen 43 - i
das Maus-Antigen des ersten Antikdrpers 34 - :

gerichtet und mit dem Enzym Horseradish- <
Peroxidase (HRP) gekoppelt war. Das En- 17 -
zym versetzte den Farbstoff Luminol in =

dessen oxidierte Form. Die auf diese Wei-

se chemolumineszierenden Banden er- Abb. 17: Uberexpression von Eap und
laubten ihre exakte Detektion auf dem IsaB

Western Blot (s. 2.2.16.). Abb. 17 zeigt die beiden Uberexprimierten Proteine
nach Detektion mittels Western Blot. An den massearmeren Banden erkennt
man eine Degradation der Proteine. Durch den erhéhten Einsatz von Protease-
Inhibitoren wahrend der Lyse konnte diesem Phanomen nicht entgegen gewirkt

werden.

3.1.3.2. Wasserloslichkeit von Eap und IsaB

Die Untersuchung der Loslichkeit der Proteine Eapund IsaB in Wasser diente
zum einen ihrer allgemeinen Charakterisierung. Zum anderen wurde die Effekti-
vitat der Uberexpression des Stammes E. coli C43 uberprift. Hierdurch wurde
sichergestellt, dass im anschliel3end durchgefiuhrten Pull-Down-Assay Proteine
aus der Heparansulfat-Bindung wieder in die I6sliche Phase Ubergehen konn-
ten. Die extrahierten Proben aus dem in Lysepuffer resuspendierten Pellet des
Zelllysats und der flissigen Phase wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, ge-
blottet und anschliefiend mit den bereits genannten Antikérpern detektiert. Die
Loslichkeit beider rekombinanten Proteine konnte nachgewiesen werden. Auch

hier zeigte sich wieder eine Degradation der Proteine, deren Produkte teilweise
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immernoch in geldster Form vorlagen. Abb. 18 zeigt den entsprechenden Wes-

tern Blot mit den Banden fur I16sliche und unldsliche Proteinprodukte.

unlésliche Phase |6sliche Phase

L N Q D
Masse &7 & & &P
130 kDa - b
72 kDa -
- ¢ a 4
43 kDa -
[
26 kDa - o
- |
17kDa- — ‘@< i

Abb. 18: Léslichkeit von Eap und IsaB

3.1.4. Eap und IsaB binden and Heparin im Pull-Down-

Assay

Der Assay wurde fur beide Proteine durchgefuhrt. Zugleich wurde die Funktio-
nalitat des Pull-Down-Assays untersucht. Es konnte die Fahigkeit von Eap und
IsaB zur bindung von Heparansulfaten gezeigt werden. Die Untersuchung von
IsaB zeigte zudem den stufenweisen Konzentrationsrickgang geldster Proteine
durch das Waschen. Abb. 19 zeigt das Ergebnis des Assays. Fur IsaB wurden
die Proben B-F (s. Tab. 24), fur Eap die Proben B, E und F dokumentiert. Die
erste Bande zeigt hierbei jeweils das Vorhandensein Ioslichen Proteins nach
deren Exposition gegenuber den Heparin-beschichteten Beads. Durch die
Waschschritte konnten die Konzentrationen der Proteine unter die Nachweis-
grenze des Western Blots gesenkt werden. Nach dem dritten Waschschritt war

kein Protein im Uberstand mehr nachweisbar. Es verblieben lediglich die an das
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IsaB Eap
P S SR XL
R A & o8 ®
& @ F F S & F
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55 kDa - - 4
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-—~ - 4
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Abb. 19: Heparansulfat-Pull-Down-Assay von IsaB und Eap

Heparin gebundenen Proteine in der Suspension. Das Abkochen der resuspen-
dierten Beads zerstorte diese Bindung. Die Proteine gingen somit in Losung mit
dem Umgebungsmedium uber und wurden wieder nachweisbar. Es konnte ge-
zeigt werden, dass sowohl Eap als auch IsaB an das Heparin der Beads gebun-
den haben mussten, da sie nach dem Waschen und Abkochen der Suspension

wieder nachgewiesen werden konnten.
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3.2. WTA-abhangige Methicillinresistenz von

Staphylococcus aureus

3.2.1. Knock-Out von tarM und tarS in S. aureus COL

Die beiden Knock-Out-Vektoren

pKO-tarM und pKO-tarS wur- —{_: I Zielgen l_: |
<« <«

den aus den S. aureus-Stam- 1. PCR flankierender Gen-Abschnitte
men RN450:pKO-tarM  und ¢
RN4220:pKO-tarS isoliert. Der
Hospital acquired (HA)-MRSA-
Stamm S. aureus COL wurde

- —{ T2}
mit diesen Vektoren transfor- ) : -

2. Konstruktion des Knock-Out-Vektors
miert und dem Knock-Out-Pro-
zess zugefihrt. Das Knock-Out
geschah Uber das Prinzip der
homologen Rekombination:
Flankierende Bereiche des Ziel-
gens entsprechen dabei ihren y ‘\:‘\
homologen Bereichen auf dem I 1 l - A] o
3. Homologe Rekombination
Vektor. Im Zielorganismus a) Integration der Knock-Out-Kassette
b) Exzision des Zielgens

kommt es zur Rekombination
dieser homologen Bereiche, ei- ¢
nem physiologischen Prozess,
der in allen Lebewesen auftritt 4. Knock-Out-Kassette ersetzt Genabschnitt

) . . zwischen flankierenden Abschnitten
und eine hohere Vielfalt der

Gene gewahrleistet. Der auf
dem KO-Vektor zwischen die Abb. 20: Knock-Out-Prozess

beiden flankierenden Bereiche
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geschaltete DNA-Abschnitt wird hierbei in das Zielgen eingebaut und ersetzt
einen weiten Bereich dieses Gens. Das Zielgen verliert so einen gewissen An-

teil seines Gencodes und codiert so
Tabelle 26: Erwartete Genldngen von tarM und

fur kein funktionelles Genprodukt tarS bei Wildtyp und Mutante

mehr. Abb. 20 zeigt das Prinzip die- tarM arS
ses Knock-Out-Prozesses. Die mut-  wigtyp 2.200 bp 4.000 bp
mallichen Knock-Out-Stamme wur- KO-Mutante 801 bp 2.700 bp

den mittels Colony-PCR kontrolliert.

Dabei zeigten sich deletierte Gene in der Gel-Elektrophorese als Banden mit
geringerer Lange als die Gene des Wildtyps. Abb. 21 zeigt die Ergebnisse der
Colony-PCR und damit des Knock-Out-Prozesses, durch den es gelang, die
Gene tarM und tarS in S. aureus COL durch homologe Rekombination zu inakti-

vieren. Die erwarteten Genlangen wurden erreicht (s. Tab. 26).

Q\Q SN
\ \ NN
6000 bp & o‘c’ AR
5000 bp
4000 bp N—
3500 bp ————
3000 bp
2500 bp
2000 bp
1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp
Abb. 21: Knock-Out-Kontrolle von tarM und tarS durch Colony-PCR

((

\W
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3.2.2. Bestimmung der minimalen inhibitorischen Oxacillin-

Konzentration mittels ODszs

Die minimale Hemmkonzentration wurde fur die Knock-Out-Mutanten S. aureus
COL AtarM und S. aureus COL AtarS bestimmt. Als Negativkontrolle diente der
Wildtyp S. aureus COL wt, als Positivkontrolle S. aureus RN4220 wt als Methi-
cillin sensibler S. aureus-Stamm. Eingesetztes Antibiotikum war Oxacillin. Die
ODs7s der angeimpften Kulturen wurde nach Inkubation Uber Nacht bestimmt.
So konnte uberprift werden, ob und in welchem Ausmald Wachstum stattgefun-
den hatte. Es zeigte sich, dass das Ausschalten sowohl von tarM als auch von
tarS keine Verringerung der Oxacillin-Resistenz im Vergleich zum Wildtyp mit
sich brachte. Die minimale Hemmkonzentration lag weiterhin bei 512 pug/ml far
beide Mutanten. Die Ergebnisse zeigen Tab. 27 und Abb. 22.

Tab. 27: Minimale Hemmkonzentrationen von Oxacillin auf S.aureus COL wt, AtarM, AtarS und
S. aureus RN4220

Coxacilln S. aureus COLwt| S. aureus COL S. aureus COL S. aureus

[ug/ml] (ODsvs) AtarM AtarS RN4220
(ODs7s) (ODs7s) (ODs7s)
0 1,338 1,380 1,320 1,437
16 1,157 1,222 1,090 0,000
32 1,129 1,166 1,050 0,000
64 1,134 1,14 1,016 0,000
128 1,176 1,177 1,047 0,000
256 0,020 0,046 0,018 0,000
512 0,000 0,000 0,000 0,000
1024 0,000 0,000 0,000 0,000
2048 0,000 0,000 0,000 0,000
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Abb. 22: Minimale Inhibitorische Konzentration von Oxacillin gegentiber der ODs;s

von S. aureus COL wt, COL AtarM, COL AtarS und RN4220
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4. Diskussion

4.1. Heparansulfat-bindende Proteine von

Staphylococcus aureus

4.1.1. Darlegung der Fragestellung

Die Fahigkeit von S. aureus, Heparansulfate zu binden, ist bereits seit Langem
bekannt®. Heparansulfate sind ubiquitar vorkommende Glykosaminoglykane®.
Sie dienen vielen Bakterien als Zielstruktur, um zu adhéarieren und sich im
Wirtsorganismus zu etablieren” 18l 51 52 AuRerdem ist bekannt, dass die
Anwesenheit von Heparansulfaten entscheidend fir die Internalisation von S.
aureus ist®. Fiir die Bindung an Heparansulfate sind mindestens zwei Proteine
mit Massen von 60 und 66 kDa verantwortlich®®. Dennoch wurde bisher keine
Studie veroffentlicht, die die Heparansulfat-bindenden Proteine von S. aureus

identifiziert hatte. Die vorliegende Studie diente diesem Zweck.

4.1.2. Expression, Aufreinigung und Charakterisierung der

Heparansulfat-bindenden Proteine

Das Studiendesign sah vor, die beiden Proteine Eap und IsaB von S. aureus
auf ihre Fahigkeit zur Heparansulfatbindung zu untersuchen. Hierfir war
zunachst die Uberexpression in einem bakteriellen System notwendig. Zur
Uberexpression wurden die Gene eap und isaB in den Vektor pET28a kloniert
und zunachst der Stamm E. coli BI21(DE3) mit diesen Konstrukten
transformiert. Die Amplifikation und Vektorklonierung verliefen wie geplant (s.

Abb. 12 und 13), als Positivkontrollen der Kontrollelektrophoresen wurden
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hierbei die Markerbanden verwendet. Negativkontrollen wurden nicht
durchgefuhrt, da die erwarteten Banden langen die korrekte Primerfunktion
bestatigten. Nach der Transformation von E. coli BI21(DE3) mit den Konstrukten
stellte sich wahrend erster Uberexpressionsversuche heraus, dass die
erzeugten Proteine toxische Wirkung hatten. Das Problem wurde durch den
Wechsel des Expressionsstammes behoben. Der Stamm E. coli C43 zeichnet
sich durch eine hohe Anzahl nicht toxisch wirkender Proteinexprimate aus!®.
Das bereits vorhandene Plasmid pRARE codierte fur die in E. coli selten
vorkommenden tRNAs von Arginin, Glycin, Isoleucin, Leucin und Prolin®"., Die
Uberexpression verlief hierauf problemlos. Die Isolation der Proteine Eap und
IsaB erfolgte Uber NiNTA-haltige Losung, die deren HisTag reversibel band. Die
in silico Vorhersage von Signalpeptiden ermoglichte dabei im Voraus die
korrekte Anlage der HisTags an die C-Termini der Proteine. SDS-PAGE,
Western und Western Blot wurden ebenfalls Uber die Bandenlaufweite der
Marker positivkontrolliert (s. Abb. 15, 16 und 17). Die Ld&slichkeitskontrollen

zeigten eine gute Loslichkeit von Eap und IsaB in Wasser (s. Abb. 18).

4.1.3. Heparansulfat-Pull-Down-Assay

Die Bindung von Heparansulfaten durch Eap und IsaB konnte mittels eines
eigens entwickelten Pull-Down-Assays nachgewiesen werden (s. Abb. 19). Der
Assay verwendete Heparin-beschichtete Sepharosebeads, an die die Proteine
banden. Durch Erhitzen der Suspension wurde die Heparansulfatbindung nach
mehreren Waschschritten, die die umgebende Pufferlosung von Restprotein
befreiten, unterbrochen und die Proteine gingen wieder in Ldsung uber. Der
Nachweis wurde dann mittels Western Blot erbracht. Essenzielle
Voraussetzung fur diesen Assay waren die Wasserloslichkeit der untersuchten
Proteine und eine ausreichende Menge an synthetisiertem Protein. Der Assay
erbringt damit einen qualitativen Nachweis der Heparansulfatbindung. Eine

quantitative Bestimmung ist nicht moglich, da weder die Menge des
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eingesetzten Heparins noch die der Proteinproben gemesen werden kann.
Einige Schritte des Vorgehens konnen die Proteinkonzentration beeinflussen.
Hierzu gehéren unter anderem die erzielte Proteinkonzentration nach der
Uberexpression, Sorgfalt beim Pipettieren und Zugangigkeit des HisTags fir
den Anti-His-Antikorper. Es ist weiters nicht mdglich, Aussagen zur Sattigung
der Bindung zu treffen. Vorteile bieten die vergleichsweise einfache
Handhabung des Assays und seine allgemeine Verwendbarkeit, die ihn fur alle
Proteine einsetzbar macht, die wasserléslich und in ausreichender Menge
isolierbar sind. Ein weiteres denkbares Einsatzgebiet ist neben der gezielten
Untersuchung einzelner Proteine die Isolation Heparansulfat-bindender

Proteine aus kompletten Zelllysaten.

4.1.4. Bedeutung der Ergebnisse

4.1.4.1. Heparansulfatbindung von Eap

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass das extracellular adherence protein
Eap in seiner Eigenschaft als multifunktionales Adhasin auch Heparansulfate
bindet. Das Bild des Proteins wird damit um diese Stoffgruppe als
Interaktionspartner erweitert. Liang et al. identifizierten 1992 zwei
Heparansulfat-bindende Proteine von S. aureus mit Molekuilmassen von 60 und
66 kDaP. Die Molekllmasse von Eap mit ca. 69 kDa kommt diesen sehr nahe.
Ob es sich bei Eap um dasselbe Protein handelt, bleibt jedoch unbekannt. Der
Vergleich mit der aktuellen Literatur bestatigt, dass Eap ein multifunktionales
Adhasin ist, das eine Vielzahl an Molekllen bindet®??: ¥, Heparansulfate sind
ubiquitdre Bestandteile der Zellmembran und EZM®), was Eap und damit S.
aureus eine breite Basis zur Adhasion bieten konnte. Bertling et al. zeigten
2012, dass Eap Thrombozyten aktivierend wirkt. Diese Aktivierung umfasst eine
Granulasekretion, die Aggregation von Thrombozyten und ist von

Gylkosaminoglykanen abhangig und durch Heparin blockierbar®. Der
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Nachweis, dass Eap ein Heparansulfat-bindendes Protein ist, lasst die
Annahme zu, dass die Thrombozytenaktivierung durch diese Eigenschaft des
Proteins ausgeldst wird. Die Aktivierung von Thrombozyten spielt weiterhin eine
wichtige Rolle bei der Abszessbildung durch die Ausschittung verschiedener
Stoffe wie Fibrinogen, Kollagen. Durch die Granulasekretion wird auch des
Enzym Pro-Heparanase freigesetzt, welches dann intrazellular zu aktiver
Heparanase prozessiert wird. Extrazellular degradiert sie anschliel’end
membran- und extrazellularmatrixstandige Heparansulfate zu
niedermolekulareren, loslichen Bestandteilen, welche in die Umgebung
freigesetzt werden®! ' Dies konnte den Schutz vor bakterieller Adhasion
erhohen, da Dbakterielle Heparansulfat-bindende Proteine mit freien
Heparansulfaten gesattigt werden, bevor sie ihr adhasives Potenzial entfalten
kénnen. Hess et al. zeigten 2006, dass die Anwesenheit von Heparansulfaten
essenziell fir die Adhasion von S. aureus an intestinalem Epithel ist®®®. Hier
ware der Verlust von Heparansulfaten durch Heparanase ein Nachteil fur S.
aureus. Alston et al. =zeigten hingegen, dass Heparansulfate des
Gefallendothels einen schitzenden Effekt vor Adhdsion durch S. aureus haben.
Ihr Verlust fiihrt hier zu einer erhéhten Sensibilitat gegenliber S.aureus®™. Der
Thrombozyten aktivierende Charakter von Eap wirde somit gewebsspezifisch
zu einem Vor- oder Nachteil fir die Heparansulfat-abhangige Adhasion

gereichen.

Eine weitere Fahigkeit von Eap ist die Blockade von CD54, dem intercellular
adhesion molecule 1 (ICAM-1)?% und eine damit verbundene Behinderung der
Extravasation der Leukozyten. Taylor und Gallo zeigten 2006, dass
Dermatansulfate die Expression von ICAM-1 auf dem Endothel modulieren™",
Dermatansulfate sind den Heparansulfaten verwandte Proteoglykane, deren
Verhaltnis zu Eap noch nicht untersucht wurde. Ein Einfluss von Eap auf die
Dermatansulfat-moderierte Expression von ICAM-1 erscheint daher nicht

ausgeschlossen.
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4.1.4.2. Heparansulfatbindung von IsaB

Auch fur das immunodominant surface antigen B IsaB konnte gezeigt werden,
dass es zur Heparansulfatebindung fahig ist. IsaB war bisher kaum Gegenstand
der Forschung. Bekannt ist, dass es auf der Oberflache von S. aureus
vorhanden ist, Nukleinsauren bindet®! und vor allem in der Septikdmiephase
der Infektion exprimiert wird, jedoch nicht wéahrend der Kolonisation!'®,
Weiterhin wird es nach der Internalisation'®!, unter Biofilmbedingungen!® und
unter anaeroben Bedingungen!'®! exprimiert. Vermutlich spielt IsaB daher keine
tragende Rolle bei der Adhasion und Etablierung von S. aureus im
Wirtsorganismus, sondern eher im Rahmen der Immunevasion, fur die
Virulenz'® und bei Vorgangen in der Wirtszelle. Heparansulfate sind als
Rezeptoren an der Endozytose beteiligtt? und kommen auch im Nucleus der
Zelle vor'™, Eine Beteiligung von IsaB an der Internalisierung und von S.
aureus und an intrazellularen Vorgangen des Wirtes ware daher ebenfalls
denkbar. IsaB ist ein Homolog zu einem Heparansulfat-bindenden Protein von
S. epidermidis®®. Die vorliegenden Ergebnisse untermauern die homologe
Funktion des Proteins. Es ist oberflachenprasent und seine Fahigkeit
Heparansulfate zu binden, lasst die Vermutung zu, dass es an der Interaktion
mit dem Wirtsorganismus beteiligt ist. Welcher Adhasingruppe (s. Abb 1) es

zuzuordnen ist, bleibt Gegenstand klnftiger Studien.

4.1.4.3. Bedeutung der Heparansulfatbindung von S. aureus

Die neu identifizierten Eigenschaft der Heparansulfatbindung von Eap und IsaB
vergrof3ern das Wissen Uber den Interaktionsbereich von S. aureus enorm. Die
Vielzahl der Heparansulfate im Wirtsorganismus, die gewebsspezifisch stark
variiert und unterschiedliche Effekte auslost, schafft eine hohe Zahl mdglicher
Interaktionsloci. Sie eroffnet vollig neue Moéglichkeiten flir die Beeinflussung der
Immunantwort durch S. aureus, dessen Immunevasion und seinen Einfluss auf

die generelle Physiologie des Wirtes.
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Die Interaktion von S. aureus mit Heparansulfaten ist bereits seit Langem
bekannth 1981 531 41 Epenfalls ist bekannt, dass Heparansulfate unabhangig von
ihrem Kernprotein mit Heparansulfat-bindenden Proteinen interagieren
konnen®. Sie vermitteln unter anderem Adharenz, sind in diverse intrazellulare
Signalwege eingebunden!®!, aktivieren die Endozytose® und die Internalisation
von S. aureus in intestinales Gewebe?. Endothel hingegen wird durch ihre
Gegenwart vor der Besiedelung mit S. aureus geschiitzt!'®®. Letzteres spricht fiir
eine gewebsspezifische Funktion der Heparansulfate. Insgesamt erscheint es
denkbar, dass Heparansulfat-bindende Proteine einen nicht zu
unterschatzenden Einfluss auf die Wirkung von Heparansulfaten haben konnten
und auch diese gewebsspezifisch variiert. Hierfir spricht auch, dass
Heparansulfate exakt regulierte Bindungsstellen aufweisen (s. Abb. 2), die eine
hoch selektive Proteinbindung ermoglichen!™, was allein durch die hohe
Diversitat der Heparansulfate ein hoch komplexes Bild staphylokokkarer
Infektionen erzeugt. Als Beispiel soll der fibroblast growth factor receptor
(FGFR) dienen. Seine Funktion ist abhangig von FGF und von einem
Heparansulfat-Corezeptor, ohne den kein intrazellulares Signal zustande
kommt!'09 [ 11 Der Einfluss Heparansulfat-bindender Proteine ware hier zum

Beispiel im Rahmen der Abszesswandformation denkbar.

4.1.5. Fazit

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie erweitern das Gesamtbild der
Pathogenitatsfaktoren von S. aureus wund identifiziert erstmals zwei
Heparansulfat-bindende Proteine dieses Bakteriums. Die Rolle dieser Proteine
und ihre Relevanz bei Infektionen zu ermitteln, ist ein wichtiger Schritt, um das
Bakterium S. aureus zu verstehen und effektive Pharmaka gegen es zu

entwickeln.



Diskussion 81

Der Heparansulfat-Pull-Down-Assay, der fir diese Studie etabliert wurde, diente
bisher dem qualitativen Nachweis Heparansulfat-bindender Proteine. Die
Methode hat groRes Potenzial hinsichtlich der Analyse vollstandiger Zelllysate
aus Bakterienkulturen. Eine Analyse ware durch die Anzichtbarkeit des
jeweiligen Bakteriums und die Loslichkeit der Proteine begrenzt. Eine
Weiterentwicklung zum quantitativen Test setzt die Messbarkeit der

eingesetzten Mengen an Protein und Heparansulfat voraus.

Kommende Studien sollten sich mit der Relevanz der Heparansulfat-bindenden
Proteine fur Adhasion und Pathogenese auseinandersetzen. Heparansulfate
werden wahrend der Inflammation freigesetzt, Heparanase hochreguliert®. Von
Interesse hierbei ist, ob und in welchem Male die Heparansulfat-bindenden
Proteine von S. aureus hierauf Einfluss nehmen und in ihrer Wirkung
beeinflusst werden. Auch der Einfluss auf die Immunantwort und die
Evasionsmechanismen von S. aureus sollten weiter beleuchtet werden. Dies gilt
vor dem Hintergrund, dass sie anderen Organismen ebenfalls als
Schlisselmolekiile der Internalisation dienen® B9 Da ein Einfluss der
Heparansulfat-bindenden Proteine auf die Zell-Zell-Kommunikation®® nicht
ausgeschlossen ist, sind geeignete Versuche zu entwickeln, die intra- und
interzellulare Zellsignale dokumentieren, nachdem die Wirtszelle Eap und IsaB
exponiert wurde. Fur Eap wurde bereits gezeigt, dass seine verschiedenen
Domanen unterschiedliche Spezifitit besitzen®™. Welche Domanen die
Heparansulfatbindung vermitteln und in welchem Male sie Einfluss auf die
Pathogenese haben, ware ein weiterer Schritt, dieses Protein zu
charakterisieren. Protein-Ligand-Interaktionen sind haufig durch elektrostatische
Wechselwirkungen bedingt®®l. Heparansulfate sind stark negativ geladene
Makromoleklle, die gewebs- und speziesspezifisch unterschiedliche Bindeloci
aufweisen (s. Abb. 2)®. Inwiefern dies die Heparansulfatbindung von Eap und
IsaB beeinflusst, ist ein wichtiges Ziel kinftiger Forschung. Die vorliegende
Studie ermoglicht neue Adhasions- und Interaktionsmodelle und ein besseres

Verstandnis der Pathogenese der durch S. aureus ausgeldsten Krankheiten.
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4.2. WTA-abhangige Methicillinresistenz von

Staphylococcus aureus

4.2.1. Darlegung der Fragestellung

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde untersucht, inwiefern die
Oxacillinresistenz in hospital acquired MRSA-Stammen von der Glykosylierung
der Wandteichonsauren abhangt. Bisherige Studien trafen noch keine Aussage
Uber diesen Bereich hochresistenter S. aureus-Stamme. Es wurden lediglich
Laborstamme und community acquired MRSA-Stamme untersucht. Da Stamme
in Einrichtungen des Gesundheitssystems erworbene Stamme von S. aureus
haufig ein breiteres Muster an Antibiotikaresistenzen aufweisen und damit eine
Gefahr flr Patienten und Personal darstellen, ist ein exaktes Verstandnis der
Resistenzentwicklung hier von gréf3ter Bedeutung. Zwischen den einzelnen
MRSA-Gruppen existieren heute zahlreiche Unterschiede. Daher ist es nicht
maoglich, Forschungsergebnisse Uber CA-MRSA-Stamme vorbehaltlos auf HA-
MRSA-Stamme zu Ubertragen. Die vorliegende Studie sollte Uberprufen, ob die
fur CA-MRSA qgultigen Erkenntnisse der Oxacillinresistenz durch die

Glykosylierung der Wandteichonsaure auch auf HA-MRSA zutreffen.

4.2.2. Knockout der Gene tarM und tarS, Bestimmung der

minimalen inhibitorischen Oxacillinkonzentration

Das fur diese Studie festgelegte Studiendesign sah zunachst die Inaktivierung
der Gene tarM und tarS in S. aureus COL, einem HA-MRSA vor. Die fur die
gleichnamigen Glycosyltransferasen codierenden Gene konnten mittels
homologer Rekombination inaktiviert werden. Die Methode umfasste Integration

in und anschlielfende Exzision des pKO-Vektors aus dem Genom von S.
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aureus COL. Durch die bereits in der Arbeitsgruppe vorhandene Expertise im
Umgang mit diesem Knockout-System, gelang dieser Schritt der Studie
problemlos. Das erfolgreiche Knockout wurde mittels Colony-PCR und
anschliefender Gelektrophorese Uberpruft. Als Negativkontrollen wurde jeweils
der Wildtyp betrachtet, der die urspriingliche Lange der Gene tarM und tarS
aufwiesen. Das positive Knockout wurde Uber die Laufweite der Banden
bestatigt (s. Abb. 21). Die Minimale Hemmkonzentration von Oxacillin wurde in
Flassigkultur bestimmt. Als Positivkontrolle wurde der MSSA-Stamm S. aureus
RN4220 eingesetzt, da er gegen Oxacillin keine Resistenz aufweist. Der
Versuch wurde dreifach wiederholt und die Mittelwerte der ODs7s ermittelt (s.
Tab. 28 und Abb. 22).

4.2.3. Bedeutung der Ergebnisse

Es konnte im Rahmen dieser Studie nachgewiesen werden, dass die
Glykosylierung der Wandteichonsaure keinen Einfluss auf die Oxacillinresistenz
des MRSA-Stammes S. aureus COL ausubt. Brown et al. zeigten 2012, dass
der Verlust der Glykosylierung der WTA MRSA-Stamme wieder sensibel
gegeniiber Oxacillin werden lasst®. Die Studie schloss den CA-MRSA-Stamm
S. aureus MW2 ein, der durch die Deletion von tarM und tarS seine
Oxacillinresistenz verlor. Es ist bereits bekannt, dass die Expression von WTA
fir die B-Laktamresistenz notwendig ist®®"l. Der Mechanismus hierfiir war bislang
unbekannt. Durch die Ergebnisse von Brown et al. wurde dieser fur die
untersuchten S. aureus Stdmme erstmals beleuchtet. Die vorliegende Studie
erganzt diese Erkenntnisse insofern, als dass die Aussagen von Brown et al.
nicht pauschal auf alle MRSA-Stamme angewandt werden kénnen. S. aureus
COL bleibt auch nach Verlust der Glycosyltransferasen TarM und TarS resistent
gegenuber Oxacillin und zeigt hierin keinen Unterschied zum Wildtyp. Die
beschriebene Abhangigkeit der Oxacillinresistenz von der Glykosylierung der

WTA ist also zumindest stammabhangig unterschiedlich. Ob die Grenze hier
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allgemein zwischen CA- und HA-MRSA zu ziehen ist, kann mit den momentan
veroffentlichten Arbeiten nicht bestimmt werden. Jedoch ist ein rein
stammspezifischer Unterschied aufgrund der differenzierten Verhaltnisse

innerhalb der MRSA-Gruppen wahrscheinlich.

4.2.4. Fazit

Wichtig fur kunftige Studien wird das Verteilungsmuster des oben genannten
stammspezifischen Unterschiedes sein. Von noch groRerem Interesse aller-
dings durfte der Mechanismus sein, der der fortbestehenden Oxacillinresistenz
von S. aureus COL nach Knockout von tarM und tarS zugrunde liegt. Die Ursa-
che fur die Abhangigkeit zwischen Oxacillinresistenz und WTA-Glykosylierung
ist bisher ebenfalls unbekannt. Es wird jedoch vermutet, dass WTA mit PBP2a
und PBP4 interagiert®! "2 Qb diese Interaktion durch die Glykosylierung der
WTA mit bedingt ist, bleibt zu untersuchen. WTA beeinflussen das Ladungsni-
veau der Bakterienzelle®®”! und dienen als wichtiger Matrixbestandteil der Zell-
wand. Es ist ebenso denkbar, dass die elektrische Ladung oder die Interaktion
anderer Zellwandbestandteile mit der WTA Einfluss auf die B-Laktamresistenz
haben. Dass die von Brown et al.® prasentierten Ergebnisse fir einen HA-
MRSA-Stamm nicht zutreffen suggeriert, dass hier komplexere Resistenzme-
chanismen vorhanden sind. MRSA bleibt ein ernst zu nehmender Verursacher
therapieresistenter Infektionen. Auf Basis der in dieser Studie prasentierten Er-
gebnisse ist es moglich, noch differenzierter an die Entwicklung neuer antibioti-
scher Wirkstoffe gegen MRSA heranzugehen. Dies ist dringend notwendig, um
das Risiko nosokomialer Infektionen zu reduzieren. Mit dem Wissen, dass die
Resistenzmechanismen in HA-MRSA effektiver funktionieren als in CA-MRSA,

zeigt sich die Notwendigkeit intensiverer Forschung in diesem Bereich.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertationsschrift umfasste zwei Teilprojekte auf dem Gebiet
der Pathogenese und [B-Laktam-Resistenz von S. aureus. Der erste Teil
beschaftigte sich mit der Heparansulfatbindung der Proteine Eap und IsaB. Der
zweite Teil ging der Frage nach, ob die Glykosylierung der Wandteichonsaure
Einfluss auf die B-Laktam-Resistenz des HA-MRSA-Stammes S. aureus COL
hat.

Der erste Teil der Promotionsarbeit diente der Identifikation zweier neuer
Heparansulfat-bindender Proteine von S. aureus. Vorarbeiten zu diesem Thema
bestatigten die Relevanz der Interaktion mit Heparansulfaten fir die
Pathogenese und Internalisation von S. aureus. Ebenso war bekannt, dass S.
aureus mehrere Proteine besitzt, die Heparansulfate binden kdnnen. Dem
Studiendesign folgend wurden zunachst in Frage kommende Proteine
eingegrenzt. Die Auswahl umfasste das sekretierte, multifunktionale
extracellular —adherence protein (Eap) und das membranstandige
immunodominant surface antigen B (IsaB). Die Arbeitshypothese ging davon
aus, dass Eap und IsaB in der Lage seien, Heparansulfate zu binden. Die
Gene, die fiir Eap und IsaB codieren, wurden in den Uberexpressionsvektor
pET28a kloniert. Nach der erfolgreichen Uberexpression von Eap und IsaB in
E. coli C43 wurden diese auf ihre Loslichkeit untersucht und mittels eines
eigens zu diesem Zweck etablierten Heparansulfat-Pull-Down-Assays auf ihre
Fahigkeit zur Heparansulfatbindung untersucht. In diesem Assay wurden die
Uberexprimierten Proteine mit Heparin-beschichteten Sepharosebeads
vermengt. Nach mehreren Waschschritten wurde die Bindung zwischen Protein
und Heparin thermisch unterbrochen und gebundene Proteine gingen wieder in
Lésung Uber. Alle Nachweise wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot
erbracht. Es wurde gezeigt, dass Eap und IsaB Heparansulfate binden konnen,

die Arbeitshypothese wurde bestatigt. Dies identifiziert erstmals zwei
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Heparansulfat-bindende Proteine dieses Bakteriums. Die Relevanz der
Ergebnisse fur Adhasion, Pathogenese und Evasionsmechanismen von S.
aureus verbleibt zunachst unklar. Jedoch erméglichen die Erkenntnisse dieser
Arbeit die Entwicklung neuer Adhasions- und Interaktionsmodelle und erweitern
das Bild der Einflussmdglichkeiten von S. aureus auf den Wirtsorganismus

immens.

Im zweiten Teil dieser Promotionsarbeit wurde die Hypothese verfolgt, dass die
Glykosylierung der Wandteichonsauren keinen Einfluss auf die B-Laktam-Resis-
tenz des hospital acquired MRSA-Stammes S. aureus COL hat. Die Glykosylie-
rung der Wandteichonsauren erfolgt intrazellular durch die Glycosyltransferasen
TarM und TarS. TarM Ubertragt dabei a-, TarS BGIcNAc-auf die Wandteichon-
saure. Die entsprechenden Gene wurden in dem zu untersuchenden Stamm
mittels homologer Rekombination gezielt inaktiviert, um zwei Knockout-Mutan-
ten zu schaffen. Die Kontrolle des korrekten Knockouts wurde mittels Colony-
PCR durchgefuhrt. Es wurde die minimale inhibitorische Konzentration von
Oxacillin auf das Wachstum der Mutanten in Flissigkultur bestimmt. Es zeigte
sich hierbei kein Unterschied zum Wildtyp. Die Negativkontrolle zeigte kein
Wachstum. Die Studie zeigt, dass der Verlust a- bzw. B-glykosylierter Wandtei-
chonsauren keinen Einfluss auf das Resistenzniveau von S. aureus COL ge-
genuber Oxacillin hat. Fir den community acquired MRSA-Stamm MW?2 ist be-
kannt, dass ebendieser Verlust die Resistenz gegenluber Oxacillin herabsetzt.
Die Studie zeigt, dass der Einfluss glykosylierter Wandteichonsaure auf die
Oxacillinresistenz zumindest stammspezifisch ist. Der exakte Mechanismus
hierbei verbleibt unbekannt. Die Interaktion der penicillin binding proteins 2a
und 4 mit der Wandteichonsaure und das teichonsaureabhangige Ladungsni-
veau der Zellwand stellen nur zwei der moglichen Ursachen fur diesen Effekt
dar. Es wird daruber hinaus deutlich, dass Stamme, die vor allem in Einrichtun-
gen des Gesundheitssystems vorkommen, offenbar ein komplexeres System
der Resistenzentwicklung besitzen als Stamme, die aulderhalb des klinischen

Sektors erworben werden.
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