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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Staphylococcus aureus — ein bedeutender Kommensale und
Krankheitserreger

Staphylokokken sind grampositive Kugelbakterien aus der Familie der
Staphylococcaceae mit einem Durchmesser von circa 1um, die sich in allen
Raumebenen teilen konnen. Aufgrund ihrer fehlenden Motilitit finden sie sich daher
typischerweise in traubenférmigen Haufen angeordnet. Sie sind in der Regel fakultativ
anaerob und nicht sporenbildend [1]. Der Name Staphylococcus (Altgriechisch:
Staphylé = Traube, Kokkos = Kern, Kugel) wurde durch den schottischen Chirurgen
A. Ogston geprigt, der Ende des 19. Jahrhunderts zahlreiche Abszesse untersuchte, in
diesen traubenartig angeordnete Bakteriencluster fand und als wichtige Eitererreger
beschrieb [2]. Zwei Jahre spiter wurde durch den deutschen Chirurgen F. J. Rosenbach
aufgrund der goldgelben Farbe der Kolonien die Speziesbezeichnung Staphylococcus
aureus (Lateinisch: aureus = golden) eingefiihrt [3]. Die 1926 von J.v. Daranyi
beschriebene Einteilung von Staphylokokken in koagulasepositive und -negative
Stamme beschreibt die Eigenschaft verschiedener Stamme Plasma zu koagulieren und
wird wegen ihrer pathogenetischen Relevanz bis heute verwendet. S. epidermidis gilt als
wichtigster Vertreter der koagulasenegativen, S. aureus als wichtigster Vertreter der

koagulasepositiven Staphylokokken [1].

Durch seine zahlreichen Virulenzfaktoren (siehe 1.4) kann S. aureus eine grof3e
Bandbreite an Erkrankungen verursachen. So zdhlt S. aureus noch heute zu den
bedeutendsten humanpathogenen Erregern und S. aureus-bedingte Erkrankungen zu den

groBten therapeutischen Herausforderungen iiberhaupt [4].

1.1.1 Kolonisierung mit Staphylococcus aureus

Der Mensch stellt ein natiirliches Reservoir fiir S. aureus dar. Es handelt sich also nicht
nur um einen bedeutenden Krankheitserreger, sondern gleichzeitig auch um einen
Kommensalen. Die mit Abstand héufigste Besiedlungsstelle sind die Nasenvorhofe,
aber auch Haut, Vagina und Perineum, Pharynx oder der Gastrointestinaltrakt sind
mogliche okologische Nischen. Insgesamt sind circa 20 % der Menschen dauerhaft
besiedelt, weitere 30 % weisen eine transiente Besiedlung mit dem Erreger auf [5]. Eine
Kolonisierung erhoht das Risiko, in der Folge eine S. aureus-Infektion zu erleiden.
Wenn es beispielweise durch Verletzungen, Operationen, Einbringen von
Fremdmaterial oder eine das Immunsystem schwichende Grunderkrankung zu einem
Zusammenbruch der Wirtsabwehr kommt, kann das eigene Reservoir als Quelle fiir
Infektionen dienen [6]. So hat sich gezeigt, dass iiber 80 % der S. aureus-Bakteriamien

einen endogenen Ursprung haben [7].
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Fiir die Besiedlung spielen verschiedene Faktoren eine Rolle, die zum Teil noch nicht
ginzlich verstanden werden. Ein komplexes Zusammenspiel aus Wirtsfaktoren und
Eigenschaften des Erregers scheint ursédchlich zu sein. Auf der Seite des Wirts spielen
unter anderem vorbestehende Erkrankungen (z. B. Diabetes mellitus oder HIV), Alter,
soziookonomischer Status, enger Kontakt zu kolonisierten Patienten, Kranken-
hausaufenthalte in der Vorgeschichte, Adhdrenzrezeptoren auf Epithelien sowie die
Immunantwort auf den Erreger eine Rolle. Auf der Seite des Bakteriums sind
verschiedene Virulenzfaktoren wie Adhisine oder eine Polysaccharidkapsel, aber auch
eine Resistenz gegen antimikrobielle Substanzen oder die Moglichkeit zur

Wirtszellinvasion entscheidend [5].

1.1.2 Staphylococcus aureus als Krankheitserreger

S. aureus ist weltweit ein bedeutsamer Krankheitserreger. Das Erkrankungsspektrum
kann von unkomplizierten Hautinfektionen iiber Lebensmittelvergiftungen bis hin zur
lebensbedrohlichen Sepsis reichen [4]. Die Transmission erfolgt klassischerweise iiber
eine Schmierinfektion. Da eine betrichtliche Anzahl an Infektionen im nosokomialen
Bereich stattfindet, kommt vor allem dem Gesundheitspersonal als Ubertriiger eine
grof3e Bedeutung zu [8]. Eine Risikogruppe sind insbesondere Patienten mit bestimmten
Pridispositionsfaktoren. Hierzu gehdren unter anderem Hdmo- und Peritonealdialyse,
immunsupprimierende Krankheiten, i.v.-Drogenabusus oder auch kardiale Grund-
erkrankungen [9]. S. aureus-Infektionen lassen sich in invasive und toxinvermittelte

Infektionen unterteilen

Invasive S. aureus-Erkrankungen

In rund 90 % der Fille invasiver S. aureus-Infektionen handelt es sich um eitrige
Infektionen der Haut und ihrer Anhangsgebilde wie Furunkel, Karbunkel oder
Abszesse [10]. Wihrend lokale, auf die Haut beschrinkte Infektionen meist nicht
lebensbedrohlich sind, ist eine metastatische Absiedlung des Herdes sehr gefiirchtet. Es
kann zu Pneumonien, Osteomyelitiden, Abzessbildung in zahlreichen weiteren inneren
Organen oder schweren endovaskuldren Erkrankungen wie Sepsis oder Endokarditis

kommen [4].

Eine zunehmende Bedeutung haben Infektionen, die durch in den Korper eingebrachtes
Fremdmaterial verursacht werden. S. aureus ist in der Lage, an der Grenzfliche zu
Plastikfremdkorpern wie Kathetern, Shunts oder kiinstlichen Herzklappen, Biofilme zu
bilden. Diese bestehen aus extrazelluldren polymeren Kohlenhydraten, die von den
Bakterien sezerniert werden. Darin eingebettet sind sie geschiitzt vor der Immunantwort

des Wirts sowie vor antimikrobiellen Substanzen. Hiervon ausgehend kann es wieder zu
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einer Metastasierung sowie zu einer Bakteriamie und in der Folge zu einer Sepsis

kommen [11].

Toxinvermittelte S. aureus-Erkrankungen
Dartiiber hinaus ist S. aureus auch Erreger zahlreicher Toxikosen. Hierbei verursachen

die von S. aureus sezernierten Toxine den Ausbruch der Erkrankung.

Durch Toxic shock syndrom toxin-1 (TSST-1) wird das toxische Schocksyndrom
ausgelost. TSST-1 fungiert als Superantigen und fiithrt so zu einer fulminanten
Ausschiittung  proinflammatorischer  Zytokine und einer Aktivierung von
T-Lymphozyten. Die Erkrankung betrifft iiberwiegend junge Frauen wihrend der
Menstruation und verlduft foudroyant mit Fieber, Hypotension, einem generalisierten
Hautausschlag und kann verschiedene Organsysteme miteinbeziehen. Im Verlauf kann
es zum Multiorganversagen kommen, in circa 3,5 % der Fille endet die Erkrankung
letal [12].

Staphylokokken-Enterotoxine (SEs) sind eine der héufigsten Verursacher von
Lebensmittelvergiftungen. SEs weisen eine hohe Stabilitit gegeniiber Hitze auf,
besitzen Resistenzen gegen proteolytische Enzyme im Gastrointestinaltrakt und konnen
ebenfalls als Superantigene fungieren [13]. Der Verzehr von kontaminierten
Lebensmitteln fiihrt typischerweise nach einer sehr kurzen Inkubationszeit von wenigen
Stunden zu Ubelkeit, Erbrechen, abdominellen Krimpfen und Diarrhoe. In der Regel
sind die Symptome selbstlimitierend [14].

Exfoliativtoxine (ETs) sind Verursacher des Staphylococcal scaled skin syndrome
(SSSS). Durch Spaltung von Desmoglein-1 in der Epidermis werden Desmosomen
geschidigt, wodurch es zu einem Verlust der Keratinozytenadhdrenz im Stratum
granulosum der Epidermis kommt. Die Erkrankung betrifft in erster Linie Sduglinge
und Kinder und kann von einer harmlosen lokalisierten, gut therapierbaren
Blasenbildung bis hin zu einer grofflichigen lebensbedrohlichen Epidermolyse mit

massivem Fliissigkeits- und Elektrolytverlust reichen [15].

1.1.3 Therapie von Staphylococcus aureus-Infektionen und Resistenzproblematik
In der Behandlung von S. aureus-Infektionen kommt neben der Fokussanierung
(z. B. Abszessdrainage, Entfernung von infizierten Kathetern, operative Beseitigung
von Herzklappenvegetationen [16]) und symptomatischen Mafnahmen (z. B.
Rehydrierung bei einer Lebensmittelvergiftung) der antibiotischen Therapie die grofte
Bedeutung zu. Die Entstehung zahlreicher neuer Resistenzen hat die Therapie in den
letzten Jahrzehnten deutlich erschwert. Grund hierfiir ist die groBe genomische
Plastizitiit von S. aureus, die sich in zahlreichen mobilen genetischen Elementen wie

Plasmiden, Phagen, Transposons oder Pathogenititsinseln widerspiegelt und so den
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horizontalen Gentransfer zwischen verschiedenen Stiammen und Spezies ermoglicht
[17, 18]. Schon ein Jahr nach der Einfiihrung von Penicillin wurden 1944 erste
Resistenzen durch Penicillinase-bildende Staphylokokken beschrieben, die mit Hilfe
von Plasmid-kodierten Penicillinasen in der Lage sind, den pB-Laktam-Ring von
Penicillin zu hydrolysieren [19, 20]. Bereits 1980 wiesen iiber 80 % sowohl der
nosokomial als auch der ambulant erworbenen S. aureus-Stimme eine
Penicillinresistenz auf [21]. Anfang der 1960er Jahre wurde das Penicillinase-feste
Methicillin eingefiihrt, dessen therapeutische Erfolge allerdings ebenfalls schnell durch
das Auftreten von resistenten Stimmen eingeschrinkt wurden. Als Ausloser der
Resistenz konnte das Gen mecA ausfindig gemacht werden, welches sich auf dem
mobilen genetischen Element SCCmec (SCC = staphylococcal cassette chromosome)
befindet und fiir das Penicillin-bindende Protein 2a (PBP2a), eine modifizierte
Transpeptidase, kodiert [22]. PBP2a besitzt nur eine geringe Affinitit zu B-Laktam-
Antibiotika und behindert so die Penicillin-vermittelte Hemmung der Zellwandsynthese
[23]. Der sogenannte Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) weist eine
Resistenz  gegeniiber allen [-Laktam-Antibiotika (Penicilline, Cephalosporine,
Carbapeneme, Monobactame) auf und besitzt dariiber hinaus hidufig noch weitere
Plasmide und Transposons, die fiir Resistenzen kodieren. So weisen iiber 90 % der
mitteleuropdischen MRSA-Stimme eine Resistenz gegen Fluorchinolone, 72 % eine

Resistenz gegen Erythromycin und 66 % eine Clindamycin-Resistenz auf [24].

Wihrend MRSA-Infektionen in den Jahrzehnten nach der Einfiihrung von Methicillin
vor allem nosokomial erworben wurden (das heillit 48 Stunden nach Aufnahme in ein
Krankenhaus; HA-MRSA = hospital acquired MRSA), treten seit Ende der 1990er Jahre
vermehrt auch ambulant erworbene MRSA-Infektionen (CA-MRSA = community
acquired MRSA) auf [25]. Heute stellen MRSA-Infektionen eine enorme
Gesundheitsbedrohung und eine immense finanzielle Last fiir offentliche
Gesundheitssysteme dar. So lag 2010 die Rate an MRSA in Blutkulturisolaten in
Deutschland bei 20,8 %. Andere EU-Linder wie Portugal weisen mit Pravalenzen von
iiber 50 % noch deutlich hohere Zahlen auf; die Niederlande, Norwegen und Schweden
hingegen zeigen Privalenzen im niedrigen einstelligen Bereich [26]. Alleine in der EU
kommt es jéhrlich durch MRSA-Infektionen zu einer Millionen zusétzlichen
Krankenhaustagen [27].

Die Gefahr von MRSA liegt in den limitierten therapeutischen Moglichkeiten.
B-Lactam-Antibiotika  sind wegen ihrer Potenz und ihres  giinstigen
Nebenwirkungsprofils (geringe Nephrotoxizitdt) noch immer Therapeutika der ersten
Wahl [16, 20]. Aufgrund der hohen Inzidenz an MRSA wird jedoch zunehmend auf
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Reservetherapeutika wie das Glykopeptid Vancomycin zuriickgegriffen. Leider konnten
auch hier infolge des vermehrten Gebrauchs bereits Klone mit dem vanA-Gen, das fiir
eine herabgesetzte Suszeptibilitit kodiert, selektioniert werden [28]. Neben Vancomycin
kommen Linezolid, Daptomycin und Tigecycline zum Einsatz. Auch hier wurde bereits
iiber einzelne Resistenzentwicklungen berichtet, sodass die therapeutischen

Moglichkeiten immer weiter eingeschriankt werden [29-31].

Eine mogliche Option fiir die Zukunft konnte eine Impfung gegen S. aureus oder eine
gezielte Therapie gegen bestimmte Virulenzfaktoren darstellen. Die bislang
durchgefiihrten klinischen Studien fiihrten leider noch nicht zum erhofften Durchbruch.
S. aureus verfiigt als Kommensale und sehr hdufiges Humanpathogen iiber zahlreiche
Mechanismen, die Immunantwort zu umgehen. Zudem gibt es eine extrem grofB3e
Bandbreite an Pathogenititsfaktoren, von denen kein einzelner als allein ursichlich
identifiziert werden konnte. Deshalb ist bislang noch voéllig unklar, welche
Immunantwort getriggert werden muss, um einen suffizienten Schutz vor S. aureus-
Infektionen zu bewirken [32-34]. Bis dahin verbleiben die Verbesserung von
Surveillance-Systemen und hygienischen MaBnahmen sowie die Entwicklung weiterer

antimikrobieller Substanzen, um die voranschreitende S. aureus-Endemie zu begrenzen.

1.2 Endovaskulére Staphylococcus aureus-Infektionen —
klinische Bedeutung

Eine besondere Bedeutung kommt S. aureus-Infektionen zu, bei denen der Erreger
Zugang zum Blutsystem gewinnt und eine Bakteridamie auslost. S. aureus zidhlt mit rund
20 % weltweit zu den hiufigsten Ausldsern sowohl einer nosokomial als auch einer
ambulant erworbenen Bakteridmie [35, 36]. Die hierdurch verursachte Letalitit wird in
der Literatur mit 13 bis 40 % angegeben [16, 37, 38].

Zu den am meisten gefiirchteten Komplikationen der Bakteridmie zdhlt die Sepsis. Im
Zentrum der Pathogenese steht eine Schiadigung des Endothels, im Rahmen derer es zu
einer vaskuldaren Dysfunktion mit erhohter kapillarer Durchldssigkeit, gestorter
Mikrozirkulation, verminderter Perfusion und Gewebshypoxie kommt [39]. Klinisch
zeigt sich eine schwere Symptomatik mit Fieber, Hypotension, Tachykardie und
Tachypnoe bis hin zu metabolischer Entgleisung, Verbrauchskoagulopathie,
Multiorganversagen, Schock und Tod [40]. Bei Patienten, die in Folge der Bakteriamie
einen septischen Schock entwickeln, kommt es in 38 bis 86 % der Fille zu einem
todlichen Ausgang [38].

Weitere Komplikationen konnen dadurch entstehen, dass S. aureus die Blutgefile

wieder verldsst und so metastatische Infektionen in anderen Geweben entstehen. Ein

besonders dramatisches Beispiel hierfiir ist die infektiose Endokarditis. Auch hier ist
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S. aureus je nach Risikogruppe mit 20 bis 68 % einer der hiufigsten Verursacher
[41-43]. Insbesondere S. aureus-Endokarditiden nehmen hdufig auch bei vorher
gesunden Patienten einen fulminanten und rasch lebensbedrohlichen Verlauf
(Krankenhausletalitdt: 34 % vs. 10 % bei anderen Erregern, 3-Jahres-Uberlebenszeit:
47 vs. 68 %) [44]. Klinisch wegweisend sind ein neu aufgetretenes Herzgerdusch sowie
Fieber und ein allgemeines Krankheitsgefiihl. Eines der wichtigsten diagnostischen
Kriterien stellen Vegetationen an den Herzklappen dar [45]. Im Verlauf kann es zu
septischen Embolien, z. B. im ZNS (Amaurosis fugax, Apoplex, Herdenzephalitis) oder
der Niere (Niereninsuffizienz) kommen. Durch embolische und vaskulitische Herde in
der Haut kommt es hier zu typischen klinischen Zeichen wie Petechien, subungualen

Splinter-Hamorrhagien, Osler-Knétchen und Janeway-Liasionen [40, 45].

Ein besonders hohes Risiko fiir eine Endokarditis haben Menschen mit
pradisponierenden Herzerkrankungen wie beispielsweise degenerativen
Klappenerkrankungen, Mitralklappenprolaps, kongenitalen Herzerkrankungen oder
rheumatischem Fieber. Die Vorschidigung des Herzklappenendothels begiinstigt die
Adhédrenz von im Blutstrom zirkulierenden Erregern und eine nachfolgende Infektion
der GefdBwand. Eine weitere grofle Risikogruppe stellen Patienten mit kiinstlichen
Herzklappen dar, da hier neben der Endothelschddigung das implantierte Fremdmaterial
die Adhérenz begiinstigt [41, 43, 46].

Im Gegensatz zu anderen Endokarditis-Erregern ist insbesondere S. aureus in der Lage,
auch bei intakten Endothelverhiltnissen eine Endokarditis auszulosen [44, 47, 48]. Der
Anteil an Endokarditiden ohne zugrunde liegende Herzerkrankung hat in den letzten
Jahren stark zugenommen. Dies ist teilweise durch den vermehrten i.v.-Drogenabusus
und die damit einhergehende Injektion von groBen Erregermengen zu erkldren [41].
Allerdings wird das Vorkommen von Endokarditiden, denen weder eine
Herzerkrankung noch ein i.v.-Drogenabusus zugrunde liegt, mit 18 bis 41 % angegeben
[47, 49-53]. Der zunehmende Gebrauch von intravaskuldren Kathetern sowie die
steigende Anzahl vorbestehender Grunderkrankungen wie hidmodialysepflichtige
Niereninsuffizienz, Diabetes mellitus oder maligne Erkrankungen scheinen hier eine
Rolle zu spielen [41, 50, 54].

Unbehandelt endet eine Endokarditis immer letal [40]. Trotz vieler therapeutischer
Fortschritte stagniert die Inzidenz und Mortalitit von Endokarditiden seit einigen
Jahrzehnten. Als Grund hierfiir wird hauptsédchlich die veridnderte Epidemiologie mit
einem vermehrten Auftreten des Erregers S. aureus genannt, da dieser durch zahlreiche
Virulenzfaktoren zu fulminanten Verldufen fiihrt und durch die Resistenzentwicklungen
der letzten Jahre oft schwer therapierbar ist [46, 55, 56].
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Neben einer Endokarditis konnen durch den Austritt von S. aureus aus dem
Blutkreislauf zahlreiche weitere sekundére Infektionsfoki wie Abszesse innerer Organe,

septische Arthritiden oder Osteomyelitiden entstehen [57].

Endovaskuliren S. aureus-Infektionen kommt also aufgrund ihrer hohen Mortalitét eine
besondere Bedeutung zu. Oft kommt es trotz addquater antibiotischer Therapie zum
Persistieren der Infektion und zu Rezidiven [4]. Ursachen hierfiir sind die effiziente
Immunevasion von S. aureus durch zahlreiche Virulenzfaktoren [58] sowie die
zunechmende Resistenzentwicklung gegen gingige Antibiotika. Im Kern der
Pathogenese steht eine komplexe Interaktion zwischen S. aureus und Endothelzellen
(siehe 1.4). Diese besser zu verstehen konnte helfen, zukiinftig neue therapeutische

Ansitze zu entwickeln.

1.3 Die Endothelbarriere

Das Endothel besteht aus einem Monolayer von platten polygonalen Zellen, die das
komplette vaskuldre System und das Herz von innen auskleiden. An ihrer basolateralen
Seite sind diese an der Basallamina angeheftet und haben Kontakt zur
Extrazellularmatrix (EZM) [59]. Wihrend man frither annahm, dass die Hauptfunktion
des Endothels darin lag, eine nicht-thrombogene Oberfliche zu schaffen, weill man
heute, dass es dariiber hinaus eine Vielzahl von metabolischen Funktionen und
Syntheseleistungen iibernimmt und eine entscheidende Diffusionsbarriere darstellt
[59, 60]. Das Endothel reguliert iiber myoendotheliale Kontakte mit der Tunica medica
(glatte Muskelschicht) und die Synthese von vasoaktiven Substanzen wie
Stickstoffmonoxid (NO) den Vasotonus; es kontrolliert die Koagulation durch Sekretion
verschiedener Substanzen wie Prostacyclin (Hemmung der Thrombozytenaggregation)
oder von-Willebrand-Faktor (Forderung der Thrombozytenaggregation); aul3erdem ist
es an der Regulation der Angiogenese beteiligt und spielt bei inflammatorischen
Prozessen eine wesentliche Rolle, indem es unter anderem die Leukodiapedese aktiviert
[59].

Dariiber hinaus trennt das Endothel den Intravasalraum von der EZM und anderen
Geweben — ein entscheidender Mechanismus, um das Austreten von Erregern aus dem
Blutstrom zu verhindern. Eine gestorte Mikrozirkulation gilt bei endovaskuldren
Infektionen wie der Sepsis als maBgeblich an der Pathogenese beteiligt und als
ursdchlich fiir schwere Komplikationen wie Organdysfunktionen und Schock
[39, 61, 62]. Auch in der Pathogenese der Endokarditis und in der Entstehung
metastatischer Infektionen ist eine Schidigung des Endothels ein entscheidender Faktor
[41]. Die Barrierefunktion des Endothels beruht auf einem komplexen Zusammenspiel

verschiedener Mechanismen. Erstens scheint eine Interaktion zwischen intramuralen
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Zellen wie Perizyten, glatten Muskelzellen und Makrophagen mit Endothelzellen fiir die
Aufrechterhaltung einer Diffusionsbarriere elementar zu sein. Insbesondere Perizyten
konnen iiber eine Verdnderung der endothelialen Genexpression und eine Regulation
des transendothelialen Transports die Diffusionsbarriere stabilisieren [63-65]. Ein
zweiter wichtiger Mechanismus ist der transzellulare Transport. Durch Caveolae
(winzige Invaginationen der Plasmamembran), vesikulo-vakuoldre Organellen und
transzelluldre Kanile wird die Transzytose vom apikalen zum basalen Zellpol reguliert
[63]. Die dritte ausschlaggebende Komponente ist die Restriktion des parazelluldren
Transports. Hier spielt die Integritit von interendothelialen Junktionen und Zell-Matrix-

Kontakten die ausschlaggebende Rolle (siehe 1.3.1).

1.3.1 Parazelluliire Permeabilitiit

Adhirens-Kontakte, Tight Junctions und fokale Adhésionen sind elementar fiir die
Regulation der parazelluldren Permeabilitit [66]. Je nach Organ finden sich grof3e
Unterschiede in der Kapillarpermeabilitidt. Im Gehirn wird unter anderem durch die
vermehrte Expression von Tight Junctions eine dichte Blut-Hirn-Schranke
aufrechterhalten [67], in anderen Organen wie der Leber wiederum wird durch eine
andere Architektur der Adherens und Tight Junctions eine erhohte Durchldssigkeit

zugelassen [68].

Integraler Bestandteil von Adhédrens-Verbindungen sind transmembranidre Glyko-
proteine aus der Familie der Cadherine (Ca**-dependent adhesion molecules).
VE-Cadherin ist darunter das einzige Endothel-spezifische Cadherin und findet sich in
allen Endothelarten [69]. Cadherine gehen mit ihrer extrazelluldren Doméne homophile
Verbindungen mit Cadherinen anderer Endothelzellen ein, mit ihrem zytoplasmatischen
Ende konnen sie an B-Catenin and Plakoglobin binden. Diese Signalproteine wiederum
stellen iiber die Ankerproteine a-Catenin, a-Actinin und Vinculin eine Verbindung zum
Aktin-Zytoskelett her — eine Verankerung, die fiir die dauerhafte Integritit von
Adherens Junctions unabdingbar ist [70, 71]. Weiter proximal an der zytoplasmatischen
Domaine von Cadherinen bindet p120. Dieses Protein spielt eine komplexe Rolle in der
Regulation von Adherens Junctions und fiihrt unter anderem zu einer Stabilisierung von
Cadherinen in der Plasmamembran [72]. Auch ZO-1, das klassischerweise als
zytoplasmatischer Bestandteil von Tight Junctions gilt, kolokalisiert in frithen

Organisationsschritten iiber a-Catenin mit Adhirens-Verbindungen [73].

Die Transmembranproteine in Tight Junctions gehoren zur Familie der Occludine [74]
oder Claudine [75]. JAM (Junction adhesion molecules) sind ebenfalls Transmembran-
proteine, die mit Tight Junctions kolokalisieren und an der Regulation deren

Durchlissigkeit beteiligt sind [76, 77]. Mit ihrem intrazelluldren C-terminalen Ende
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binden Occludin und Claudin an zahlreiche zytoplasmatische Signalmolekiile, unter
anderem an ZO-(Zonula occludens)-Proteine [78]. Uber ZO (1-3) erfolgt eine
Verankerung der Tight Junctions am Aktin-Zytoskelett, aulerdem sind ZO-Proteine an

der intrazelluldren Signaltransduktion und Genregulation beteiligt.

Uber fokale Adhisionen sind Endothelzellen in der EZM verankert. Integrale
Komponente von fokalen Adhésionen sind Integrine — Transmembranproteine, die mit
ihrer extrazelluliren Seite an Bestandteile der EZM wie Kollagen, Fibronektin,
Vitronektin, Laminin oder Thrombospondin binden [79]. Auf intrazellulédrer Seite inter-
agieren sie iiber verschiedene Signalmolekiile (a-Actinin, Vinculin, Talin, Tensin,
Paxillin) mit dem Zytoskelett [80]. Integrine sind heterodimere Rezeptoren, die aus
einer a- und einer B-Untereinheit bestehen und keine Enzymaktivitit besitzen [81]. Es
konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition der Integrin-Verankerung an der EZM zu

einer endothelialen Hyperpermeabilitit fiihrt [82].

1.3.2 Regulation der Endothelpermeabilit:it

In der Regulation der parazelluldren Permeabilitdt durch Adhérens-Verbindungen, Tight
Junctions und fokale Adhésionen spielen Phosphorylierungen durch intrazellulire
Protein-Tyrosin-Kinasen aus der Src-Familie (im Folgenden Src-Kinasen genannt) eine
zentrale Rolle [83]. Die Src-Familie beinhaltet mittlerweile neun verschiedene Proteine,
wobei c-Src, Fyn und Yes ubiquitidr vorkommen [84]. Durch die Phosphorylierung von
Tyrosinresten sind Src-Kinasen in der Signaltransduktion zahlreicher Signalwege
beteiligt [85].

So kann beispielsweise durch eine Src-vermittelte Phosphorylierung von VE-Cadherin
an den Tyrosinresten Tyr-658 und Tyr-731 die Bindung von B-Catenin und p120
verhindert werden. Dies resultiert in einer erhGhten Permeabilitit [86]. In einer anderen
Studie konnte gezeigt werden, dass in vendsen GefidBen die Phosphorylierung von VE-
Cadherin an den Tyrosinresten Tyr-658 und Tyr-685 durch Src-Kinasen im
Zusammenspiel mit Zytokinen wie Bradykinin die endotheliale Durchldssigkeit erhoht
[87]. Als weiterer Mechanismus zur Erhohung der parazelluldren Permeabilitit konnte
die B-Arrestin-abhingige Endozytose von VE-Cadherin identifiziert werden.
Entscheidend ist hier die Rekrutierung von Src-Kinasen durch vascular endothelial
growth factor (VEGF) [88]. Src-Kinasen sind ebenfalls elementar fiir die VEGF-
vermittelte ~ Spaltung  von  VE-Cadherin-VEGFR2 (VEGF-Rezeptor)-f3-Catenin-
Komplexen. Durch eine Src-Aktivierung kommt es zu einer raschen Dissoziation dieser
praformierten Komplexe und einem Anstieg der transendothelialen Permeabilitéit [89].
Auch fiir ZO-1 und Occludin konnte gezeigt werden, dass VEGF iiber eine Src-
Rekrutierung zu einer Auflosung von Tight Junctions fiihrt [90]. Eine Occludin-
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Phosphorylierung durch c-Src bewirkt auBerdem eine Abnahme der Kolokalisation von

Z0-1 mit Occludin und eine Destabilisierung von Tight Junctions [91, 92].

In der Regulation von fokalen Adhisionen spielt die fokale Adhésionskinase (FAK,
focal adhesion kinase) eine herausragende Rolle. Diese bewirkt wiederum ebenfalls eine
Aktivierung von Src-Kinasen [80]. So wird beispielsweise ein VEGF-vermittelter
Permeabilititsanstieg auch durch die Kolokalisation von FAK und a,fBs-Integrin

vermittelt und ist in Src-defizienten Médusen nicht mehr nachweisbar [93].

Die Relevanz von Src-Kinasen wird dadurch unterstrichen, dass in verschiedenen
in vivo- und in vitro-Experimenten gezeigt werden konnte, dass Src-Kinase-Inhibitoren

zu einer Abnahme der erhohten endothelialen Permeabilitit fithren [94, 95].

1.4 Pathogenese von endovaskuliren Staphylococcus aureus-
Infektionen

Die Pathogenese von endovaskulidren Infektionen erfolgt in mehreren Schritten [48]:

1) Adhirenz von S. aureus an Endothelzellen
2) Thrombusformation, Persistenz auf der endothelialen Oberfliche und lokale
Gewebszerstorung

3) Invasion, Extravasation und Dissemination in andere Gewebe

1.4.1 Adhirenz

Der initiale Schritt in der Entstehung von metastatischen Infektionen aus einer
Bakteriamie ist die Adhédrenz von S. aureus an Endothelzellen. Die Adhédsion von
S. aureus an Endothelzellen, Plasmaproteine und Bestandteile der EZM wird durch
zahlreiche Adhédsine vermittelt. Diese lassen sich unterteilen in zellwandstindige
(MSCRAMM, microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules)
und 16sliche Adhisine (SERAM, secretable expanded repertoire adhesive molecules),
die nach deren Sekretion nicht kovalent an die Bakterienoberflidche binden [96]. Tab. 1
gibt eine Ubersicht iiber S. aureus-Virulenzfaktoren, die bei der Adhirenz an Endothel-

zellen eine Rolle spielen.
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Tab. 1: S. aureus-Adhisine mit Relevanz fiir die Adhiarenz an Endothelzellen

S. aureus-Adhisin Ligand Funktionen Quellen
MSCRAMMs
Fibronektin-Binde- Fibronektin, Adhirenz, Inflammation, | [97-104]
proteine A/ B Fibrinogen, Invasion, Thrombozyten-
(FnBPA / FnBPB) Elastin aggregation, T-Zell-
Aktivierung / -Adhirenz,
Biofilmbildung
Clumpingfaktor A /B | Fibrinogen, Adhirenz, [105-107]
(CIfA / CIfB) Fibrin, Thrombozyten-
Zytokeratin (CIfB) aggregation
Protein A (SpA) Von-Willebrand- Adhérenz, Schutz vor [58,
Faktor (VWEF), Phagozytose, 108-110]
Immunglobulin, Inflammation
TNFR-1
Iron-regulated surface | Fibrinogen, Adhérenz unter [111-113]
determinant (Isd) Fibronektin, Eisenmangel-
Transferrin, Him bedingungen (IsdA)
Plasmin sensitive unbekannt Je nach Bedingung [96,
protein (PI) antiadhisiv / -invasiv 114-118]
oder adhisiv,
(nur in MRSA)
SERAMs
Extracellular adherence | Fibronektin, Adhirenz, Invasion, [96,
protein (Eap) Fibrinogen, antiinflammatorisch, 119-122]
Vitronektin, Kollagen, | antiphagozytotisch,
Prothrombin, ICAM-1 | immunmodulatorisch
Extracellular matrix Fibrinogen, Adhirenz [123]
protein-binding protein | Fibronektin,
(Emp) Vitronektin, Kollagen
Zellwandbestandteile
Wandteichonsdure Adhirenz, Inflammation | [124, 125]
(WTA)
Lipoteichonsédure Moglicherweise [96]
(LTA) Bindestruktur fiir
SERAMs

11
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Von elementarer Bedeutung ist die Bindung von Fibronektin-Bindeproteinen (FnBPs)
an das Plasma- und Extrazellulirmatrixprotein Fibronektin. FnBPs besitzen am
C-terminalen Ende eine S. aureus-bindende Doméne [126] und sind iiber ein LPXTG-
(Leu-Pro-X-Thr-Gly)-Motiv kovalent in dessen Zellwand verankert [127]. Die
D-Domine mit dreieinhalb Tandemrepeats sowie ein weiteres Repeat in der C-Doméne
(Dy) gelten klassischerweise als verantwortlich fiir die Bindung an Fibronektin. Mittler-
weile weill man jedoch, dass fiir FnBPA dariiber hinaus noch Motive aus der A- und B-
Domine in die Fibronektinbindung involviert sind. Deshalb wird postuliert, dass fiir
FnBPA eine Sequenz aus elf nicht-identischen Tandemrepeats zur Fibronektin-
bindenden Domine gehort [96, 128]. Die Gene fir FnBPA und FnBPB (fnbA bzw.
JfnbB) sind vermutlich durch Genduplikation entstanden [96], was sich in deren groB3en
Homologie, insbesondere in den Fibronektin-bindenden Regionen, widerspiegelt [129].

Neben Fibronektin konnen FnBPs auf3erdem noch Fibrinogen und Elastin binden [97, 98].

LPXTG-Motiv
Fibrinogen- /
Elastin-Binderegion Fibronektin-Binderegion \/
L J k_Y_)l A J
| Y |
A B C D

Abb. 1: Struktureller Aufbau von Staphylococcus aureus FnBPA

Die Signalsequenz (S) ist am N-Terminus lokalisiert, die Fibrinogen- und Elastin-
bindenden Regionen in der A-Doméne (N1 - N3). Die Fibronektin-Binderegion umfasst
11 nicht-identische Tandemrepeats in der A-, B-, C- und D-Domine (A, B, C, D). Am C-
Terminus befinden sich die Zellwand- und Memran-durchspannende Region (W bzw. M).
Das LPXTG-Motiv dient zur kovalenten Verankerung an der Zellwand von S. aureus.

Abgesehen von ihrer Funktion als Adhidsin sind FnBPs in der Lage, in Endothelzellen
eine proinflammatorische Reaktion mit einer Aktivierung der Leukozyten-Adhisions-
molekiile ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) und VCAM-1 (vascular adhesion
molecule 1) und einer vermehrten Ausschiittung der Zytokine Interleukin 6 und 8 zu
induzieren [130]. AuBlerdem konnen sie die Invasion in Wirtszellen triggern [99].
Gerade dieser Eigenschaft kommt eine herausragende Bedeutung in der Pathogenese
invasiver Infektionen zu (siehe 1.4.3). Dariiber hinaus interagieren FnBPs mit
Thrombozyten und stimulieren deren Aggregation, vermitteln kostimulatorische Signale
in der Aktivierung und Adhdrenz von T-Lymphozyten [101] und sind an der Bildung
von Biofilmen beteiligt [102].

12
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Die Tatsache, dass nahezu alle klinischen Isolate mindestens ein fnb-Gen exprimieren,
unterstreicht deren klinische Relevanz [96, 131, 132]. In einem in vivo-Endokarditis-
Modell hat sich gezeigt, dass die Bindung an Fibronektin und Fibrinogen durch FnBPs
und CIfA entscheidend fiir die Besiedlung von Herzklappen ist, und FnBPs fiir die
Invasion und dauerhafte Persistenz im Herzklappenendothel verantwortlich sind. So war
die Expression von FnBPs mit schwereren klinischen Verldufen und Sepsis assoziiert
[133]. In einem septische Arthritis-Modell fithrten FnBPs zu systemischer Inflammation
und erhohter Mortalitidt [133]. Die Féhigkeit von S. aureus, das GefidBBsystem zu
verlassen, zeigt ebenfalls eine Verbindung zu FnBPs: Metastatische Absiedlungen in die
Niere in einem murinen Bakteriimie-Modell zeigten eine Assoziation zu FnBPs [134],

genauso wie eine Dissemination in die Milz in einem weiteren Endokarditis-Modell [135].

CIfA, ebenfalls ein in der Zellwand verankertes Adhésin, kann an Fibrinogen und Fibrin
binden und fiihrt in Fibrinogen-Losung zu einer Verklumpung [105, 106]. Uber eine
Interaktion mit dem Glykoprotein GPIIb/IIla auf der Oberfliche von Thrombozyten
kann CIfA eine Thrombozytenaggregation induzieren und ist somit wichtig bei der
Thrombusformation an der Endotheloberfldche [136, 137]. CIfA scheint ebenfalls von
groBer klinischer Relevanz zu sein und findet sich in bis zu 100 % der invasiven
Stamme [138]. Aus tierexperimentellen Untersuchungen lésst sich eine wichtige Rolle
bei der Entstehung der septischen Arthritis (Zunahme von Schwere und Héaufigkeit)
sowie der infektiosen Endokarditis (Kolonisierung des Klappenendothels) ableiten
[133, 139, 140]. Im Gegensatz zu FnBPs ist CIfA alleine aber nicht suffizient, um eine
dauerhafte Persistenz des Erregers oder eine Invasion in Endothelzellen zu
gewihrleisten [130, 139].

Interessanterweise ist S. aureus auch in der Lage, an intaktes Endothel zu adhérieren.
Wihrend fiir viele Erreger zum Beispiel fiir die Entstehung einer Endokarditis eine
endotheliale Vorschidigung postuliert wird [41], scheint dies fiir S. aureus nicht
zwingend notwendig zu sein. In einem in vivo-Modell konnte demonstriert werden, dass
S. aureus FnBP-abhingig an intaktes Endothel adhériert [141]. Es konnte aulerdem
elektronenmikroskopisch gezeigt werden, dass in vitro die Infektion von intaktem
Endothel mit S. aureus zu einer initialen Schéidigung fiihrt und es erst in der Folge zur
Adhidrenz kommt [142]. Diese Fihigkeit erkldart moglicherweise, dass S. aureus im
Gegensatz zu anderen Erregern auch bei Patienten ohne vorangehende
Endothelschddigung schwere endovaskuldre Infektionen wie eine Endokarditis auslosen

kann.
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1.4.2 Thrombusformation, Persistenz auf der endothelialen Oberfléiche und
lokale Gewebezerstorung

Eine wichtige Voraussetzung fiir die dauerhafte Adhédrenz und Etablierung der intra-
vaskuldren Infektion ist die Aggregation von Thrombozyten und die Aktivierung der
Gerinnungskaskade. Die prokoagulatorischen Eigenschaften von FnBPs, CIfA und CIfB
[100, 130, 137, 143-145] sowie die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin durch die
Sekretion der Prothrombinaktivatoren Von-Willebrand-Faktor-Bindeprotein (vWbp)
und Staphylokoagulase (Coa) fithren zur Thrombusformation [146, 147]. Innerhalb des
Thrombus kommt es zur lokalen Ausbreitung und zur Schidigung des Endothels.
Hierbei spielen bakterielle Proteasen und zytolytische Toxine sowie die
inflammatorische Reaktion des Endothels eine Rolle. Im Verlauf werden weitere Extra-
zellularmatrixproteine freigelegt, was wiederum die Adhédrenz von neuen Erregern und
somit die Persistenz der Infektion forciert [57, 148]. Eingebettet in ein Fibrinnetzwerk
kann S. aureus damit erfolgreich der Immunantwort des Wirts entgehen, die Infektion

vorantreiben und weitere thrombembolische Infektionsherde etablieren [149-151].

1.4.3 Invasion, Extravasation und Dissemination in andere Gewebe

Der Progress von einer primdren Adhidrenz und Thrombusformation bis hin zur
manifesten Sekundirinfektion erfordert den Austritt von S. aureus aus der Blutbahn und
die Dissemination in andere Gewebe [57]. Ein moglicher relevanter Mechanismus
konnte die Invasion in Endothelzellen darstellen. S. aureus zidhlt klassischerweise zu
den extrazelluldren Pathogenen. Die Tatsache, dass der Erreger bevorzugt endo-
vaskulére Infektionen hervorruft, schnell zu sekundéren Infektionsmanifestationen fiihrt
und oft auch durch adédquate antibiotische Therapie nicht zufriedenstellend therapierbar

ist, hat zu der Annahme gefiihrt, dass hierfiir die Invasion entscheidend ist [152].

Auf molekularer Ebene liegt der Invasion ein modifizierter Reilverschluss-
mechanismus, sogenannter ,,Zipper‘‘-Mechanismus, zugrunde: FnBPs binden {iber
Fibronektin an asB;-Integrine [153]. In Versuchen mit heterolog exprimierten FnBPs in
den apathogenen Spezies Staphylococcus carnosus (TM300) und Lactococcus lactis
sowie mit FnBP-beschichteten Polystyrenkugeln konnte gezeigt werden, dass auller
FnBPs keine weiteren Kofaktoren fiir die Invasion notwendig sind [99]. Neben FnBPs
kann Eap eine FnBP-unabhingige Invasion bewirken und hat vermutlich eine
kompensatorische Funktion in FnBP-defizienten Stimmen [122, 154, 155]. Auch die
Zellwandbestandteile WTA und LTA scheinen an der Invasion beteiligt zu sein
[125, 156]. CIfA, Spa und Coa besitzen keine invasiven Eigenschaften [153] und PIs

fithren iiber eine sterische Interaktion sogar zur Abnahme der Invasivitét [115].
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Scavenger-
Rezeptor?

Wirtszellmembran a5B1-Integrin
Src-Kinasen — F-Aktin

Abb. 2: Invasionsmechanismus von Staphylococcus aureus

Modifiziert und adaptiert nach B. Sinha und M. Fraunholz, Staphylococcus aureus host
cell invasion and post-invasion events. Int J Med Microbiol 2010;300:170-5.
FnBPs binden iiber Fibronektin (Fn) an asP;-Integrin der Wirtszelle. Durch eine Src-
Aktivierung und einen Umbau des F-Aktin-Zytoskeletts wird S. aureus internalisiert. Eap
kann in manchen Stdmmen auch zur Invasion fithren. PI fiihrt {iber eine sterische Inter-
aktion zur Abnahme der Invasivitit. WTA sind vermutlich iiber eine Interaktion mit
Scavenger-Rezeptoren an der Invasion beteiligt.

Durch die Bindung von Fibronektin an osp;-Integrin kommt es zu einer intrazelluldren
Signalkaskade, an deren Ende eine Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts steht. In der
Signaltransduktion spielen Src-Kinasen eine besondere Rolle. So bewirkten Src-Kinase-
Inhibitoren in Invasionsexperimenten eine Abnahme der Invasivitit. Der gleiche Effekt
zeigte sich in Versuchen mit Src-defizienten Fibroblasten. Auflerdem konnte ein
signifikanter Anstieg der Src-Aktivitdt nach einer Infektion mit S. aureus, nicht aber
nach einer Infektion mit S. carnosus, gemessen werden. Durch eine Kooperation von
Src-Kinasen mit FAK kommt es zur Tyrosinphosphorylierung des Aktin-assoziierten
Signalproteins Cortactin und zu einer Reorganisation der Aktinzytoskeletts, welche

letztendlich die Internalisation von S. aureus triggert [157-160].
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Die Fahigkeit von S. aureus zur Invasion und intrazelluldren Persistenz konnte in vitro
fiir Endothelzellen, Epithelzellen, Fibroblasten, Osteoblasten, Keratinozyten, Makro-
phagen und Neutrophile belegt werden [161]. Die pathogenetische Relevanz ist jedoch
noch Gegenstand von Diskussionen. Einerseits kann man die Internalisierung als Form
der Immunevasion und als Schutz vor nicht zellwandgingigen Antibiotika
interpretieren. Auf der anderen Seite konnte die Invasion auch als Schutzmechanismus
des Wirtsorganismus gesehen werden, bei der Fibronektin als Opsonin und osf;-
Integrine als Phagozytose-Rezeptoren fungieren [162]. Die Tatsache, dass in fast allen
klinischen Isolaten Invasivitit eine hoch konservierte Eigenschaft ist und zumindest ein
Jfnb-Gen exprimiert wird, legt jedoch eine Relevanz fiir die Pathogenese von S. aureus-
Infektionen nahe [96, 131, 132, 153]. Insbesondere fiir endovaskuldre Infektionen
konnte dies in verschiedenen in vivo-Modellen bestitigt werden. In einem murinen
Sepsis-Modell konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der FnBPA-vermittelten
Invasion und der Dissemination von S. aureus in die Nieren aufgezeigt werden [134].
Ein Ratten-Endokarditis-Modell belegte, dass die FnBP-vermittelte Invasion in
Endothelzellen zur Persistenz der Erkrankung und zu einer Streuung in die Milz fiihrt
[139]. Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass die Invasion entscheidend fiir die
Transzytose von S. aureus durch die Endothelbarriere und die Invasion in andere
Gewebe ist. Wihrend Transzytose bei anderen Pathogenen wie Streptococcus
pneumoniae schon lange ein bekannter Mechanismus der Extravasation ist, konnte dies
bislang fiir S. aureus nicht demonstriert werden [57, 163]. Grund hierfiir ist unter
anderem, dass noch nicht abschlieBend geklart ist, was nach der Internalisierung von
S. aureus passiert. In einigen Fillen kommt es zur intrazelluldren Persistenz und sogar
zur Vermehrung von S. aureus in Phagosomen oder im Zytoplasma, zum Teil in Form
von small colony variants (SCV) [164]. Die Persistenz und der Transport in
professionellen Phagozyten (,.trojanisches Pferd”) werden sogar als moglicher
Mechanismus fiir eine Migration durch das Endothel und eine Dissemination zu
sekundiren Infektionsorten diskutiert [57]. Andererseits kann die Invasion auch mit

einer raschen phagosomalen Destruktion und Apoptose der Wirtszelle einhergehen [165].

Neben der Transzytose wird auch die Parazytose als moglicher Mechanismus fiir den
Austritt aus BlutgefiBBen postuliert [S7]. So konnte beispielsweise fiir Neisseria
meningitidis gezeigt werden, dass der Erreger das Tight Junction-Protein Occludin
gezielt spaltet und so die parazelluldre Permeabilitit erhoht, um moglicherweise die
Bluthirnschranke zu tiberwinden [166]. Auch fiir S. aureus gibt es Hinweise auf eine
mogliche Interaktion mit Zell-Zell-Verbindungen: S. aureus kann eine Herab-

regulierung von Tight Junctions, Adhirenzjunktionen und Desmosomen zwischen
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Keratinozyten bewirken [167]. Denkbar wire also auch eine Interaktion mit

endothelialen Zell-Zell-Verbindungen.

Seit einigen Jahren ist auerdem bekannt, dass S. aureus iiber eine Gruppe von Toxinen
(epidermal cell differentiation inhibitors, EDINs) sogenannte transiente Makroaperturen
in Endothelzellen bilden kann. Uber eine Inaktivierung der GTPase RhoA und der
daraus resultierenden zytoskelettalen Verdnderungen kommt es zur Entstehung von
transzelluldren Tunneln, durch die der Erreger auf die basolaterale Seite der Endothel-

barriere gelangen kann [168].

1.5 Fragestellung

S. aureus gehort zu den héaufigsten Verursachern von schweren endovaskuldren
Infektionen, die oft mit lebensbedrohlichen Komplikationen wie Endokarditis,
Osteomyelitis oder Abszessbildung assoziiert sind [4]. Insbesondere S. aureus ist in der
Lage, auch an primir intaktes Endothel zu adhérieren [141] und bei Menschen ohne
bekannte endotheliale Vorschiadigung schwere endovaskuldre Infektionen mit
sekundiren Infektionsmanifestationen in anderen Organen zu verursachen [44, 47, 48].
Unklar ist bislang jedoch, welche Mechanismen S. aureus nutzt, um das Gefallsystem
zu verlassen. Es ist bekannt, dass S. aureus iiber die indirekte Bindung von FnBPs an
asPi-Integrine Endothelzellen invadieren kann [153] und dass Invasivitidt eine hoch
konservierte FEigenschaft in nahezu allen klinischen Isolaten ist [96, 131, 132].
Gleichzeitig konnte in verschiedenen Tiermodellen ein Zusammenhang zwischen der
FnBP-vermittelten Invasion in Endothelzellen und der Dissemination des Erregers in
andere Organe nachgewiesen werden [134, 139]. Dies legt nahe, dass die Uberwindung
der Endothelbarriere iiber Transzytose erfolgen konnte. Andere Studien lieferten
hingegen erste Hinweise darauf, dass S. aureus auch mit Zell-Zell-Verbindungen
interagieren kann, was die Grundlage fiir eine paraendotheliale Extravasation sein
konnte [167, 169, 170].

In dieser Arbeit sollte die Hypothese untersucht werden, ob S. aureus iiber Interaktionen
mit dem Endothel zur Schidigung der endothelialen Integritit beitrdgt und so wichtige

weitere Schritte in der Pathogenese wie Invasion oder Extravasation begiinstigt.
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Folgende Fragestellungen sollten bearbeitet werden:

Fiihrt die Infektion mit S. aureus zu Veridnderungen der transendothelialen

elektrischen Impedanz?

Konnen Verdnderungen der Integritit der Endothelbarriere durch eine erhohte
Fluoreszenz-Marker-Diffusion erfasst werden und welche Virulenzfaktoren sind
hierfiir verantwortlich?

Spielen indirekte Effekte wie z. B. Zytotoxizitét eine Rolle?

Lassen sich morphologische Verdanderungen in wichtigen Strukturproteinen in Zell-

Zell-Verbindungen nachweisen?

Welche Signaltransduktionsprozesse sind involviert?
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Laborgerite und Materialien

Tab. 2: Geriite

Geriit Hersteller

Absaugpumpe Ilmvac

Autoklav Fedegari

Brutschrinke Heraeus

Bunsenbrenner schiitt-biotec

Durchflusszytometer FACScalibur, BD

Elisa-Reader GENios, Tecan; Infinite Pro, Tecan
Feinwaage Kern

Fluoreszenz-Mikroskop

Keyence BZ-9000

Gefrierschrinke Liebherr (-20°C),
Thermo Scientific Forma (-80°C)
Kiihlschrank Liebherr
Lichtmikroskop Olympus CKX31
Magnetriihrer Heidolph
Photometer Hitachi
Pipetten Sarstedt
Schiittelinkubator Eppendorf
Schiittler SK-Laborbedarf
Sterilbinke Nuaire, Heraeus
Stickstofftank K Series
Tischzentrifuge Heraeus
Vortexer Heidolph
Wasserbad Memmert

xCELLigence System

Roche Applied Science und ACEA Biosciences

Zentrifuge

Heraeus Megafuge 1.0R
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Tab. 3: Material

Material

Hersteller

Ampuwa-Wasser

Fresenius KabiDeutschland GmbH

Blutagarplatten (20 ml) bioMérieux, Niirtingen
Calciumchlorid-Losung (0,1 M) Merck KGaA, Darmstadt
Chloramphenicol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
DAPI Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Deckgldschen (& 10 mm)

A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM-rot / weil3)

Gibco, Life Technologies GmbH,
Darmstadt

VECTASHIELD HardSetMounting Medium
Eindeckmedium

Vectorlabs, Burlingame, CA, USA

Einwegkiivetten

Sarstedt AG, Hannover AG, Hannover

ELISA-Platten (schwarz, 96 Vertiefungen)

Nunc GmbH, Wiesbaden

Erythromycin

AppliChem GmbH, Darmstadt

Ethanol absolute

AppliChem GmbH, Darmstadt

FACS-Rohrchen

Becton Dickinson, Heidelberg

Fetales Kélberserum (FCS)

Gibco, Life Technologies GmbH,
Darmstadt

FITC-Dextran

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Formaldehyd (36,5 %)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Gelatine

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Genistein

Calbiochem, La Jolla, CA, USA, La Jolla,
CA, USA

Glucose-Losung (1 M)

Merck KGaA, Darmstadt

Glycerin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

HEPES

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Humanes Serumalbumin (HSA)

CSL Behring GmbH, Hattersheim

Kristallviolett Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Kryordhrchen Nunc GmbH, Wiesbaden

Lysostaphin AMBI Products, Lawrence, NY, USA
Matrigel BD Transduction Laboratories (San Jose,

CA, USA)

Miktortiterplatten (24 / 96 Vertiefungen)

Sarstedt AG, Hannover

MitoTracker Red CMXRosLife

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Mueller-Hinton-Bouillon (MHB)

Becton Dickinson, Heidelberg

Natriumchlorid-Losung (1 M)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Natriumcitrat

AppliChem GmbH, Darmstadt

Natriumpyruvat (0,1 M)

Gibco, Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Neubauer-Zihlkammer

Marienfeld GmbH, Lauda Konigshofen

Normal donkey serum (NDS)

Calbiochem, La Jolla, CA, USA
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Objekttriger A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg
Paraformaldehyd Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Penicillin Gibco, Life Technologies GmbH,

Darmstadt

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (Dulbecco’s PBS)

PAA Laboratories GmbH, Colbe

PP2 Calbiochem, La Jolla, CA, USA

PP3 Calbiochem, La Jolla, CA, USA
Propidiumiodid Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
SDS AppliChem GmbH, Darmstadt
Staurosporin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sterile Impfosen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Streptomycin Gibco, Life Technologies GmbH,
Darmstadt
Tetrazyklin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Transwell-24 System

Corning, life sciences, Tewksbury MA,
USA

Triton X-100

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Trypanblau-Losung (0,5 %)

Biochrom GmbH, Berlin

Trypsin-EDTA (weiB / rot)

Gibco, Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Zellkulturflaschen (25 / 75 mz)
(Cellstar Tissue Culture Flask)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Zentrifugenrohrchen (15 / 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Z-VAD-fmk Bachem AG, Bubendorf, CH
Tab. 4: Antikorper
Antikorper Hersteller

VE-Cadherin

VE-Cadherin Goat Polyclonal Antibody
(C-19), sc-6458, Santa Cruz,
Biotechnology, Dallas, TX, USA

Z0-1

Z0-1 Mouse Monoclonal Antibody (ZO1-
1A12), 339100, Life Technologies, Grand
Island, NY, USA

Esel-anti-Ziege-IgG

Esel anti-Ziege IgG-Cy3, Dianova GmbH,
Hamburg

Esel-anti-Maus-IgG

Alexa Fluor® 594 Donkey Anti-Mouse
IgG, Life Technologies, Grand Island, NY,
USA
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2.2 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen an der Sterilbank.

2.2.1 Verwendete Zellen

Fiir die meisten Experimente wurden EA.hy926-Zellen verwendet [171]. Dabei handelt
es sich um eine humane Endothelzelllinie, die durch Fusion von humanen
Nabelschnurvenen-Endothelzellen (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC)
mit der humanen Lungenadenokarzinom-Zelllinie A549 [172] entstanden ist. Diese
Zelllinie wird haufig verwendet, um die Funktion von menschlichem Endothel in vitro
zu simulieren und zu untersuchen. Fiir einzelne Experimente wurden dariiber hinaus
noch primdre humane dermale mikrovaskuldre Endothelzellen (human dermal
microvascular endothelial cells, HDMEC, PromoCell) verwendet. HDMEC bestehen
sowohl aus Blut- als auch aus Lymphendothelzellen der Dermis. Diese Zellen wurden
freundlicherweise von PD Dr. Nicolas Schlegel (Universititsklinikum Wiirzburg) zur
Verfiigung gestellt.

Wenn nicht explizit anders erwéhnt, sind mit ,,Zellen* im Folgenden immer EA.hy926-

Zellen gemeint.

2.2.2 Kultivierung und Zellpassage

EA.hy926-Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit einer Fliche von 75 cm? kultiviert.
Als Medium wurde Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM-rot) verwendet, dem
10 % fetales Kilberserum (FCS) sowie 50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml
Streptomycin zugesetzt wurden. Die Zellen wurden bei 37 °C in einer 5%-CO;-
Atmosphire inkubiert und zwei Mal pro Woche, im Stadium vollstindiger Konfluenz,
passagiert. Vor der Passagierung wurden Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS)
und das Vollmedium auf 37°C erwdrmt, Trypsin-EDTA (0,05 %) hatte
Raumtemperatur. Zunéchst wurde das Vollmedium mit einer Absaugpumpe abgesaugt
und die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen, um bereits abgestorbene Zellen zu 16sen.
Hierbei wurde insbesondere darauf geachtet, die adhérente Zellschicht nicht durch PBS
abzuspiilen. PBS wurde abgesaugt und 1 ml Trypsin-EDTA hinzugefiigt. Die Zellen
wurden fiir 1 Minute bei 37 °C inkubiert und danach durch Klopfen gegen die
Kulturflasche abgelost. Die Trypsinierung wurde mit 9 ml Vollmedium gestoppt; nach
griindlicher Resuspension wurden der Inhalt der Flasche im Verhiltnis 1:5 gesplittet
und die Zellen in frisches Vollmedium aufgenommen. Fiir die Versuche wurden Zellen

bis zur Passage 38 verwendet.
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2.2.3 Kryokonservierung von Zellen

In regelmédBigen Abstinden wurden EA.hy926-Zellen kryokonserviert. Hierzu wurden
mehrere Flaschen einer moglichst frischen Passage abtrypsiniert und jeweils die
Suspension aus zwei Flaschen in ein 50 ml-Rohrchen iiberfiihrt. Die Rohrchen wurden
bei 1000 rpm und Raumtemperatur fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und pro Rohrchen 6 ml Einfriermedium (DMEM-rot, 20 % FCS, 10 %
Dimethylsulfoxid (DMSO)) mit einer Temperatur von 4 °C zum Zellpellet hinzugefiigt
und dieses ziigig resuspendiert. Dann wurde jeweils 1 ml der Suspension in ein
Kryorohrchen iiberfithrt und dieses rasch bei -20 °C eingefroren. Am zweiten Tag
wurden die Kryorohrchen bei -80 °C gelagert und ab dem dritten Tag dauerhaft im
Stickstofftank bei -196 °C.

2.2.4 Auftauen der Zellen

Das Auftauen frischer Zellen erfolgte mit gekiihltem Medium. Zunédchst wurden in
einem 50 ml-Rohrchen 5 ml Vollmedium vorgelegt. AnschlieBend wurde ein
Kryorohrchen der Passage 8 leicht im Wasserbad bei 37 °C angetaut, vorsichtig
resuspendiert und sehr rasch in das Vollmedium iiberfiihrt. Das Kryorohrchen wurde
nochmals mit 5 ml Vollmedium gespiilt und der Rest ebenfalls in das 50 ml-Réhrchen
tiberfiihrt. Die Zellen wurden dann bei 900 rpm fiir fiinf Minuten abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet vorsichtig in 10 ml Vollmedium resuspendiert
und in einer 25 cm*-Zellkulturflasche aufgenommen. Es erfolgte die Inkubation der
Flasche fiir 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO,. Nach genau 24 Stunden wurden die
Zellen mit 5 ml PBS gewaschen, mit 0,5 ml Trypsin-EDTA abgelost und dann in 4,5 ml
Vollmedium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in eine 75 cm’-Flasche, in der
20 ml Vollmedium vorgelegt waren, tiberfithrt und von nun an zwei Mal pro Woche
gesplittet. Ab der dritten Passage nach Auftauen der Zellen wurden diese zur Aussaat

fiir Experimente verwendet.

2.2.5 Aussaat der Zellen fiir Versuche

Die Verwendung der Zellen fiir die Versuche fand zwischen zwei und vier Tagen nach
der letzten Passage statt. Die Zellen wurden wie unter 2.2.2 beschrieben abgelost und in
ein 50 ml-Rohrchen {iberfiithrt. Je nach Zelldichte erfolgte die Herstellung einer
entsprechenden Verdiinnung mit DMEM. AnschlieBend wurden jeweils 10 ul der
Zellsuspension mit 10 pl 0,5 %-Trypanblau-Losung verdiinnt und die Zellen in der
Neubauer-Zihlkammer gezihlt. Je nach Versuch wurde dann durch Verdiinnung die

entsprechende Zellzahl ausgesiit.
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2.3 Bakterienkultur
2.3.1 Verwendete Bakterienstimme und Medien

Tab. 5: Bakterienstimme

Stamm Eigenschaften FnBPA FnBPB Quelle /
Referenz

S. aureus

Cowan I Wildtyp + + ATCC 12598

6850 Wildtyp + + [173]
a-Toxin +

P1 Wildtyp + + [174]

DU5947 P1 - - [153]

(PIAFNBA/B) fubA::tet®, fnbB::erm®

Newman Wildtyp +% +%* [175]

S. carnosus

TM300 Wildtyp - - [176]

TM300(pFNBA4) TM300 + - [99]
pENBA4: fubA*::cm®

TM300(pFNBB4) TM300 - + [99]
pENBB4: fnbB*::cm®

TM300(pCF4) TM300 - - [99]

pCF4: cIfA™::cm®

Die Kiirzel beziehen sich auf das zur Anzucht verwendete Antibiotikum:
tet = Tetrazyklin, erm = Erythromycin, cm = Chloramphenicol

* Newman exprimiert keine funktionellen FnBPs wegen eines Kettenabbruchs in der FnBP-Synthese

Als Anzuchtmedium wurde stets Mueller-Hinton-Bouillon (MHB) verwendet. Je nach
Stamm wurden die oben genannten Antibiotika in einer Konzentration von 10 ug/ml
als Medienzusatz hinzugefiigt, um zu verhindern, dass es in komplementierten bzw.
mutierten Stdmmen zum Plasmidverlust und wieder zur Entstehung des Wildtyps

kommit.
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2.3.2 Auftauen und Aufbewahrung der Bakterienstimme

Die Stimme wurden bei -80 °C aufbewahrt, zur Verwendung aufgetaut und auf
Blutagarplatten (20 ml) ausgestrichen. Fiir komplementierte bzw. mutierte Stimme
wurden Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum hergestellt (Tab. 5). Zum
Auftauen erfolgte der Transport der Kryorohrchen auf Trockeneis. Unter sterilen
Bedingungen wurde die Oberfldche des gefrorenen Bakterienpellets vorsichtig mit einer
sterilen Impfose angekratzt und mit einem Dreiosen-Austrich ausgestrichen. Die Platten
wurden fiir circa 16 Stunden bei 37 °C inkubiert und danach im Kiihlschrank gelagert.
Die Platten wurden stets bei 4 °C aufbewahrt. Jede Platte wurde mindestens alle zwei
Wochen neu iiberstrichen. Dabei wurde stets darauf geachtet, keine Einzelkolonien zu
uiberstreichen, um eine Selektion von Subklonen zu vermeiden. Nach hochstens

dreimaligem Uberstreichen wurde der Stamm frisch aufgetaut.

2.3.3 Verwendung der Bakterien fiir Versuche

Ubernachtkultur

Fiir alle Versuche wurden am Vortag Ubernachtkulturen in 20 ml MHB in 50 ml-
Rohrchen angefertigt. Mutanten bzw. Komplementanten wurden unter Zusatz des
entsprechenden Antibiotikums herangezogen. Es wurden circa zwei bis vier Einzel-
kolonien mit einem sterilen Wattestdbchen gepickt und am Rand des Rohrchens
ausgestrichen. Danach wurde das Rohrchen fiir einige Sekunden mit dem Vortexer
durchmischt. Die Bakterien wurden stehend fiir 16 bis 20 Stunden mit leicht gedffnetem
Deckel bei 37 °C inkubiert.

Einstellen der optischen Dichte fiir die Infektion

Nach der Inkubationszeit von 16 bis 20 Stunden wurden die Rohrchen fiir fiinf Minuten
bei 4.000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Anschlieend wurden die Bakterienpellets mit 5 ml PBS gewaschen und in 2 bis 3 ml
PBS mit 1 % humanem Serumalbumin (HSA) resuspendiert. Zur Bestimmung der
optischen Dichte (OD) am Photometer wurde eine 1:10-Verdiinnung mit HSA / PBS
hergestellt und die OD bei einer Wellenldnge von 540 nm in Einwegkiivetten gemessen.
Anschlieend erfolgte die entsprechende Verdiinnung der Bakteriensuspension mit
HSA /PBS und die Einstellung einer ODs4 von 1. Fiir alle Versuche wurde eine
Infektionsdosis von ODs4 = 0,1 verwendet, was einer Multiplicity of Infection (MOI)
von 30 entspricht. Je nach Versuch wurde hierzu entweder die Bakteriensuspension im
Verhéltnis 1:10 mit Invasionsmedium verdiinnt oder die unverdiinnte Bakterien-
suspension zu bereits in der Vertiefung einer Mikrotiterplatte vorgelegtem Invasions-

medium hinzupipettiert.
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2.3.4 Einfrieren von Bakterien

In regelmifBigen Abstinden wurden Einfrierkulturen der Bakterienstimme hergestellt.
Hierzu wurde eine Ubernachtkultur in 20 ml MHB angesetzt und bei 37°C schiittelnd
inkubiert. Am nédchsten Tag wurden 1,5 ml der Bakteriensuspension in ein Kryo-
rohrchen iiberfiihrt und bei 4.000 rpm und 4 °C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde abpipettiert und das Bakterienpellet mit einem weiteren Milliliter der
Bakteriensuspension resuspendiert. Dann wurden 500 pl steriles Glycerin (70 % in
ddH,0) hinzugefiigt, mit der Bakteriensuspension durchmischt und das Rohrchen sofort

bei -80 °C eingefroren.

2.4 Messung der transendothelialen elektrischen Impedanz

Zur Erfassung von funktionellen Verdnderungen der Endothelbarriere wurden mit dem
xCELLigence-System Analysen der transendothelialen elektrischen Impedanz in
Echtzeit durchgefiihrt. EA.hy926-Zellen wurden auf sogenannten E-Plates 96 ausgesiit
und mit verschiedenen Stimmen infiziert. Bei E-Plates handelt es sich um 96-Loch-
Mikrotiterplatten, deren Boden mit Elektroden bedeckt ist. Wechselwirkungen zwischen
den Zellen und den Elektroden zeigen sich in einer Anderung der elektrischen Impedanz
(Abb. 3). Adhidrente Zellen fungieren dabei als Isolator und erhohen die Impedanz.
Vermehrte Proliferation und Adhérenz spiegelt sich somit in einem Impedanzanstieg
wider, eine Lockerung der Zell-Zell-Verbindungen in einer Abnahme der Impedanz.
Durch die Erfassung der Impedanzédnderungen in Echtzeit konnten Einfliisse der
Infektion wie zum Beispiel Verdnderungen von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten,
Abrundung der Zellen oder Zelltod untersucht werden [177].

Aufbau des xCELLigence Systems

Das xCELLigence-System setzt sich aus dem Real-Time Cell Analyzer (RTCA), dem
RTCA Computer, der RTCA Single Plate (SP) Station und oben erwihnten E-Plates 96
zusammen. Das Heranziehen der Zellen und die Infektion fanden in E-Plates bei 37 °C
und 5 % CO, statt. Die E-Plates besitzen einen Glasboden, der zu 80 % mit Gold-
elektroden bedeckt ist, durch welche die transendotheliale elektrische Impedanz
gemessen wird. Die RTCA SP Station befindet sich ebenfalls im Brutschrank und dient
dazu, Signale der Elektroden an den RTCA weiterzuleiten. Der RTCA befindet sich
auflerhalb des Brutschranks. Durch ihn wurden alle 15 Minuten in den ausgewdihlten
Vertiefungen der E-Plates Messungen mit einer Spannung von 20 mV und einer
Frequenz von 10 kHz durchgefiihrt und anschliefend die gemessenen Werte an den
RTCA Computer iibermittelt.

26



2 Material und Methoden

| M | 7-2,

Hintergrundimpedanz

Elektrode ohne Zelle

| TM’I‘T.T’I‘M” 2-2,

Impedanzanstieg

Elektrode mit einer
adharenten Zelle

Mot

Verdopplung der Impedanz

Elektrode mit zwei
adhéarenten Zellen

| M..’M' z-2,

Weitere Impedanzerhéhung

Elektrode mit zwei starker
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Abb. 3: Schematische Darstellung xCELLigence-System

Die Hintergrundimpedanz wird vor Aussaat der Zellen ermittelt. Durch Adhérenz einer
Zelle kommt es zu einem Anstieg der Impedanz, durch Adhirenz einer zweiten Zelle zu
einer Verdopplung des Anstiegs. Durch die Ausbreitung der zwei Zellen steigt die
Impedanz weiter an. Das Abrunden oder Ablosen von Zellen geht mit einem Impedanz-
verlust einher. Abbildung modifiziert nach ACEA Biosciences.

Beschichtung der E-Plates und Aussaat der Zellen

Die E-Plates wurden vor Aussaat der Zellen mit Matrigel beschichtet. Matrigel wird aus
dem Engelbreth-Holm-Swarm-Tumor gewonnen und enthilt zahlreiche Proteine der
Extrazelluldrmatrix sowie Wachstumsfaktoren. Es dient somit als ideale Matrix fiir das
dreidimensionale Wachstum und die Differenzierung der darauf ausgesiten Zellen.
Matrigel wurde iiber Nacht auf Eis bei 4 °C aufgetaut. Dann wurde ein Mastermix mit
DMEM hergestellt (10 pg/ml) und zur Beschichtung verwendet. Pro Vertiefung
wurden 50.000 Zellen in 200 ul DMEM (10 % FCS) ausgesiit.
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Infektion
Die Infektion fand stets nach circa 48 Stunden, zum Zeitpunkt der héchsten Impedanz,
statt. Hierzu wurden die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen. Anschlielend wurden die

Zellen mit einer MOI von 30 in Invasionsmedium (siehe 2.5.1) infiziert.

Messung

Durch die xCELLigence-Software wird ein einheitsloser ,,Cell Index* (CI) berechnet:
ClI =(G-Cp)/ 15, wobei die Hintergrundimpedanz Z, bei Beginn der Messung
beriicksichtigt wird. Um die Auswirkung der Infektion mit verschiedenen S. aureus-
Staimmen auf die Impedanz zu untersuchen, wurde ein normalisierter Zell-Index
verwendet. Alle Vertiefungen der E-Plate wurden zum Zeitpunkt der Infektion auf einen
gemeinsamen Startpunkt genormt. AnschlieBend wurde der ,,Normalized Cell Index*
(NCI) berechnet, (NCI = Cl;;/ Clymi_time)- Bei Cl; handelt es sich um die Impedanz zu
einem bestimmten Zeitpunkt, bei Cl,n ime Um den normalisierten Zeitpunkt. So
konnten Auswirkungen auf die elektrische Impedanz durch die Infektion mit
verschiedenen Stimmen verglichen werden. Vor den Impedanzmessungen erfolgte im
Gegensatz zu allen im Folgenden beschriebenen Untersuchungen keine Abtotung der

extrazelluldren Staphylokokken nach 4 Stunden mit Lysostaphin.
2.5 Permeabilititsassay

2.5.1 Prinzip des Permeabilititsassays und Vorbereitungen

Zur Untersuchung der Endothelpermeabilitit nach Infektion wurden konfluente
EA.hy926-Zellen auf einer Mikroporenmembran in sogenannten Transwell-
Membraneinsitzen infiziert und anschlieBend die Durchlédssigkeit des Zellrasens mit
Hilfe des Durchflusses eines Dextran-gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffs quantifiziert
[166]. Abb. 4 zeigt schematisch den Versuchsaufbau. Fiir alle Permeabilititsassays
wurden Transwell-Membraneinsitze mit einer Membrandicke von 10 um, einer Poren-

groBBe von 3 um und einer Flache von 0,33 cm? verwendet.

Beschichtung der Transwellfilter und Aussaat der Zellen

Zur Beschichtung der Mikroporenmembran wurde Matrigel in DMEM in einer
Konzentration von 20 pl / ml verwendet. Zu jeder apikalen Kammer wurden 50 ul der
Suspension hinzugefiigt und die Transwell-Einsdtze bei 37 °C fiir eine halbe Stunde
inkubiert. Zum Ablésen und Verdiinnen der Zellen wurde ausschlieBlich DMEM
(10 % FCS) ohne Antibiotika verwendet, um die Integritit der Mikroporenmembran
nicht zu beschidigen. In den basalen Kammern des Transwellsystems wurden 800 ul
DMEM (10 % FCS) vorgelegt. Pro Transwell-Membraneinsatz wurden 50.000 Zellen in
200 ul DMEM (10 % FCS) ausgesit und diese fiir vier Tage bei 37°C und 5 % CO,
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bebriitet, sodass die Zellen einen konfluenten Monolayer bildeten. Die obere und untere
Reihe der Transwell-Platte wurden stets freigelassen und wéhrend des Versuchs zum

Umsetzen der Transwell-Einsitze verwendet.

Apikale Kammer
& (Transwell-Membraneinsatz)
c .;. S. aureus / carnosus
g3
0 Q
s O
= E
s Invasionsmedium in
= @©
act / basaler Kammer
g (Vertiefung der Platte)
v
Mikroporenmembran mit Konfluente EA.hy926-Zellen

Matrigelbeschichtung

Abb. 4: Schematische Darstellung Transwell-System

Eine konfluente Schicht von EA.hy926-Zellen wurde auf einer Matrigel-beschichteten
Mikroporenmembran mit verschiedenen S. aureus- bzw. S. carnosus-Stammen infiziert.
Anschlieend wurde der Durchfluss einer 40 kDa-FITC-Dextran-Losung durch die
Endothelzellschicht fluoreszenzphotometrisch erfasst.

Verwendete Medien
Folgende Medien wurden fiir jeden Permeabilititsassay am Versuchstag frisch

angesetzt:

Invasionsmedium

19 ml DMEM-rot
1 ml HSA (20 %)
200 ul 1M HEPES

P-Puffer

Ansatz fiir 12,5 ml:

125 pl 1 M Glucose-Losung

125 pl 0,1 M Natriumpyruvat

125 pul 1 M HEPES

375 ul 0,1 M Calciumchlorid-Losung
1,8 ml 1 M Natriumchlorid-Losung
9,9 ml Ampuwa-Wasser
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Durchfiihrung des Permeabilititsassays

Infektion

Zunachst wurde von der Bakteriensuspension mit der ODs49 = 1 eine 1:10-Verdiinnung
mit Invasionsmedium hergestellt. Zur Vorbereitung der Infektion wurden die Transwell-
Membraneinsidtze mit einer sterilen Pinzette in eine freie Vertiefung der Transwell-
Platte gesetzt. Das Medium in der basalen Kammer wurde abgesaugt und durch 500 pl
Invasionsmedium ersetzt. Die Transwell-Membraneinsidtze wurden ein Mal vorsichtig
mit 200 pl P-Puffer gewaschen ohne den Zellrasen zu beschéadigen oder auszutrocknen.
Fir die Infektion wurden 200ul der mit Invasionsmedium verdiinnten
Bakteriensuspension (ODs40=0,1) bzw. 200 ul Invasionsmedium (10 % HSA / PBS)
fir die Kontrollen in der apikalen Kammer vorgelegt und die Transwell-Einsitze
zuriickgesetzt. Die Infektionszeit betrug 4 Stunden bei 37 °C und 5 % CO,. Fiir alle
Staimme wurden Duplikate angefertigt, fiir die Kontrolle immer eine

Vierfachbestimmung.

Lyse der extrazelluliren Bakterien

Nach 4-stiindiger Infektionszeit wurden die Transwell-Membraneinsitze erneut zur
Seite gesetzt. Das Invasionsmedium in der basalen und apikalen Kammer wurde nach
einmaligem Waschen mit P-Puffer durch 500 bzw. 200 pl einer 28,6 ug/ml
Lysostaphin-Losung in DMEM (10 % FCS) ersetzt. Bei Lysostaphin handelt es sich um
eine Zink-Metalloprotease, die unter anderem Glycylglycin-Endopeptidase-Aktivitit
besitzt [178]. Es ist somit in der Lage Glycin-Glycin-Bindungen, die als
Interpeptidbriicken in der Peptidoglycan-Zellwand von S. aureus fungieren, zu spalten
und die Bakterien zu lysieren. Da die Zellwand von S. aureus sehr reich an
Pentaglycinbriicken ist, ist Lysostaphin hier besonders wirksam [179]. Die Lyse der
extrazelluldren Bakterien erfolgte fiir 10 Minuten bei 37 °C und 5 % CO;. Im Anschluss
wurden die Transwellplatten entweder sofort aufbereitet (Messung nach 4 Stunden) oder
fiir weitere 4 bzw. 20 Stunden inkubiert (Messung nach 8 bzw. 24 Stunden).

Aufbereitung

In neuen 24-Loch-Miktortiterplatten wurden 500 ul P-Puffer vorgelegt. Nach
Beendigung der Inkubationszeit wurden die Transwell-Membraneinsidtze zur Seite
gesetzt und zwei Mal mit 200 ul P-Puffer gewaschen, wobei der P-Puffer nach dem
zweiten Waschschritt auf den Zellen verblieb. Die Transwell-Einsdtze wurden mit
P-Puffer in die entsprechenden Vertiefungen der neuen Mikrotiterplatten eingesetzt. Der
P-Puffer in der apikalen Kammer wurde nun abgesaugt und durch 200 ul einer
1 mg / ml 40kDa-FITC-Dextran-Losung in P-Puffer ersetzt. Die Platten inkubierten fiir
30 Minuten im Dunklen bei Raumtemperatur, sodass FITC-Dextran durch die Mikro-

porenmembran der Transwell-Einsdtze und den Zellrasen in die basale Kammer
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diffundieren und sich verteilen konnte. Bei FITC-Dextran handelt es sich um Dextrane
unterschiedlichen Molekulargewichts (bei diesen Versuchen 40 kDa), die an den
fluoreszierenden Farbstoff Fluorescein-Isothiocyanat gekoppelt sind. Mit Hilfe des
Durchflusses der FITC-Dextran-Losung von der oberen in die untere Kammer des
Transwellsystems konnten Riickschliisse auf die Durchlédssigkeit der Zellbarriere
gezogen werden, wobei die Fluoreszenzintensitit bei der Messung als Marker fiir die

Permeabilitit des Zellmonolayers diente.

Die Versuche wurden zeitlich gestaffelt, sodass die Inkubationszeit von 30 Minuten fiir
alle Transwell-Kammern exakt eingehalten werden konnte. Nach Ende der 30-
miniitigen Einwirkzeit wurden die Transwell-Einsitze sofort zur Seite gesetzt und die
FITC-Dextran-Verteilung zwischen apikaler und basaler Kammer somit gestoppt.
Danach wurden die Vertiefungen der Transwellplatte kriftig resuspendiert, um fiir die

Messung eine gleichméBige FITC-Dextran-Verteilung zu gewdhrleisten.

Messung

Fiir die Messungen am Gerit Tecan, GENios wurden in einer schwarze 96-Loch-
ELISA-Platte in allen Reihen 95 ul P-Puffer vorgelegt und 5 ul aus jeder apikalen bzw.
basalen Kammer des Transwellsystems hinzupipettiert. Die Losungen wurden vor jeder
Messung resuspendiert. Die Messungen am Gerit Tecan, Infinite 200 PRO erforderten
ein anderes Protokoll. Hier wurden aus jeder basalen Kammer 5 ul ad 95 ul P-Puffer
bzw. aus jeder apikalen Kammer 1pl ad 199 ul P-Puffer auf der ELISA-Platte
zusammenpipettiert. Diese Anderung war erforderlich, da der Mikroplatten-Reader aus-
getauscht wurde und der Versuch an die Bedingungen des neuen Gerits angepasst
werden musste. Bei der Auswertung wurde dies beriicksichtigt, indem anschlieBend die
Werte im Transwell-Einsatz mit dem Faktor 10 multipliziert wurden. Als Mock-
Kontrolle wurden immer auch einige Vertiefungen der ELISA-Platte nur mit 100 bzw.
200 pl P-Puffer befiillt und mitgemessen. So konnte die Eigenfluoreszenz des P-Puffers
quantifiziert und bei der Auswertung beriicksichtigt werden. Fiir alle Messungen wurde
ein Fluoreszenzfilter verwendet. Die Messungen am Mikroplatten-Reader wurden bei
einer Exzitationswellenldnge von 485 nm und einer Emissionswellenldinge von 535 nm
durchgefiihrt.
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2.5.2 Permeabilititsassay mit Tyrosin-Kinase-Inhibitoren
In einigen Versuchsreihen wurde der Permeabilititsassay in Anwesenheit verschiedener
Tyrosin-Kinase-Inhibitoren durchgefiihrt. Die verwendeten Substanzen sind in Tab. 6

aufgelistet.

Tab. 6: Tyrosin-Kinase-Inhibitoren

Inhibitor verwendete Konzentration
Genistein 10 mM, 25 mM, 50 mM, 100 mM, 250 mM
PP2 / PP3 0,1 mM, 0,3 mM, 1 mM, 3 mM, 10 mM

Genistein inhibiert ein breites Spektrum an Tyrosin-spezifischen Proteinkinasen [180].
PP2 hingegen ist ein spezifischer Inhibitor fiir Protein-Tyrosin-Kinasen der Src-Familie
[181]. Bei PP3 handelt es sich um einen selektiven EGFR-Kinase-Inhibitor, der als
Negativkontrolle fiir PP2 diente. Die Zellen wurden vor Infektion fiir eine Stunde mit
den in Invasionsmedium verdiinnten Inhibitoren in den oben genannten
Konzentrationen vorinkubiert. AnschlieBend erfolgte die Infektion mit der {iblichen
MOI von 30. Nach der Lysostaphinbehandlung wurde das Medium ausgetauscht und

die Inhibitoren nicht erneut hinzugefiigt.

2.5.2.1 Viabilitiatsassay von Bakterien mit Tyrosin-Kinase-Inhibitoren

Um toxische Effekte der Inhibitoren auf die Bakterien auszuschliefen, wurde ein
Viabilitdtsassay in Anwesenheit von Genistein bzw. PP2 durchgefiihrt. Hierzu wurden
zunichst Verdiinnungen der Inhibitoren in Invasionsmedium hergestellt. Es wurden nur
die hochsten im Permeabilidtsassay verwendeten Konzentrationen (250 mM bzw.
10 uM) sowie DMSO, das zu Herstellung der Stamml6sung diente, verwendet. 450 ul
der Verdiinnung wurden in einer 24-Loch-Mikrotiterplatte vorgelegt und anschliefend
50 pl Bakteriensuspension (ODs49 = 1) hinzugefiigt und resuspendiert. Danach folgte
analog zum Permeabilititsassay eine 4-stiindige Inkubationszeit bei 37 °C und 5 % CO,.
Nach Ende der Inkubationszeit wurde aus den jeweiligen Vertiefungen eine
Verdiinnungsreihe in 1 % HSA / PBS angefertigt. Es wurden jeweils 100 ul aus den
Verdiinnungsstufen 10*, 5 x 10 und 10” auf Mueller-Hinton-Agar-Platten ausplattiert.
Die Bestimmung erfolgte in Duplikaten. Zusitzlich wurden das verwendete HSA / PBS
sowie das Kontrollinvasionsmedium ausplattiert, um eine Kontamination
auszuschlieBen. Die Platten inkubierten iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank und

wurden am Folgetag manuell ausgezihlt.
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2.6 Zytotoxizitits-Assays

Das Ausmal} des zytotoxischen Effekts von S. aureus auf die Zellen wurde mit Hilfe
verschiedener Zelltod-Experimente quantifiziert. Als Positivkontrollen wurden fiir diese
Experimente Staurosporin in einer Konzentration von 1 uM und 3 uM sowie
Triton X-100 (1 %) verwendet. Staurosporin ist ein Alkaloid, das ein breites Spektrum
an Proteinkinasen inhibiert [182—-185] und Apoptose sowohl auf Caspase-abhdngigem
als auch auf Caspase-unabhingigem Weg induzieren kann [186]. Bei Triton X-100
handelt es sich um ein nicht-ionisches Detergenz, das nach entsprechend langem
Einwirken durch Losen diverser Membranbestandteile zur Lyse der Zellen fiihrt [187].

2.6.1 Kiristallviolett-Assay

2.6.1.1 Prinzip des Kristallviolett-Assays und Vorbereitungen

Beim Kiristallviolett-Assay wurden die adhérenten Zellen nach Infektion mit Kristall-
violett angefdrbt. AnschlieBend wurde die Absorption des Farbstoffs photometrisch
gemessen, wobei das Ausmall der Absorption als Indikator fiir die Anzahl nicht

abgeloster Zellen diente.

Verwendete Medien

Invasionsmedium

Siehe 2.5.1

Kristallviolett-Losung

3,75 g Kiistallviolett

250 ml Ethanol absolut

1,25 g Natriumchlorid

24 ml Formaldehyd (36,5 %)
Ad 500 ml ddH,0O

Eluationslosung
1 % SDS ad 500 ml PBS

Aussaat der Zellen

In einer 96-Loch-Mikrotiterplatte wurden 50.000 Zellen / Vertiefung in 200 pl Voll-
medium ausgesit. Die Zellen wurden nach vier Tagen Bebriitung bei 37 °C und
5 % CO, fiir den Versuch verwendet. In einer Reihe wurde nur Vollmedium ohne
Zellen vorgelegt, diese diente wihrend des Versuchs als Blank und wurde wie alle
anderen Reihen behandelt.
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2.6.1.2 Durchfiihrung des Kristallviolett-Assays

Infektion

Die Zellen wurden ein Mal mit 180 ul PBS gewaschen, anschlieBend wurden 180 ul
Invasionsmedium pro Vertiefung vorgelegt. Es folgte eine Inkubation bei 4 °C fiir 30
Minuten zum Vorkiihlen der Zellen. Dann wurden in die jeweiligen Vertiefungen
20 ul HSA / PBS (Kontrolle und Blank), 20 ul Bakteriensuspension (ODss = 1),
20 pl Staurosporin-Losung (10 uM), 20 upl Staurosporin-Losung (30 uM) bzw.
20 pl Triton X-100 (10 % in PBS) pipettiert und die Platten zur Sedimentation der
Bakterien fiir eine Stunde bei 4 °C aufbewahrt. So wurde sichergestellt, dass die
Bakterien sich zundchst auf den Zellen absetzen konnten und die Invasion iiberall
zeitgleich startete. Nach einer Stunde wurden die Platten fiir 4 Stunden bei 37 °C und
5 % CO, inkubiert. Die Kontrollen wurden in 12-facher Bestimmung und die infizierten

Vertiefungen in 6-facher Bestimmung durchgefiihrt.

Abtoten der extrazelluliren Bakterien

Nach Ende der Infektionszeit wurden die Platten ein Mal mit 200 ul PBS gewaschen.
Zum Lysieren der Bakterien wurde wie beim Permeabilitidtsassay Lysostaphin
verwendet; Staurosporin und Triton X-100 wurden erneut in den entsprechenden
Konzentrationen hinzugesetzt. Nach zehnminiitiger Inkubation wurden die Platten
entweder fiir weitere 20 Stunden inkubiert (24-Stunden-Messung) oder sofort

aufgearbeitet (4-Stunden-Messung).

Aufarbeitung

Das Vollmedium wurde abgesaugt und die Zellen zwei Mal mit 200 ul PBS mit der
Multipette gewaschen. Nach dem zweiten Waschschritt wurden die Platten fiir zehn
Minuten bei hochster Stufe auf den Schiittler gestellt, um nicht adhédrente Zellen zu
16sen. Danach wurde erneut mit 200 ul PBS gewaschen. Nach Absaugen des PBS
wurden zum Anfarben der Zellen 50 ul der Kristallviolett-Losung auf die Zellen
pipettiert. Es folgte eine 30-miniitige Einwirkzeit bei Raumtemperatur, dann wurden die
Zellen weitere vier Mal mit PBS gewaschen. Wichtig war, dass die zellfreien
Vertiefungen (Blank) génzlich farblos erschienen, um sicherzustellen, dass
ausschlieBlich die Zellen, nicht aber die Platte selbst angefirbt war. Die Platten

trockneten tiber Nacht im Dunklen.
Mikroskopie
Am Tag nach der Aufarbeitung wurden die Platten mikroskopiert und der verbliebene

Anteil an Zellmasse in den verschiedenen Proben fotografisch festgehalten.
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Eluation

Nach der Mikroskopie erfolgte die Eluation der Farbe aus den Zellen. Hierzu wurden
200 ul der Eluationslosung in jede Vertiefung pipettiert. Es folgte eine Einwirkzeit {iber
Nacht im Dunklen und bei Raumtemperatur. Je niedriger die Anzahl der Zellen pro
Vertiefung war, desto weniger Farbe wurde gelost und desto niedriger war die

Absorption in der anschlieBenden Messung.

Messung

Nach Einwirken der Eluationslosung wurde am Folgetag die Messung unter
Verwendung des Absorptionsfilters bei einer Wellenlinge von 620 nm am
Mikroplatten-Reader durchgefiihrt.

2.6.2 Nicoletti-Assay

2.6.2.1 Prinzip des Nicoletti-Assays und Vorbereitungen

Spite Stadien der Apoptose zeichnen sich durch eine DNA-Fragmentierung durch
Caspase-abhingige Aktivierung spezifischer Endonukleasen aus [188, 189]. Der
Nicoletti-Assay diente dazu, mit Hilfe eines fluorochromen Farbstoffs den Anteil an
fragmentiertem Kernmaterial in der Zellpopulation zu quantifizieren [190], um so

Riickschliisse auf den Anteil der apoptotischen Zellen ziehen zu kdnnen.

Aussaat der Zellen

In einer 24-Loch-Mikrotiterplatte wurden 300.000 Zellen / Vertiefung in Vollmedium
ausgesit und vor Verwendung fiir vier Tage bebriitet.

Verwendete Medien

Invasionsmedium

Siehe 2.5.1

Stopmedium
45ml DMEM-wei3

5 ml FCS

Nicoletti-Puffer

0,1 % Natriumcitrat
0,1 % Triton X-100
in ddH,O

Vor jedem Versuch wurde ein Ansatz mit Propidiumiodid-Losung (2,5 mg / ml in PBS)
hergestellt (28 ml Nicoletti-Puffer + 560 pl Propidiumiodid-Losung). Propidiumiodid
(PD) ist ein fluorochromer DNA-Interkalator, der nach Anregung rotes Licht mit einem
Emissionsmaximum von 590 nm emittiert. Die Fluoreszenzintensitit von Pl wurde

spiter per Durchflusszytometrie gemessen.
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2.6.2.2 Durchfiihrung des Nicoletti-Assays

Infektion

Die Zellen wurden mit 1 ml Invasionsmedium gewaschen, dann wurden 450 ul
Invasionsmedium vorgelegt und die Mikrotiterplatte fiir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert.
Danach wurden in den entsprechenden Vertiefungen 50 ul HSA / PBS,
50 pl Bakteriensuspension (ODs49 = 1) und 50 pl Staurosporin 10 uM bzw. 30 uM
hinzugefiigt. Es folgte eine Sedimentationsphase bei 4 °C fiir eine Stunde. Danach
wurden die Platten wie tiblich fiir 4 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, bebriitet.

Abtoten der extrazelluliren Bakterien

Die Zellen wurden nach Ende der Invasion ein Mal mit 500 ul PBS gewaschen, dann
wurde Lysostaphin-Losung mit bzw. ohne Staurosporin in Vollmedium in die
jeweiligen Vertiefungen pipettiert. Es folgte eine weitere Inkubationszeit fiir 20

Stunden.

Aufarbeitung

Nach 24 Stunden wurden die Uberstinde aus allen Vertiefungen in FACS-Rohrchen
iiberfiihrt, die Zellen ein Mal mit 500 ul PBS gewaschen und die Uberstinde
gesammelt. Die Zellen wurden mit 200 pl Trypsin-EDTA (wei}, 0,05 % in PBS)
abgelost, die Trypsinwirkung mit 1 ml Stoppmedium gestoppt und die Zellsuspension
kraftig resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen ebenfalls in das entsprechende
FACS-Rohrchen iiberfithrt. Die FACS-Rohrchen wurden bei 4.000 rpm und
Raumtemperatur fiir fiinf Minuten zentrifugiert und der Uberstand bis auf einen sehr
kleinen Rest abgesaugt. Das Pellet wurde in 500 upl Nicoletti-Puffer (+ PI)
aufgenommen, resuspendiert und mit dem Vortexer durchmischt. Der Nicoletti-Puffer
bewirkt eine Permeabilisierung der Zellmembran, sodass anschlieBend PI in den
Zellkern eindringen und in die DNA interkalieren konnte. Es folgte eine einstiindige
Inkubationszeit bei 4 °C.

Messung

Wihrend der Messzeit standen die Proben immer auf Eis. Mit Hilfe des Durchfluss-
zytometers wurde der Anteil an intakten bzw. hypodiploiden Nuklei analysiert. PI
bindet an unbeschidigte DNA. Somit ist das Ausmal3 der PI bedingten Rotfluoreszenz
ein Marker fiir den Anteil der intakten DNA der Zellen. Die Intensitit der Rot-
fluoreszenz wurde im FL2-Kanal bei einer Wellenldnge von 585 nm gemessen und die
unterschiedlichen Zellkernpopulationen stellten sich in Form von zwei verschiedenen

Gipfeln (,,Peaks*) dar. Eine beispielhafte Darstellung der Messung zeigt Abb. 5.
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Abb. 5: Hypodiploide Nuklei zeigen eine geringere Fluoreszenz im FL2-Kanal

Auf der Y-Achse stellt sich die Anzahl der gemessenen Ereignisse, das heiflt die Anzahl
erfasster Zellkerne, dar (,,Counts). Die X-Achse ist ein Mal} fiir die Intensitdt der
Rotfluoreszenz und somit fiir den DNA-Gehalt der Zellkerne. Im rechten Peak (,,intakt*)
befinden sich sowohl Kerne mit einem diploiden (2n) als auch mit einem tetraploiden
Chromosomensatz (4n). Dies liegt daran, dass es in der S-Phase des Zellzyklus zu einer
Verdopplung aller Chromosomen kommt. Links davon befindet sich der Peak
,hypodiploid“ mit allen Nuklei, deren Chromosensatz < 2n ist. Die Anzahl der dort
befindlichen Kerne ist also ein MaB fiir die Anzahl apoptotischer Zellen. Der linke Graph
ist beispielhaft fiir nicht infizierte Kontrollzellen mit einem niedrigen Anteil
apoptotischer Nuklei, der rechte Graph hingegen zeigt einen hoheren Anteil
hypodiploider Zellkerne nach Infektion mit dem Stamm TM300(pFNBA4).

Anmerkung

Eine Versuchsreihe fand in Gegenwart des Pan-Caspase-Inhibitors Z-VAD-fmk statt.
So sollte zwischen Caspase-abhidngiger und -unabhingiger Apoptose differenziert
werden. Z-VAD-fmk wurde wihrend des gesamten Versuchs in einer Konzentration
von 50 uM verwendete.

2.7 Immunfluoreszenz

2.7.1  Antikorperfarbung

Um festzustellen, ob die Integritit von Zell-Zell-Verbindungen durch die Infektion
beschidigt wird, wurden verschieden Proteine, die an Adherens und Tight Junctions
beteiligt sind, mit Hilfe von indirekter Immunfluoreszenz dargestellt. Der Primir-
antikorper diente dazu, die gewiinschte Zielstruktur zu erkennen, wihrend der
Sekundérantikorper wiederum in der Lage war, an ein Epitop des Primérantikorpers zu

binden. Durch Kopplung des Zweitantikorpers an die fluoreszierenden Farbstoffe
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Indocarbocyanin (Cy3) bzw. Alexa Fluor 594 konnte das Zielprotein durch Anregung

mit Licht einer bestimmten Wellenlidnge sichtbar gemacht werden.

Tab. 7: Primir- und Sekundirantikorper

Antikorper Typ Verdiinnung
Primirantikorper

VE-Cadherin polyklonal, Ziege I1gG 1:100

Z0-1 monoklonal, Maus IgG 1:150
Sekundirantikorper

Cy3-Esel-anti-Ziege-1gG polyklonal 1:600

Alexa 594-Esel-anti-Maus-1gG polyklonal 1:150

Alle in Tab. 7 genannten Verdiinnungen wurden in PBS hergestellt.

Beschichtung der Deckglischen

Vor Verwendung wurden alle Deckgldaschen (& 10 mm) in Ethanol absolut getaucht,
abgeflammt und anschlieBend in einer 24-Loch-Mikrotiterplatte beschichtet. Hierzu
wurde wie im Permeabilititsassay Matrigel (20 pg/ ml in DMEM) verwendet, wobei
200 ul der Losung in jede Vertiefung pipettiert wurden. Es erfolgte eine 30-miniitige
Inkubation bei 37 °C, im Anschluss wurde die iiberschiissige Matrigel-Suspension

vorsichtig abgesaugt.
Aussaat der Zellen

Pro Vertiefung wurden 25.000 EA.hy926-Zellen in 1 ml Vollmedium ausgesit. Diese
wurden, im Stadium vollstindiger Konfluenz, nach sieben Tagen verwendet, wobei

nach drei bis vier Tagen ein Medienwechsel stattfand.

Fiir bestimmte Experimente wurden HDMEC verwendet. Diese wurden freundlicher-
weise von PD Dr. Nicolas Schlegel zur Verfiigung gestellt. Es wurden vollstdndig
konfluente Zellen auf Gelatine-beschichteten Deckglidschen nach zehn Tagen Wachstum

verwendet. HDMEC wurden stets maximal bis zur Passage sechs verwendet.

Infektion

Die Zellen wurde vor der Infektion ein Mal mit 1 ml PBS gewaschen. Anschlieend
wurden 450 ul Invasionsmedium pro Plattenvertiefung vorgelegt und 50 ul
Bakteriensuspension (ODss= 1) bzw. 50 ul 10 % HSA / PBS fiir die Kontrollen hinzu-
pipettiert. Nach 4-stiindiger Infektion erfolgte die Lyse extrazelluldrer Staphylokokken
mit Lysostaphin. Dann wurde entweder direkt eine Antikorperfirbung durchgefiihrt

oder es folgte eine weitere Inkubation fiir 20 Stunden.
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Durchfiihrung der Antikorperfirbung

Die Deckgldschen wurden ein Mal mit 1 ml PBS gewaschen und die Zellen mit 1 ml
Paraformaldehyd-Losung (2 % in PBS) fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Permeabilisierung mit Triton X-100
(0,1 % in PBS) fiir 8 Minuten. Nach einem weiteren griindlichen Waschschritt wurden
die Deckgldschen auf einen Objekttrager iiberfiihrt. Durch Hinzupipettieren von 30 ul
NDS (10 % normal donkey serum in PBS) wurden unspezifische Bindungsstellen
abgesittigt. Nach einer 30-miniitigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde das
Blockmedium abgesaugt und 30 pul des verdiinnten Primérantikorpers (Tab. 7)
hinzupipettiert. Es folgte die Inkubation iiber Nacht bei 4 °C in einer Feuchtkammer,
um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern. Nach Ende der Einwirkzeit wurden die
Zellen drei Mal mit PBS gewaschen und fiir 60 Minuten mit dem entsprechenden
Sekundirantikorper (Tab. 7) bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. AnschlieBend
erfolgte ein erneuter Waschschritt mit PBS und entweder das sofortige Eindecken der
Deckgldaschen oder die Fiarbung der Zellkerne mit dem fluoreszierenden Farbstoff DAPI
(Diamidinphenylindol). Hierzu wurden auf jedes Deckgldschen 20 ul DAPI (0,2 pg / ml
in PBS) pipettiert. Nach einer 30-miniitigen Inkubationszeit in der Feuchtkammer bei
Raumtemperatur wurden die Deckgldschen ebenfalls eingedeckt. Die fertigen Priparate

wurden stets bei 4 °C und dunkel gelagert.

2.7.2  Mitotracker-Farbung

Um zytotoxische Effekte der Infektion auf morphologischer Ebene zu untersuchen,
wurden die Mitochondrien mit Mitotracker und die Nuklei mit DAPI gefirbt. So
konnten Verdnderungen in deren Integritdt morphologisch beurteilt werden. Mitotracker
reichert sich in Mitochondrien mit intaktem Membranpotenzial an und wird durch eine
anschliefende Fixierung nicht ausgewaschen, sodass viable und nicht viable

Mitochondrien differenziert werden konnen [191].

Beschichtung und Aussaat
Die Zellen wurden wie unter 2.7.1 beschrieben auf beschichteten Deckgldaschen
ausgesit und im subkonfluenten Stadium verwendet. So war in der Mikroskopie eine

iberlagerungsfreie und bessere Darstellung der entsprechenden Strukturen moglich.

Infektion

Die ersten Schritte der Infektion fanden ebenfalls wie oben beschrieben statt. Fiir die
Farbung nach 4-stiindiger Inkubation wurden nach dreieinhalb Stunden 10 ul einer
10 uM-Mitotracker-Losung in jede Plattenvertiefung pipettiert, sodass eine
Endkonzentration von 200 mM entstand. AnschlieBend wurde das Medium in der

Vertiefung vorsichtig durchmischt und es erfolgte eine weitere Inkubation fiir 30
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Minuten. Fiir die Fiarbung nach 24 Stunden wurde nach 4 Stunden Lysostaphin
hinzugegeben. Nach weiteren 19,5 Stunden fand dann eine 30-miniitige Inkubation mit
Mitotracker statt.

Durchfiihrung der Firbung
Analog zur Antikorperfarbung wurden die Zellen nach Ende der 4- bzw. 24-stiindigen
Inkubationszeit mehrmals gewaschen, fixiert und permeabilisiert. Dann erfolgten direkt

die Farbung mit DAPI sowie das Eindecken.

2.8 Auswertung des Daten- und Bildmaterials

Die Auswertung des Permeabilitits-, Kristallviolett- und Nicoletti-Assay erfolgte mit
Hilfe von Excel 2007. Beim Permeabilitidts- und Kristallviolett-Assay wurde zunichst
der gemittelte Rohwert der Mock-Kontrollen abgezogen und anschlieBend die Kontroll-
zellen auf 100 % genormt, sodass sich die infizierten Zellen als Vielfaches hiervon
darstellten. Beim Nicoletti-Assay wurde jeweils der Prozentsatz intakter Kerne an der
Gesamtzahl erfasster Ereignisse ermittelt. Bei allen Experimenten wurden aus drei
unabhingigen Versuchen der Mittelwert (MW) und die Standardabweichung (SD)
gebildet. Die Signifikanz wurde durch einen ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Test
ermittelt, wobei p-Werte < 0,05 als signifikant und < 0,01 als hochsignifikant angesehen
wurden. Die Analyse und Visualisierung der Impedanzmessungen erfolgte mit einer
speziellen xCELLigence-Software (RTCA Software 1.2) und den unter 2.4
beschriebenen Berechnungsprinzipien. Alle Bilder wurden am Fluoreszenzmikroskop
(Keyence BZ-9000) in 20-, 60- bzw. 100-facher VergroBerung erstellt. Die initiale
Bearbeitung der Bilder erfolgte mit Hilfe der BZ-II Analyzer Software (Keyence),
anschliefend wurden die Bilder mit Adobe Photoshop CS3 (Adobe Systems, San Jose,
USA) weiterverarbeitet und zusammengestellt. Die Textverarbeitung erfolgte mit Word
2007. Samtliche Grafiken wurden mit Power Point 2007 erstellt. Die Verwaltung der

Referenzen erfolgte mit Zotero 4.0.
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3 Ergebnisse

3.1 Staphylococcus aureus fiihrt zu Verinderungen der
transendothelialen elektrischen Impedanz

Um erste Erkenntnisse iiber den Einfluss der S. aureus-Infektion auf die Integritit einer
dichten Endothelbarriere zu gewinnen, wurde die transendotheliale elektrische
Impedanz analysiert. Hierzu wurden Veridnderungen in der Impedanz konfluenter
EA.hy926-Zellen nach Infektion untersucht.

Zunichst wurden konfluente EA.hy926-Zellen mit dem S. carnosus-Wildtyp TM300
und den heterolog mit fnbA bzw. fnbB komplementierten Stammen TM300(pFNBA4)
und TM300(pFNBB4) infiziert. S. carnosus gilt als apathogen und besitzt auch keine
S. aureus-typischen Virulenzfaktoren [192]. Zwischen dem Wildtyp und den fnb-

exprimierenden Transformanten zeigte sich ein deutlicher Unterschied (Abb. 6).
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Abb. 6: Die Expression von FnBPs im S. carnosus-Stamm TM300 fiihrt zu einer
Abnahme der transendothelialen Impedanz in EA.hy926-Zellen

Auswirkungen der Infektion auf die Impedanz konfluenter EA.hy926-Zellen wurden mit
Hilfe des xCELLigence-Systems untersucht. Dargestellt sind Veridnderungen des ,,Cell
Index* iiber einen Zeitverlauf von circa 24 Stunden. Gezeigt ist ein exemplarisches
Experiment, das aus einer Versuchsreihe von jeweils drei unabhédngigen Experimenten
stammt. Alle Werte wurden als Doppelwerte bestimmt.
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Wihrend die Kontrollzellen iiber einen Zeitraum von 24 Stunden eine weitgehend
stabile Impedanz aufwiesen, fithrte TM300 anfidnglich zu einem deutlichen Anstieg des
Zell-Indexes. Das Maximum der Impedanz wurde nach circa sieben Stunden erreicht,
anschliefend kam es zu einem Abfall, sodass 18 Stunden post infectionem (p. i) auch
der Zell-Index der Kontrollzellen unterschritten wurde. Die beiden transformanten
Stamme TM300(pFNBA4) und TM300(pFNBB4) hingegen fiihrten bereits initial zu

einem starken Impedanzverlust.

In einem weiteren Experiment wurden EA.hy926-Zellen mit dem fnb-exprimierenden
S. aureus Wildtypstamm P1 und dessen fnbA/B-defizienter Mutante DU5947 infiziert.
Wihrend P1 sofort einen Verlust der Impedanz bewirkte, verursachte DU5947 zunichst
einen Impedanzanstieg. Sieben Stunden nach Infektion fiel das Impedanzniveau der mit
DUS5947 infizierten Zellen ebenfalls unter das der Kontrollzellen (Abb. 7).
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Abb. 7: Die Deletion von FnBPA/B im S. aureus-Stamm P1 inhibiert den
Impedanzverlust in EA.hy926-Zellen

Auswirkungen der Infektion auf die Impedanz konfluenter EA.hy926-Zellen wurde mit
Hilfe des xCELLigence-Systems untersucht. Dargestellt sind Veridnderungen des ,,Cell
Index* iiber einen Zeitverlauf von circa 24 Stunden. Gezeigt ist ein exemplarisches
Experiment, das aus einer Versuchsreihe von jeweils drei unabhédngigen Experimenten
stammt. Alle Werte wurden als Doppelwerte bestimmt.
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Insgesamt zeigen die Impedanzmessungen, dass es fnb-abhingig zu einer Abnahme der
transendothelialen elektrischen Impedanz kommt. Interessanterweise fiihrte die
Infektion mit den fnb-defizienten Stimme TM300 und DU5947 initial sogar zu einer
Impedanzzunahme, bevor es ebenfalls zu einer Reduktion der Impedanz im Vergleich

zu den Kontrollzellen kam.

3.2 Staphylococcus aureus FnBPs erhohen die Endothelpermeabilitit
4 und 24 Stunden nach Infektion

Verinderungen der transendothelialen Durchlédssigkeit durch eine S. aureus-Infektion
wurden mit Hilfe des Permeabilitdtsassays untersucht.

Zunichst wurden Verdnderungen der Endothelpermeabilitit nach 4 Stunden erfasst
(Abb. 8). Es erfolgte die Infektion von EA.hy926-Zellen mit dem apathogenen
S. carnosus-Stamm TM300 sowie dessen fnbA- bzw. fnbB-Komplementanten,

zusitzlich diente ein mit CIfA komplementierter TM300-Stamm als Kontrolle.
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Abb. 8: FnBP-exprimierende S. carnosus-Stimme erhohen die
Endothelpermeabilitit in EA.hy926-Zellen 4 Stunden nach Infektion

Auswirkung der Infektion auf die Permeabilitit von konfluenten EA.hy926-Zellen im
Transwell-Modell nach 4 Stunden. Photometrische Messung des Durchflusses von
40 kDa-FITC-Dextran-Losung iiber den Zellmonolayer. Dargestellt ist der Durchfluss im
Verhiltnis zur uninfizierten Kontrolle; gezeigt ist jeweils der MW aus drei Versuchen
und die SD. * 2 p <0,05 im Vergleich zum Wildtyp.
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4 Stunden p. i. kam es zu einer signifikanten Erhohung der Endothelpermeabilitit durch
fnb-exprimierende TM300-Stimme. Wihrend TM300 die Durchléssigkeit des
Zellmonolayers  stabilisierte, fiihrten sowohl TM300(pFNBA4) als auch
TM300(pFNBB4) zu einer signifikanten Erhohung des FITC-Dextran-Durchflusses
tiber der Endothelbarriere. TM300(pCF4) bewirkte wie der Wildtyp eine Abnahme der
Permeabilitit.

In einer weiteren Messreihe wurden Permeabilititsverdnderungen durch die gleichen
Staimme nach 24 Stunden quantifiziert (Abb. 9). Es zeigte sich ebenfalls eine fnb-
abhingige Erhohung der Permeabilitit. Wihrend die fnb-exprimierenden Stdmme
TM300(pFNBA4) und TM300(pFNBB4) zu einem (hoch-)signifikanten Anstieg des
transendothelialen Durchflusses fiihrten, bewirkten der Wildtypstamm TM300 sowie
TM300(pCF4) wie in der 4-Stunden-Messung eine Verminderung der
Endotheldurchléssigkeit.
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Abb. 9: FnBP-exprimierende S. carnosus-Stimme erhohen die
Endothelpermeabilitiit in EA.hy926-Zellen 24 Stunden nach Infektion

Auswirkung der Infektion auf die Permeabilitit von konfluenten EA.hy926-Zellen im
Transwell-Modell nach 24 Stunden. Photometrische Messung des Durchflusses von
40 kDa-FITC-Dextran-Losung iiber den Zellmonolayer. Dargestellt ist der Durchfluss im
Verhiltnis zur uninfizierten Kontrolle; gezeigt ist jeweils der MW aus drei Versuchen
und die SD. * 2 p<0,05, ** £ p<0,01 im Vergleich zum Wildtyp.
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Die Versuchsreihe wurde mit dem S. aureus-Wildtypstamm P1 und der dazugehorigen
Knock out-Mutante DU5947 wiederholt (Abb. 10). 4 Stunden nach Infektion mit P1
stieg die Endothelpermeabilitit im Vergleich zu den Kontrollzellen deutlich an.
DU5947 hingegen verursachte eine hochsignifikante Abnahme der FITC-Dextran-
Diffusion im Vergleich zum Wildtyp.
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Abb. 10: Der FnBP-exprimierende S. aureus-Stamm P1 erhoht die
Endothelpermeabilitiit in EA.hy926-Zellen 4 Stunden nach Infektion

Auswirkung der Infektion auf die Permeabilitit von konfluenten EA.hy926-Zellen im
Transwell-Modell nach 4 Stunden. Photometrische Messung des Durchflusses von
40 kDa-FITC-Dextran-Losung iiber den Zellmonolayer. Dargestellt ist der Durchfluss im
Verhiltnis zur uninfizierten Kontrolle; gezeigt ist jeweils der MW aus drei Versuchen
und die SD. ** 2 p <0,01 im Vergleich zum Wildtyp.
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Auch nach 24 Stunden bewirkte P1 einen deutlichen Anstieg der transendothelialen
Permeabilitit. DU5947 wiederum fiihrte zu einer signifikanten Reduktion des FITC-
Dextran-Durchflusses im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 11).
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Abb. 11: Der FnBP-exprimierende S. aureus-Stamm P1 erhoht die
Endothelpermeabilitit in EA.hy926-Zellen 24 Stunden nach Infektion

Auswirkung der Infektion auf die Permeabilitit von konfluenten EA.hy926-Zellen im
Transwell-Modell nach 4 Stunden. Photometrische Messung des Durchflusses von
40 kDa-FITC-Dextran-Losung iiber den Zellmonolayer. Dargestellt ist der Durchfluss im
Verhiéltnis zur uninfizierten Kontrolle; gezeigt ist jeweils der MW aus drei Versuchen
und die SD. * 2 p <0,05 im Vergleich zum Wildtyp.

Neben den Stimmen TM300 und P1 und deren fnb-Komplementanten bzw. -Mutanten
wurden in weiteren Experimenten verschiedene S. aureus-Wildtypstimme zur Infektion
verwendet und der FITC-Dextran-Durchfluss nach 24 Stunden gemessen (Abb. 12).
6850 und Cowan I bewirkten eine deutliche Erhohung der Endothelpermeabilitidt im
Vergleich zu den nicht infizierten Zellen, Newman hingegen zeigte keinen Effekt.
TM300 fiihrte wiederum zu einer leichten Stabilisierung des Zellmonolayers. Sowohl
Cowan I als auch 6850 und Newman exprimieren Gene, die sowohl fiir FnBPA als auch
fir FnBPB kodieren. Newman unterscheidet sich aber dahingehend, dass sowohl fnbA
als auch fnbB im Bereich der C-Domine ein Stopcodon besitzen. Dies fithrt zu einem

friihzeitigen Abbruch der FnBP-Synthese, was einen Verlust integraler FnBP-
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Funktionen wie zum Beispiel Adhirenz an Fibronektin oder Wirtszellinvasion zur Folge
hat [193]. 6850 besitzt im Vergleich zu den anderen verwendeten Stimmen zusétzlich
noch verschiedene Hadmolysine, unter anderem o-Toxin. a-Toxin gilt als einer von
mehreren wichtigen Faktoren in der S. aureus-vermittelten Induktion von Apoptose in
Endothelzellen [194].
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Abb. 12: S. aureus-Stimme Cowan I und 6850 fithren zu einer erhohten
Endothelpermeabilitiit in EA.hy926-Zellen 24 Stunden nach Infektion

Auswirkung der Infektion auf die Permeabilitit von konfluenten EA.hy926-Zellen im
Transwell-Modell nach 24 Stunden. Photometrische Messung des Durchflusses von
40 kDa-FITC-Dextran-Lésung iiber den Zellmonolayer. Dargestellt ist der Durchfluss im
Verhiltnis zur uninfizierten Kontrolle; gezeigt ist jeweils der MW aus drei Versuchen
und die SD.

In der Zusammenschau belegen die Permeabilititsmessungen, dass es durch die
funktionelle Expression von FnBPs zu einem Anstieg der transendothelialen
Permeabilitit nach 4 und 24 Stunden kommt. fnb-defiziente Stimme oder solche mit
Defekten in der FnBP-Synthese hingegen bewirkten keine Verdnderungen der
Durchlissigkeit bzw. fiihrten zum Teil sogar zu einer zusitzlichen Stabilisierung der

Endothelbarriere.
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3.3 Apoptotische Effekte durch Staphylococcus aureus FnBPs spielen
eine Rolle in der Permeabilititserh6hung nach 24 Stunden, nicht
aber nach 4 Stunden

Zur Erfassung relevanter zytotoxischer Effekte fiir die Beschiddigung der endothelialen
Integritit wurden mit den bereits im Permeabilititsassay verwendeten Stimmen
verschiedene Zelltod-Untersuchungen durchgefiihrt.

Kristallviolett-Assay

Im Kristallviolett-Assay diente die verbleibende Zellmasse nach Infektion als Marker
fiir Zelltod. In der ersten Messung nach 4 Stunden fiihrte die Kontrolle mit Triton X-100
durch Zelllyse zu einem starken Verlust von Zellmasse um 83 %. Die Staurosporin-
behandelten Zellen hingegen waren noch intakt, da ein Zeitraum von 4 Stunden fiir die
Aktivierung von Caspasen und somit fiir die Induktion von Apoptose nicht ausreichend
ist [195]. Die gemessene Kristallviolettabsorption der infizierten Zellen unterschied sich
nicht von der der Kontrollzellen, sodass die Kristallviolett-Farbung keinen Hinweis auf

einen bereits eingetretenen Verlust von Zellen nach 4 Stunden lieferte (Abb. 13).

140%

120%

100 %

80 %

60 %

40 %

20%

Zellmasse
(% von uninfizierten Zellen)

0%

N
\\Q/Q r))QQ ?P} %& é(& Q\' %6‘\ S cé’)g $ $ .,\&OQ
CARN RS S T &R R
IS @"’Q S
L& A o O
O\ N (_),@‘) (_),@)

Abb. 13: Mit FnBP-exprimierenden S. aureus- und S. carnosus-Stimmen
infizierte EA.hy926-Zellen weisen keinen Verlust von Zellmasse
4 Stunden nach Infektion auf

Auswirkung der Infektion auf die Zellmasse von konfluenten EA.hy926-Zellen im
Kristallviolett-Assay. Photometrische Messung der Absorption des eluierten Farbstoffes
nach 4 Stunden am Mikroplatten-Reader. Dargestellt ist die verbliebene Zellmasse im
Verhiltnis zur uninfizierten Kontrolle; gezeigt ist jeweils der MW aus drei Versuchen
und die SD.
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Zur Verifizierung der Messergebnisse erfolgte eine bildmorphologische Analyse der
verbliebenen Zellmasse nach 4 Stunden mittels Lichtmikroskopie. Auch hier zeigte sich
bei allen infizierten Zellen eine &dhnlich hohe Zellzahl wie bei den Kontrollzellen
(Abb. 14).
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Zellen TM300 TM300(pFNBA4)
- -
TM300(pFNBB4) TM300(pCF4)
- -
DU5947 Cowan | 6850
- -
Staurosporin 1 uM Staurosporin 3 uM Triton X-100 1 %

Abb. 14: Mikroskopie von kristallviolettgefiarbten EA.hy926-Zellen zeigt
keine Unterschiede in der Zellzahl 4 Stunden nach Infektion mit
S. aureus und S. carnosus

Auswirkung der Infektion auf die Zellmasse von konfluenten EA.hy926-Zellen nach
Kristallviolettfirbung. Exemplarische mikroskopische Bilder der mittleren Zelldichte.
Mafstab: 100 pm
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Der Verlust von Zellmasse 24 Stunden p.i. wurde in einer zweiten Versuchsreihe
analysiert (Abb. 15). Die Kontrollen mit Staurosporin und Triton X-100 fiihrten
erwartungsgemil durch Apoptoseinduktion bzw. durch Zelllyse zu einer Reduktion der
Zellmasse um 41 bis 96 %. Die Infektion mit den fnb-exprimierenden Stimmen
TM300(pFNBA4), TM300(pFNBB4), P1 und Cowan I sowie dem zusitzlich a-Toxin-
produzierendem Stamm 6850 fiihrten zu einer signifikanten Reduktion der Zellzahl
nach 24 Stunden. Die fnb-defizienten Stimme TM300, TM300(pCFA) und DU5947
hingegen bewirkten keine Reduktion der Zellmasse im Vergleich zu den Kontrollzellen.
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Abb. 15: FnBP-exprimierende S. aureus und S. carnosus-Stimme reduzieren
die EA.hy926-Zellmasse 24 Stunden nach Infektion

Auswirkung der Infektion auf die Zellmasse von konfluenten EA.hy926-Zellen im
Kristallviolett-Assay. Photometrische Messung der Absorption des eluierten Farbstoffes
nach 24 Stunden am Mikroplatten-Reader. Dargestellt ist die verbliebene Zellmasse im
Verhiltnis zur uninfizierten Kontrolle; gezeigt ist jeweils der MW aus drei Versuchen
und die SD. * 2 p < 0,05, ** 2 p < 0,01 im Vergleich zu den Kontrollzellen bzw. zum
dazugehdrigen Wildtyp.

Auch lichtmikroskopisch zeigte sich 24 Stunden p. i. eine deutliche Abnahme der Zell-
masse nach Infektion mit FnBP-produzierenden Stimmen (Abb. 16).

Die Absorptionsmessungen und bildmorphologischen Untersuchungen des Kristall-
violett-Assays ergeben zusammenfassend, dass es zwar 24 Stunden nach Infektion zu

einem FnBP-abhiingigen Verlust von Zellmaterial kommt, nicht aber nach 4 Stunden.
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Zellen TM300 TM300(pFNBA4)
- -
TM300(pFNBB4) TM300(pCF4)
- -
DU5947 Cowan | 6850
- -
Staurosporin 1 pgM Staurosporin 3 yM Triton X-100 1 %

Abb. 16: Mikroskopie von Kristallviolettgefirbten EA.hy926-Zellen zeigt
eine Abnahme der Zellzahl durch FnBP-produzierende S. aureus-
und S. carnosus-Staimme 24 Stunden nach Infektion

Auswirkung der Infektion auf die Zellmasse von konfluenten EA.hy926-Zellen nach
Kristallviolettfirbung. Exemplarische mikroskopische Bilder der mittleren Zelldichte.
MafBstab: 100 pm
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Mitotracker-Fiarbung

Zytotoxische Effekte von S. aureus wurden des Weiteren anhand von Verdnderungen
des mitochondrialen Membranpotenzials untersucht. Hierzu wurden die infizierten
Zellen mit Mitotracker und DAPI gefiarbt und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. In
friihen Stadien der Apoptose kommt es zu einer verdnderten Permeabilitit der
Mitochondrienmembranen sowie zu einem Zusammenbruch des Transmembran-
potenzials. Im weiteren Verlauf tritt typischerweise eine Chromatinkondensation und
eine Fragmentierung der DNA auf [196]. Diese Verdnderungen spiegeln sich in

verdnderten Mitotracker- bzw. DAPI-Signalen wider.

4 Stunden p. i. zeigte sich bei den Kontrollzellen sowie bei allen infizierten Zellen eine
dhnliche Gesamtzellzahl sowie das typische Bild intakter Mitochondrien und Nuklei
(Abb. 17). In allen Mitochondrien reicherte sich das Mitotracker-Signal gleichméBig

verteilt an einem Zellpol an. Eine beginnende Karyorrhexis war nicht zu erkennen.

Nach 24 Stunden zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den mit verschiedenen
Stimmen infizierten Zellen (Abb. 18). Wihrend die Kontrollzellen sowie die mit
TM300, TM300(pCF4) und DUS5947 infizierten Zellen keine morphologischen
Verinderungen aufwiesen, fiihrten TM300(pFNBA4) und P1 zu einer deutlichen
Beschidigung der zellulidren Integritdt. Es kam zu einer Reduktion der Gesamtzellzahl;
in den noch adhdrenten Zellen war das Mitotracker-Signal nicht mehr randstindig
lokalisiert, sondern diffus iiber die gesamte Zelle verteilt. Stellenweise bildeten sich
Mitotracker-Konglomerate. Eine beginnende Fragmentierung des Zellkerns war bei

beiden Stimmen deutlich zu erkennen.

Auch die Immunfluoreszenzfirbung mit Mitotracker und DAPI ergab somit, dass es
nach 4 Stunden noch nicht zu einem zytotoxischen Effekt durch die Infektion
gekommen war. 24 Stunden nach Infektion hingegen fanden sich deutlich Hinweise auf

die Induktion von Apoptose durch FnBP-exprimierende Stimme.
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Zellen

TM300
TM300(pCF4) (pFNBA4) TM300

P1

DU5947

DAPI Mitotracker

Abb. 17: EA.hy926-Zellen zeigen 4 Stunden nach Infektion keine
Verinderungen des Mitochondrienpotenzials oder der Zellkerne in

der Immunfluoreszenz

Auswirkung der Infektion auf die Integritit der Zellkerne und Mitochondrien
konfluenter EA.hy926-Zellen nach Infektion. Exemplarische mikroskopische Bilder.

MaBstab: 20 pm
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DAPI Mitotracker Merge

Zellen

TM300
P1 TM300(pCF4) (pFNBA4) TM300

DU5947

Abb. 18: FnBP-produzierende S. aureus- und S. carnosus-Stimme bewirken
eine Schidigung der mitochondrialen und nuklefiren Integritit in
EA.hy926-Zellen 24 Stunden nach Infektion

Auswirkung der Infektion auf die Integritit der Zellkerne und Mitochondrien
konfluenter EA.hy926-Zellen nach Infektion. Exemplarische mikroskopische Bilder.
MaBstab: 20 pm
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Nicoletti-Assay

Zur Verifizierung dieser Ergebnisse wurde als dritter Viabilititstest der Nicoletti-Assay
24 Stunden p.i. durchgefithrt (Abb. 19). Im Nicoletti-Assay kann die DNA-
Fragmentierung quantifiziert und somit Apoptose nachgewiesen werden. Da die
Fragmentierung des Zellkerns als spiter Schritt der Apoptose ein gewisses Zeitfenster
bendtigt [197], war eine Durchfilhrung nach 4 Stunden nicht sinnvoll. Die mit
Staurosporin behandelten Zellen wiesen ein um bis zu 83 % reduziertes PI-Signal nach
24 Stunden auf. Von den Kontrollzellen zeigten circa 93 % noch eine intakte Integritit
der Nuklei. Ahnliche Werte wurden in den mit TM300, TM300(pCFA) und DU5947
infizierten Zellen gemessen. Der Anteil hypodiploider Nuklei in allen anderen Stammen
zeigte einen (hoch-)signifikanten Unterschied zu den Kontrollzellen bzw. zum dazu-
gehorigen Wildtyp. Somit bestitigte der Nicoletti-Assay die bereits im Kristallviolett-
Assay und in der Mitotracker-Farbung erzielten Ergebnisse, dass FnBPs in der Lage

sind Apoptose zu induzieren.

120%

100 %

80 %

60 %

intakte NuKlei

40 %

20%

0%

Abb. 19: Expression von FnBPs in S. aureus und S. carnosus erhoht die Anzahl
hypodiploider Nuklei in EA.hy926-Zellen 24 Stunden nach Infektion

Auswirkung der Infektion auf die Integritit der Zellkerne von konfluenten EA.hy926-
Zellen im Nicoletti-Assay. Durchflusszytometrische Messung des Fluoreszenzintensitét
der PI-markierter DNA der Zellkerne. Dargestellt ist die Anzahl der intakten Nuklei
(Chromosomensatz > 2n). Gezeigt ist jeweils der MW aus drei Versuchen und die SD.
* 2 p<0,05, ** £ p<0,01 im Vergleich zu den Kontrollzellen bzw. zum dazugehdrigen
Wildtyp.

56
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Da FnBPs in der Literatur typischerweise nicht als Apoptoseinduktoren beschrieben
werden, wurde der Nicoletti-Assay nochmals in Anwesenheit des Pan-Caspase-
Inhibitors Z-VAD-fmk durchgefiihrt (Abb. 20). Hierdurch sollten erste Hinweise iiber
den Mechanismus der Zelltodinduktion gewonnen werden. Z-VAD-fmk inhibierte die
Apoptoseinduktion durch die Stamme TM300(pFNBA4), TM300(pFNBB4) und
Cowan I. Die Anzahl intakter Nuklei in den mit P1 und 6850 infizierten Zellen
hingegen konnte durch die Z-VAD-fmk-Behandlung nicht gesteigert werden.

B DMS00,4% ZVAD 50 uM
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Abb. 20: Z-VAD-fmk inhibiert den Anstieg hypodiploider Nuklei in EA.hy926-
Zellen durch FnBP-komplementierte S. carnosus-TM300-Stamme,
nicht aber durch die S. aureus-Stamme P1 und 6850

Auswirkung der Infektion auf die Integritit der Zellkerne von konfluenten EA.hy926-
Zellen im Nicoletti-Assay mit Z-VAD-fmk-Behandlung. Durchflusszytometrische
Messung des Fluoreszenzintensitit der PI-markierten DNA der Zellkerne. Dargestellt ist
die Anzahl der intakten Nuklei (Chromosomensatz > 2n). Gezeigt ist jeweils der MW aus
drei Versuchen und die SD. ** 2 p < 0,01 im Vergleich zum dazugehdrigen Wildtyp
bzw. zu den Kontrollzellen.

In der Zusammenschau zeigen die Ergebnisse der Zytotoxizititsassays, dass die Endo-
thelzellen 4 Stunden nach Infektion noch viabel sind, es nach 24 Stunden aber zum
Eintritt von Apoptose durch FnBPs kommt. Somit ist ein apoptotischer Zellverlust keine

Erkldarung fiir die FnBP-vermittelte Permeabilititserhohung 4 Stunden nach Infektion.
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3.4 Staphylococcus aureus FnBPs bewirken eine Reduktion der
Signalintensitit von ZO-1 und VE-Cadherin in Endothelzellen
4 Stunden nach Infektion

Da es 4 Stunden nach der Infektion mit FnBP-exprimierenden Stimmen zu einer
erhohten Endothelpermeabilitiit, nicht aber zu zytotoxischen Effekten kam, sollte der
hierfiir verantwortliche Mechanismus untersucht werden. In der Literatur ist
beschrieben, dass sowohl Tight als auch Adherens Junctions wichtig fiir die
Regulierung der vaskuldren Permeabilitit sind [198, 199]. Um zu iberpriifen, ob
Verinderungen von Zell-Zell-Verbindungen eine Rolle in der Erhohung der endothelialen
Durchldssigkeit spielen, wurden 4 Stunden p. i. exemplarisch die Proteine VE-Cadherin

und ZO-1 mit indirekter Immunfluoreszenz dargestellt.

Nach Anféarbung konfluenter EA.hy926-Zellen gegen ZO-1, zeigte sich in uninfizierten
Zellen ein deutliches ZO-1-Signal entlang der Zellgrenzen (Abb. 21). Ein dhnliches Bild
zeigten alle Zellen, die mit den Stimmen TM300, TM300(pCF4) und DU5947 infiziert
wurden. TM300(pFNBA4) und P1 hingegen bewirkten eine deutliche Abschwéchung
der ZO-1-Signalintensitidt. Eine Umverteilung ins Zytoplasma konnte nicht beobachtet
werden.

Da sich VE-Cadherin trotz Verwendung verschiedener Antikorper und Erprobung
unterschiedlicher Versuchsbedingungen in EA.hy926-Zellen nicht reproduzierbar
darstellen lie, wurden hierfiir zusétzlich primédre humane dermale mikrovaskulére
Endothelzellen (HDMEC) verwendet (Abb. 22). Auch in der VE-Cadherin-Firbung
wiesen die Kontrollzellen ein deutliches Signal entlang der Zellgrenzen auf. fnb-
defiziente ~Stdmme verursachten keine Abschwidchung der VE-Cadherin-
Signalintensitdt. Nach Infektion mit den fnb-exprimierenden Stimmen P1 und
TM300(pFNBA4) wiederum kam es zu einer Abnahme der Signalintensitit, einer
Verschmilerung des VE-Cadherin-Signals sowie zur Liickenbildung. Es kam nicht zu

einer Umverteilung von VE-Cadherin in andere Zellkompartimente.

Insgesamt zeigte die immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Zell-Zell-
Verbindungsproteine, dass S. aureus FNBPs eine Reduktion der ZO-1- und VE-
Cadherin-Signalintensitidt nach 4 Stunden bewirkten. finb-defiziente Stimme hingegen

riefen keine Verdnderung im ZO-1- oder VE-Cadherin-Signal hervor.
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DAPI ZO-1 Merge

TM300

TM300(pFNBA4)

TM300(pCF4)

P1

Abb. 21: FnBP-exprimierende S. aureus- und S. carnosus-Stimme fiihren
4 Stunden nach Infektion zu einer Abnahme der ZO-1-
Signalintensitiit in EA.hy926-Zellen

Auswirkung der Infektion auf die Signalintensitit von ZO-1 in konfluenten EA.hy926-
Zellen nach 4 Stunden. Exemplarische mikroskopische Bilder. Maf3stab: 20 um
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Zellen TM300

TM300(pFNBA4) TM300(pCF4)

P1 DUS5947

Abb. 22: FnBP-exprimierende S. aureus- und S. carnosus-Staimme fithren
4 Stunden nach Infektion zu einer Abnahme der VE-Cadherin-
Signalintensitiit in HDMEC

Auswirkung der Infektion auf die Signalintensitit von VE-Cadherin in konfluenten
HDMEC nach 4 Stunden. Exemplarische mikroskopische Bilder. MaB3stab: 30 um
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3.5 Protein-Tyrosin-Kinasen der Src-Familie sind an der Regulation
der Endothelpermeabilitit nach Infektion mit
Staphylococcus aureus beteiligt

Unter 1.3.2 wurde beschrieben, dass Protein-Tyrosin-Kinasen der Src-Familie
mafgeblich an der Regulation der parazelluliren Permeabilitit durch Zell-Zell-
Verbindungen beteiligt sind. Thre Rolle in der S. aureus-vermittelten vaskuldren
Permeabilitiatserhohung wurde mit Hilfe von Inhibitoren in Permeabilititsassays

analysiert.

Zunichst wurde der Effekte einer generellen Hemmung von Protein-Tyrosin-Kinasen
auf den durch TM300(pFNBA4) induzierten Anstieg der Endotheldurchldssigkeit
4 Stunden p.i. untersucht. Hierzu wurden Permeabilititsassays in Anwesenheit
verschiedener Konzentrationen des Tyrosin-Kinase-Inhibitors Genistein durchgefiihrt
(Abb. 23). Genistein fithrte dosisabhingig zu einer hochsignifikanten Abnahme der
FnBP-vermittelten Permeabilitidtserhohung.

—@—Zellen

—&— TM300(pFNBA4)

(% von uninfizierten Zellen)

40 kDa-FITC-Dextran-Durchfluss

010 25 50 100 150 200 250
UM Genistein

Abb. 23: Genistein inhibiert die FnBP-vermittelte Erhohung der
Endothelpermeabilitit in EA.hy926-Zellen 4 Stunden nach Infektion

Auswirkung der Infektion auf die Permeabilitit von konfluenten EA.hy926-Zellen im
Transwell-Modell 4 Stunden p. i. unter Genisteinbehandlung. Die Kontrollzellen wurden
nur mit der hochsten Genistein-Konzentration behandelt. Photometrische Messung des
Durchflusses von 40 kDa-FITC-Dextran-Losung iiber den Zellmonolayer. Dargestellt ist
der Durchfluss im Verhiltnis zur uninfizierten Kontrolle; gezeigt ist jeweils der MW aus
drei Versuchen und die SD. ** 2 p < 0,01 im Vergleich zu den unbehandelten, mit
TM300(pFNBA4) infizierten Zellen.
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Um zu iiberpriifen, ob im Speziellen auch hier Src-Kinasen entscheidend sind, wurde in
einem weiteren Experiment der Src-Kinase-spezifische Tyrosin-Kinase-Inhibitor PP2
verwendet. Die Permeabilitit unter PP2-Zusatz wurde 4, 8 und 24 Stunden nach
Infektion untersucht (Abb. 24). PP2 bewirkte zu allen Zeitpunkten eine dosisabhingige
Abnahme des FITC-Dextran-Durchflusses. Durch eine Dosiserhohung von 3 uM auf
10 uM kam es nur noch zu einer sehr geringen Verstirkung des PP2-Effekts. Nach 4
Stunden fiihrte die Behandlung mit PP2 zu einer hochsignifikanten Reduktion der
FnBP-vermittelten Permeabilititserhohung um fast 50 %. Interessanterweise bewirkte
die Infektion mit TM300(pFNBA4) 8 Stunden p. i. auch ohne PP2-Behandlung keine
Zunahme der Permeabilitit im Vergleich zu den Kontrollzellen. Nach 24 Stunden
hingegen verursachte TM300(pFNBA4) wieder eine deutlich erhohte endotheliale
Durchléssigkeit. Durch die PP2-Inkubation kam es auch 24 Stunden p.i. zu einer
signifikanten ~Abnahme der Permeabilititserhohung um knapp 50 %. Als
Negativkontrolle wurde auch PP3, ein EGFR-Kinase-Inhibitor, getestet. Dieser hatte
keinen Effekt auf die Endothelpermeabilitit (Daten nicht gezeigt). Um auszuschlieen,
dass toxische Effekte von PP2 oder Genistein auf die Bakterien fiir die Reduktion der
Permeabilitdatserhohung verantwortlich sind, wurde zusitzlich ein Viabilitdtsassay
durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Beide Substanzen hatten auch in den verwendeten

Hochstkonzentrationen keine Auswirkungen auf die Viabilitat der Bakterien.

Insgesamt konnte mit dieser Versuchsreihe demonstriert werden, dass eine allgemeine
Inhibition von Protein-Tyrosin-Kinasen die endotheliale Permeabilitidtserh6hung um bis
zu 40 % senken kann, eine gezielte Inhibition von Src-Kinasen um bis zu 50 %. Hierbei
handelt es sich nicht um toxische Effekte, da beide Inhibitoren keine bakterizide
Wirkung zeigten. Zusitzlich stellte sich heraus, dass es nach einer initialen
Permeabilititserhohung (4 Stunden) durch die Infektion mit TM300(pFNBA4) wieder
zu einer betrdchtlichen Abnahme der transendothelialen Durchlidssigkeit kommt
(8 Stunden). 8 Stunden p. i. unterschritt der gemessene FITC-Dextran-Durchfluss sogar
den der uninfizierten Zellen. Man kann also zusammenfassen, dass die Infektion mit
TM300(pFNBA4) die Endothelpermeabilitit zunidchst erhoht (4 Stunden), dann die
Integritit der Endothelbarriere wieder hergestellt wird (8 Stunden) und es nach 24

Stunden wieder zu einem Permeabilitéitsanstieg kommt.
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Abb. 24: PP2 inhibiert die FnBP-vermittelte Erhohung der

HMPP2

uM PP2

uM PP2

Endothelpermeabilitiit in EA.hy926-Zellen nach 4 und 24 Stunden

Auswirkung der Infektion auf die Permeabilitit von konfluenten EA.hy926-Zellen im
Transwell-Modell nach 4, 8 und 24 Stunden unter PP2-Behandlung. Die Kontrollzellen
wurden nur mit der hochsten PP2-Konzentration behandelt. Photometrische Messung des
Durchflusses von 40 kDa-FITC-Dextran-Losung iiber dem Zellmonolayer. Dargestellt ist

der Durchfluss im Verhiltnis zur uninfizierten Kontrolle. Gezeigt ist jeweils der MW aus
drei Versuchen und die SD. * 2 p < 0,05 im Vergleich zu den unbehandelten, mit
TM300(pFNBA4) infizierten Zellen.
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4 Diskussion

Fiir die Entstehung endovaskulédrer S. aureus-Infektionen sind die Adhédrenz des
Erregers an das Endothel und die Uberwindung der Endothelbarriere entscheidend.
Interessanterweise ist insbesondere S. aureus in der Lage, auch bei nicht vorgeschidig-
tem Endothel schwere endovaskuldre Erkrankungen hervorzurufen [44, 47, 48]. In
dieser Dissertation sollte daher untersucht werden, ob es in vitro durch die Infektion mit
S. aureus zu Verdnderungen einer intakten Endothelbarriere kommt und welche

Mechanismen dabei eine Rolle spielen.

4.1 Verinderungen der transendothelialen Impedanz und
Permeabilitiit durch Staphylococcus aureus FnBPs

Die in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse belegen, dass S. aureus FnBP-abhédngig die
Integritdt einer dichten Endothelbarriere zerstort. Dies zeigte sich zum einen in der
Abnahme der transendothelialen Impedanz nach Infektion mit fnub-exprimierenden
Stammen. Die Tatsache, dass auch die fnb-defizienten Stimme TM300 und DU5947 zu
spiteren Zeitpunkten nach Infektion die transendotheliale Impedanz der Kontrollzellen
unterschritten, ldsst sich durch die fehlende Abtotung der extrazelluldren Erreger durch
Lysostaphin wihrend der Impedanzmessungen erkldren. Dies konnte zu einer
unphysiologischen Uberwucherung der Zellen mit Bakterien und somit zu einem FnBP-
unabhingigen Verlust der endothelialen Dichtheit gefiihrt haben. Zum anderen
demonstrierten auch die Permeabilititsmessungen einen FnBP-abhidngigen Anstieg der
parazelluliren Durchldssigkeit, wobei sich die ausbleibende Permeabilitdtserhohung
nach Infektion mit dem Stamm Newman im Fehlen funktioneller FnBPs durch ein Stop-
codon sowohl im finbA- als auch im fnbB-Gen begriinden l4sst [193].

In einer Publikation von Kramko et al. (2013) wurden Verdnderungen des trans-
endothelialen elektrischen Widerstands (TER) drei Stunden nach Infektion mit
S. aureus analysiert. In der Studie wurden unter anderem Unterschiede zwischen der
Infektion mit dem S. aureus-Wildtypstamm 8325-4 und dessen fnb-defizienter Mutante
untersucht. Wihrend 8325-4 zu einer deutlichen Reduktion des Widerstands fiihrte,
wurde dieser Effekt durch Deletion des fnb-Gens stark vermindert. Interessanterweise
verursachte jedoch die Infektion mit den fnb-komplementanten Stimmen
TM300(pFNBA4) und TM300(pFNBB4) keine TER-Abnahme. Auch die
Formaldehyd- und Hitzeinaktivierung der Stimme 8325-4 und 6850 bewirkte ein Aus-
bleiben des TER-Abfalls, sodass die Autoren zu der Schlussfolgerung kamen, dass
FnBPs zwar notwendig, nicht aber alleine suffizient fiir Verdnderungen der Endothel-
barriere sind [200]. Dies steht im Widerspruch zu den in dieser Arbeit gemachten

Beobachtungen, denn hier bewirkten die mit fnb-komplementierten S. carnosus-Stimme
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TM300(pFNBA4) und TM300(pFNBB4) reproduzierbar sowohl eine Abnahme der
transendothelialen elektrischen Impedanz als auch eine signifikante Zunahme der
Endothelpermeabilitit. Der Versuchsautbau der beiden Arbeiten unterschied sich unter
anderem dadurch, dass Kramko et al. HUVEC verwendeten, sodass ein divergierendes
Ansprechen auf die Infektion durch den Gebrauch unterschiedlicher Zellen denkbar
wire. Da in der oben genannten Publikation eine wesentlich hohere MOI verwendet
wurde als in dieser Arbeit (MOI 50 und MOI 100 vs. MOI 30), sind die abweichenden
Resultate hierdurch nicht zu erkliren. Um die Ergebnisse aus der vorliegenden
Dissertation zu verifizieren, sollten weitere Impedanz- und Permeabilititsmessungen

mit inaktivierten Erregern oder FnBP-beschichteten Latexkugeln durchgefiihrt werden.

Ebenfalls untersucht werden sollte, ob die erhdhte endotheliale Durchlédssigkeit bzw. die
Impedanzabnahme auch zu einer Translokation von S. aureus fiihrt. Auch dies wurde
von Kramko et al. analysiert, indem in einem Transwell-System nach Infektion die
Suspension aus der basalen Kammer ausplattiert wurde. Uberraschenderweise zeigte
sich eine negative lineare Korrelation zwischen TER-Abnahme und Translokation. Dies
deutet darauthin, dass die Translokation der Bakterien primir auf Transzytose beruht,
denn Verinderungen der parazelluldren Durchlissigkeit oder Apoptose wiirden sich in
einer Verringerung des TER widerspiegeln. Die Abnahme des TER war mit einer
vermehrten Expression des Leukozyten-Adhédsionsmolekiills ICAM-1 assoziiert,
wohingegen translozierende Stimme die TNF-o-vermittelte ICAM-1-Expression
inhibierten. Die Autoren schlussfolgerten, dass das Ausbleiben der ICAM-1-
vermittelten Endothelaktivierung die Translokation begiinstigt und dieser Mechanismus
in vivo zur Verringerung der Leukodiapedese und zur erschwerten Eliminierung des
Erregers durch Leukozyten beitragen konnte [200].

Andererseits wurde von Kramko et al. nur die Translokation 3 Stunden nach Infektion
erfasst. Es ist moglich, dass Verdnderungen der paraendothelialen Permeabilitit der
Parazytose des Erregers vorausgehen, sodass eine Untersuchung der Anzahl trans-
lozierter Bakterien zu spiteren Zeitpunkten sinnvoll widre. Weiterhin konnte man
vermuten, dass S. aureus die initial erhohte parazellulire Durchldssigkeit vorrangig
nutzt, um Zugang zur EZM zu erhalten. Hier findet sich eine grofle Menge von
Fibronektin und osf;-Integrinen, beides Komponenten die fiir die Invasion von
S. aureus notwendig sind [99]. Man konnte die erhohte parazellulire Durchlissigkeit
somit zunichst als Wegbereiter fiir die Invasion und nicht primir fiir die Translokation

iber die Endothelbarriere begreifen.
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4.2 Apoptose in Endothelzellen nach Infektion mit
Staphylococcus aureus

Da Apoptose oder die Ablosung von Zellen von ihrer Matrix mogliche Ursachen fiir die
beobachtete Destabilisierung der Endothelbarriere sind, wurde untersucht, ob diese

Mechanismen in den hier durchgefiihrten Versuchen relevant waren.

Die Resultate dieser Arbeit zeigen, dass keiner der verwendeten S. aureus-Stamme zu
einem Verlust der Zellviabilitdt 4 Stunden nach Infektion fiihrt. Auffallend war, dass
auch der hamolytische Stamm 6850 4 Stunden p. i. keinen zytotoxischen Effekt auf die
Endothelzellen zeigte. Allerdings werden im Kiristallviolett-Assay und in der
Mitotracker- und DAPI-Féarbung keine frithen Reaktionen auf proapoptotische Stimuli
erfasst. Es ist anzunehmen, dass man nach 4 Stunden friihe Apoptoseereignisse, wie die
Translokation von membrandrem Phosphatidylserin auf die AuBenseite der
Zellmembran, hitte messen konnen [201]. Somit konnen die Ergebnisse dieser
Versuchsreihe durchaus mit Befunden aus anderen Arbeiten in Einklang gebracht
werden, die aufgrund von Messungen nach einer Annexin V-Fédrbung bereits einen
fritheren Eintritt von apoptotischen Verdnderungen durch hédmolytische Stdmme

postulieren [202].

Nach 24 Stunden hingegen bewirkten alle FnBP-exprimierenden S. aureus- und
S. carnosus-Stamme einen Zellverlust. In der Literatur ist beschrieben, dass S. aureus in
der Lage ist, in verschiedenen Zelltypen Apoptose zu induzieren [164]. Panton-Valentin
Leukozidin (PVL) und o-Toxin konnten als Ausloser hierfiir bereits identifiziert werden
[203-205]. Wiahrend fiir mononukledre Zellen a-Toxin alleine suffizient fiir die
Induktion von Apoptose ist [203], konnte in einer Publikation von Haslinger-Loffler
etal. (2005) gezeigt werden, dass in verschiedenen priméren Endothelzellen (HUVEC
und HBMEC, human brain microvascular endothelial cells) und in der Endothelzelllinie
EA.hy926 sowohl invasive als auch hdamolytische Eigenschaften fiir die Induktion von
Apoptose notwendig sind [194]. In dieser Publikation fiihrten weder gereinigtes a-Toxin
noch Kulturiiberstinde von S. aureus oder Formalin-fixierte Stimme zum Zelltod. Die
Expression von a-Toxin im nur schwach hidmolytischen aber sehr invasiven Stamm
Cowan I fiihrte zu einem deutlichen Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen, wéahrend
Cowan I alleine keinen relevanten zytotoxischen Effekt hatte. Obwohl sehr dhnliche
Methoden verwendet wurden, stehen diese Ergebnisse von Haslinger-Loffler et al. in
Diskrepanz zu den in dieser Dissertation erzielten Ergebnissen, die zeigen, dass FnBPs
auch ohne zusitzliche hdmolytische Virulenzfaktoren Apoptose induzieren konnen.
Dies ist moglicherweise auf kleine Unterschiede im Infektionsprotokoll zuriickzufiihren.
Zwar wurde in der beschriebenen Publikation eine etwas hohere MOI verwendet als in
dieser Arbeit (MOI 50 vs. MOI 30), dafiir war die Inkubationszeit in dieser Arbeit etwas
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langer (4 vs. 3 Stunden). In beiden Fillen fand die Messung 20 Stunden nach Abtéten
der extrazellularen Bakterien mit Lysostaphin statt und das Ausmal} apoptotischer
Zellen wurde jeweils durch Messung hypodiploider Nuklei mittels Durchfluss-
zytometrie bestimmt. Wahrend Haslinger-Loffler et al. nur Zellen der zweiten und
dritten Passage einsetzten, wurden in dieser Arbeit auch Zellen hoherer Passagen
verwendet. Diese schienen zwar morphologisch intakt und =zeigten auch im
Permeabilititsassay keine hohere Durchldssigkeit als die Kontrollzellen jiingerer
Passagen; es ist dennoch denkbar, dass es zu einem verdnderten Ansprechen auf
proapoptotische Stimuli gekommen ist. Moglich ist auch, dass die Wachstumszeit nach
Aussaat der Zellen in der Publikation von Haslinger-Loffler et al. kiirzer war als in
dieser Arbeit (4 Tage), was ebenfalls zu einer verdnderten Reaktion der Zellen auf die

Infektion beigetragen haben konnte.

Bislang sind fiir S. carnosus keine S. aureus-typischen Virulenzfaktoren nachgewiesen
worden. Da in der vorliegenden Dissertation fnb-exprimierende S. carnosus-Stimme
ebenfalls zu einem Zellverlust fiihrten, ist davon auszugehen, dass in der verwendeten
Versuchskonstellation FnBPs alleine suffizient fiir die Induktion von Zelltod sind und
eine de novo-Synthese nicht obligat ist. Zur Kldrung dieser Abweichung gegeniiber
oben genannter Publikation kdnnten weitere Zytotoxizitdts-Messungen mit inaktivierten

Stammen oder FnBP-beschichteten Latexkugeln beitragen.

Wihrend fiir manche der verwendeten Stamme der klassische Weg der Caspase-
Aktivierung  eine  notwendige  Voraussetzung zur  Zelldestruktion  war
(TM300(pFNBA4), TM300(pFNBB4), Cowan I), waren andere Stimme interessanter-
weise in der Lage auch auf andere Mechanismen zuriickzugreifen (6850, P1). Es ist
bekannt, dass Apoptose auch iiber zahlreiche Caspase-unabhéngige Wege herbeigefiihrt
werden kann [206]. So wurde beispielsweise beschrieben, dass sowohl Apoptosis-
Inducing Faktor (AIF) als auch Cathepsin B hierzu imstande sind [207, 208]. In einer
anderen Publikation wurde gezeigt, dass es nach Infektion von Endothelzellen mit dem
Stamm 6850 zu einer Caspase 3-Aktivierung kommt [194]. Denkbar wire, dass
bestimmte S. aureus-Staimme in der Lage sind, iiber mehrere Wege Apoptose zu
induzieren und bei einer Inhibition von Caspasen auf andere Wege zuriickgreifen. Die
Identifizierung der intrazelluldren Signalwege, die nach S. aureus-Infektion auch
Caspase-unabhingig zur Apoptoseinduktion fiihren, wird eine Herausforderung fiir

weitere Untersuchungen sein.
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4.3 Interaktion von Staphylococcus aureus mit
Zell-Zell-Verbindungen

Da EA.hy926-Zellen 4 Stunden nach Infektion mit S. aureus noch vollkommen viabel
waren, kann man schlussfolgern, dass der herabgesetzten Barrierefunktion des
Endothels zu diesem Zeitpunkt ein Apoptose-unabhingiger Mechanismus zugrunde
liegen muss. Es ist bekannt, dass die Beschiddigung von Zell-Zell-Verbindungen wie
Adherens und Tight Junctions entscheidend zu Stérungen der Endothelbarriere beitrigt
[66]. In dieser Dissertation konnte nun zum ersten Mal belegt werden, dass die Infektion
mit S. aureus die Integritit von endothelialen Zell-Zell-Kontakten beschéddigt: Es
kommt zu einer FnBP-abhingigen Abschwichung der ZO-1- und VE-Cadherin-

Signalintensitit in der Immunfluoreszenz.

Ahnliche Mechanismen wurden bereits fiir andere Pathogene beschrieben. So fiihrt
Pseudomonas aeruginosa durch Sekretion der Metalloproteinase LasB in
Endothelzellen unter anderem zu einer Spaltung von VE-Cadherin und Occludin und
somit zur Zerstorung der Endothelbarriere [210]. Neisseria meningitidis destabilisiert
die Endothelbarriere durch die Aktivierung von Matrix-Metalloproteinase-8 (MMP-8)
und eine gezielte Spaltung von Occludin [166]. Escherichia coli vermittelt {iber eine
Proteinkinase C-a-Aktivierung eine Permeabilititserhohung und Impedanzabnahme
eines Endothelmonolayers durch eine Dissoziation von VE-Cadherin in Tight Junctions
[211]. Andere Autoren beobachteten eine abnehmende Proteinkonzentration und eine
Umverteilung von ZO-1 und Occludin durch Infektion mit E. coli [212]. Die Inkubation
eines Endothelmonolayers mit den integralen bakteriellen Zellwandkomponenten
Lipopolysaccharid und Lipoteichonsdure zeigte ebenfalls eine Verringerung der
Expression sowie eine verminderte Signalintensitdt von ZO-1, Occludin und JAM in der
Immunfluoreszenz [213]. Auch virale Erreger wie das West-Nil-Virus bewirken durch
eine MMP-Aktivierung morphologische Verdnderungen und einen Abfall in der
Proteinkonzentration von ZO-1, VE-Cadherin, B-Catenin, Occludin, Claudin-1 und
JAM-A sowie eine erhohte endotheliale Durchlidssigkeit [214, 215]. HI-Viren fiihren
durch eine verminderte Expression von ZO-1 und ZO-2 und eine damit einhergehende
Liickenbildung zu einer Zerstorung der dichten Endothelbarriere [216], Dengue-Viren
vermitteln diesen Effekt iiber eine Abnahme der Expression und Umverteilung von
ZO0-1 und VE-Cadherin [217]. Ahnliche Mechanismen werden auch zur Uberwindung
der Epithelbarriere genutzt. So fiithrt Helicobacter pylori iiber eine Interaktion mit ZO-1,
Occludin und E-Cadherin zu einer Zerstorung von Tight und Adhdrens-Kontakten in
Epithelzellen [218].
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Die Ergebnisse weiterer Arbeiten weisen darauf hin, dass auch S. aureus
Veridnderungen in epithelialen Zell-Zell-Verbindungen hervorruft. So konnte durch
Soong et al. (2011) gezeigt werden, dass eine Infektion mit S. aureus zu einer
Umverteilung von ZO-1, einer Fragmentierung von Occludin und E-Cadherin und einer
Translokation der Erreger iiber die Epithelschicht fiihrt. SpA wurde als hierfiir
notwendiger Virulenzfaktor identifiziert, war aber alleine nicht suffizient, um die oben
genannten Effekte zu bewirken. Eine Aktivierung von TNF/EGFR/MAPK-Signalwegen
und Rho-GTPasen war an der Spaltung der Zell-Zell-Verbindungen sowie der
Permeabilitdatserhohung beteiligt [169]. Ob die beobachtete Translokation jedoch
tatsdchlich auf parazellulirem Weg iiber die veridnderten Zellkontakte stattfand, konnte
in dieser Arbeit nicht geklidrt werden. Durch Kwak et al. (2012) wurde demonstriert,
dass S. aureus a-Toxin zu einer Abnahme des transepithelialen Widerstandes fiihrt. Auf
molekularer Ebene beruht dies auf einer Verminderung der Proteinlevel sowie einer
abnehmenden Signalintensitit in der Immunfluoreszenz von ZO-1, ZO-3, E-Cadherin
und Occludin [170]. In von Ohnemus et al. (2008) durchgefiihrten Versuchen mit
Keratinozyten wurde eine Abnahme des transepithelialen Widerstands von einer
Herabregulation von ZO-1, Claudin-1, Claudin-4, Occludin und in geringerem Malle
auch von E-Cadherin und B-Catenin auf Immunfluoreszenzebene begleitet. Auf Protein-

und RNA-Ebene liefen sich jedoch nur geringe Unterschiede erkennen [167].

Da in der hier vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, dass S. aureus dariiber hinaus auch in
Endothelzellen zu FnBP-vermittelten Verdnderungen von Zell-Zell-Verbindungen fiihrt,
ist eine Alternierung von wichtigen Strukturproteinen in Adherens und Tight Junctions
eine mogliche Erkldrung fiir die beobachtete endotheliale Permeabilitdtserhdhung nach
4 Stunden. Somit scheint S. aureus #hnliche Mechanismen zur Destruktion der
Endothelintegritiit zu nutzen wie andere Erreger auch. Man kann vermuten, dass neben
FnBPs auch weitere Virulenzfaktoren wie SpA oder a-Toxin, deren Rolle bereits in der
Interaktion mit epithelialen Zell-Zell-Verbindungen belegt wurde, in der Lage sind
endotheliale Adherens und Tight Junctions zu beschddigen. In fortfithrenden
Untersuchungen sollte analysiert werden, ob es auch auf Proteinebene zu
Verinderungen von ZO-1 und VE-Cadherin kommt. Moglich ist, dass es dhnlich wie
bei anderen Pathogenen zu deren Spaltung kommt. Auch eventuelle Verdnderungen in
der Genexpression von ZO-1 und VE-Cadherin durch die Infektion mit S. aureus sollten
erfasst werden, da eine Herabregulation der entsprechenden Gene als Ursache fiir die
abnehmende Signalintensitit in der Immunfluoreszenz ebenfalls in Frage kommt.
Neben ZO-1 und VE-Cadherin sollten dariiber hinaus noch weitere wichtige
Strukturproteine wie Occludin und Claudin Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen

sein.
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4.4 Rolle von Src-Kinasen in der Regulation der
Endothelpermeabilitiit nach Staphylococcus aureus-Infektion

Endotheliale Zell-Zell-Verbindungen konnen iiber verschiedene Signalwege reguliert
werden. Man weil}, dass Protein-Tyrosin-Kinasen, insbesondere Src-Kinasen, hier eine
entscheidende Rolle spielen [83]. Dariiber hinaus konnten mehrere Autoren belegen,
dass eine Infektion mit S. aureus zu einer Src-Aktivierung fiithrt und dass diese
notwendig fiir die Internalisierung des Erregers ist [157, 159, 160]. Auch die Ergebnisse
dieser Dissertation demonstrieren eine Beteiligung von Src-Kinasen an frithen Schritten
der Pathogenese endovaskuldrer S. aureus-Infektionen. Die Inhibition von Src-Kinasen
schwichte den Permeabilitédtsanstieg nach 4 Stunden signifikant ab, gleichzeitig kam es
nach 4 Stunden zu einer Signalreduktion von ZO-1 und VE-Cadherin in der
Immunfluoreszenz. Es ist somit denkbar, dass Src-Kinasen an der Regulation von Zell-

Zell-Verbindungen beteiligt sind.

Auch andere Erreger wie der Parasit Plasmodium falciperum bewirken iiber eine Src-
abhidngige Umverteilung von ZO-1, VE-Cadherin und Claudin 5 eine Beschéddigung der
Endothelbarriere [219]. Weitere Autoren beschreiben, dass Src-Kinasen iiber eine
Phosphorylierung von VE-Cadherin zu einer erhohten Endothelpermeabilitét fiithren
konnen [86, 87]. Eine B-Arrestin-abhingige Endozytose von VE-Cadherin [88] sowie
eine Spaltung von VE-Cadherin / VEGFR2 / 3-Catenin-Komplexen und eine daraus
resultierende  Abnahme der Endotheldichte werden iiber eine VEGF-Aktivierung
reguliert [89]. AuBerdem ist eine VEGF-vermittelte Src-Rekrutierung auch an der
Destabilisierung von Tight und Adherens Junctions durch Interaktionen mit ZO-1 und
Occludin beteiligt [90-92].

In weiterfithrenden Untersuchungen sollte gepriift werden, ob die S. aureus-vermittelte
Src-Aktivierung zu Phosphorylierungen von VE-Cadherin oder ZO-1 fiihrt. Man konnte
auch spekulieren, dass eine Src-vermittelte Phosphorylierung anderer Adherens oder
Tight Junction-Proteine mit einer Umverteilung von VE-Cadherin und ZO-1 assoziiert
ist. So wurde in verschiedenen Veroffentlichungen belegt, dass die Src-
Phosphorylierung von Occludin zu einer Abnahme der Kolokalisation mit ZO-1 fiihren
kann und es auf diesem Weg zu einer ZO-1-Umverteilung kommt [91, 92]. Dariiber
hinaus ist anzunehmen, dass neben Src-Kinasen noch andere Protein-Tyrosin-Kinasen
wie Protein Kinase C (PKC) oder Focal Adhesion Kinase (FAK) oder Enzyme wie
Matrix-Metalloproteinasen,  deren  Beteiligung an  der  Regulation  der
Endothelpermeabilitit bereits beschrieben wurde, durch S. aureus aktiviert werden
[166, 214, 220-222].

Die Tatsache, dass es auch 24 Stunden nach Infektion zu einer Abschwichung der

Endotheldurchlissigkeit durch Src-Kinase-Inhibitoren kommt, Idsst sich gut mit dem
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Modell einer Apoptose-vermittelten Barrierestorung des Endothels vereinbaren. In
anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Invasion von S. aureus einen
Hamolysin-unabhingigen Mechanismus zur Induktion von Apoptose in Keratinozyten
darstellt [223]. Insbesondere fiir Endothelzellen ist berichtet worden, dass invasive
Eigenschaften notwendig zur Stimulation von Apoptose sind. Da Src-Kinasen
unabdingbar fiir die Invasion durch S. aureus sind [157, 159, 160], fiihrt deren
Inhibition auch zu einer reduzierten Internalisierung des Erregers und somit zu einer

Verringerung proapoptotischer Stimuli durch die Invasion.

Unerwartet war, dass S. aureus FnBPs nach 8 Stunden bereits in der PP2-freien
Kontrolle nicht mehr den nach 4 und 24 Stunden beobachteten Effekt einer
Permeabilititserhohung hatten. Diese Beobachtung untermauert, dass der erhohten
Endotheldurchldssigkeit nach 4 bzw. 24 Stunden auf molekularer Ebene
unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegen, denn Apoptose ist ein irreversibles
Ereignis. Da die Storung der Endothelbarrierefunktion nach 4 Stunden reversibel ist,
kann man davon ausgehen, dass die erhohte parazelluldre Durchlédssigkeit des Endothels
vor allem in frithen Schritten der Pathogenese endovaskuldrer Infektionen

ausschlaggebend ist.

4.5 Erhohte Endothelpermeabilitiat durch Staphylococcus aureus
FnBPs - ein relevanter Mechanismus in endovaskuléiren
Infektionen?

Es wurde mehrfach belegt, dass S. aureus FnBPs eine maBgebliche Rolle in der
Pathogenese endovaskulérer S. aureus-Infektionen spielen (siehe 1.4). So exprimieren
nahezu alle klinischen Isolate mindestens ein fnb-Gen [96, 131, 132]. FnBPs vermitteln
sowohl in vitro als auch in vivo die Adhdrenz von S. aureus an eine intakte
Endothelschicht [141, 142]. In verschiedenen Tiermodellen zeigte sich ein
Zusammenhang zwischen der FnBP-vermittelten Invasion von . aureus in
Endothelzellen und komplikationsreichen klinischen Verldufen [133, 139]. Dariiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass die Invasion durch FnBPs in Endothelzellen héufig
ein Wegbereiter fiir die nachfolgende Dissemination in andere Organe wie Niere oder
Milz ist [133-135, 139].

Unklar ist bislang jedoch, ob es nach der Adhédrenz von S. aureus an Endothelzellen zu
initialen Umbauvorgingen des Endothels kommt. Da S. aureus im Vergleich zu anderen
Erregern besonders hiufig auch bei primir intakten Endothelverhéltnissen zu schweren
endovaskulidren Komplikationen fiihrt [41] und es oft zu metastatischen Absiedlungen
in andere Organe kommt, liegt die Vermutung nahe, dass der Erreger die Integritiit der

Endothelbarriere beschddigen kann. Fiir viele andere bakterielle, virale und parasitire
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Erreger wurde bereits beschrieben, dass sie eine Erhohung der Endothelpermeabilitit
bewirken [166, 210, 211, 214, 216, 217, 219].

Die Ergebnisse dieser Dissertation belegen nun, dass auch S. aureus zu frithen
Zeitpunkten nach der Infektion zu einer FnBP-abhingigen Storung der endothelialen
Barrierefunktion fiihrt. Noch nicht geklirt ist, ob die erhdhte Endothelpermeabilitit
tatsidchlich auch zu einer Translokation von S. aureus iiber die Endothelbarriere fiihrt.
Dies sollte Ziel zukiinftiger Untersuchungen sein. Da in dieser Arbeit Veridnderungen
wichtiger Strukturproteine von Adherens und Tight Junctions beobachtet werden
konnten, konnte man spekulieren, dass der parazelluldre Transport ein moglicher
Mechanismus zur Uberwindung der Endothelbarriere ist. Auch andere Erreger wie
Haemophilus influenzae oder Streptococcus agalactiae nutzen die parazelluldre Passage
zur Uberquerung eines epithelialen Monolayers [224, 225]. Um diese Hypothese zu
erhérten, sollte in folgenden Arbeiten beleuchtet werden, ob es zu Verinderungen von
Zellkontakten auf Gen- und Proteinebene kommt und ob Veridnderungen weiterer
wichtiger Proteinen wie Claudin oder Occludin auftreten. Zusitzliche morphologische
sowie dynamische Analysen wie timelapse-Mikroskopie wiren geeignet, um den
parazelluldren Transport von S. aureus und dabei stattfindende Verdnderungen von

Zellkontaken zu visualisieren.

Neben der Parazytose konnten die hier gemachten Beobachtungen auch die Transzytose
von S. aureus tiber die Endothelbarriere begiinstigen. Dies wird dadurch bestérkt, dass
dem Austritt des Erregers aus dem GefidB3system héufig eine Invasion in Endothelzellen
vorausgeht [133-135, 139]. AuBBerdem wurde in einer anderen Publikation beschrieben,
dass eine Abnahme des TER nicht mit einer vermehrten Erregertranslokation assoziiert
ist [200]. Der molekulare Mechanismus der Invasion ist durch eine Bindung von FnBPs
an osP;-Integrine tiber Fibronektin als Bindeglied charakterisiert [99, 153]. Fibronektin
findet sich primér in der EZM, Integrine sind in polarisierten Endothelzellen vor allem
basolateral lokalisiert. Durch die Beschadigung der Integritit von Adherens und Tight
Junctions konnte S. aureus Zugang zu der basolateralen Seite des Endothels und somit
zum groBten Pool an Fibronektin und an asf;-Integrinen erhalten. Dies konnte dann die
Internalisierung des Erregers begiinstigen. Wahrend fiir andere Erreger wie Escherichia
coli, Neisseria meningitidis oder Streptococcus pneumoniae Transzytose als
Mechanismus zur Uberwindung einer Endothelbarriere bereits identifiziert werden
konnte [226], wurde dies fiir S. aureus bislang noch nicht beschrieben. Ein Grund
hierfiir ist, dass noch nicht abschlieend geklart ist, welche Ereignisse nach der Invasion
stattfinden (intrazelluldre Persistenz und Vermehrung vs. rasche Induktion von

Apoptose) [164, 165]. Die in dieser und anderen Arbeiten gemachte Beobachtung, dass
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S. aureus in der Lage ist, Apoptose in Endothelzellen zu induzieren, konnte auch darauf
hinweisen, dass es nach der Invasion zu einer Zerstorung der Wirtszelle und so zu
einem Austritt aus dem Gefalsystem kommt. Da in Tiermodellen ein Zusammenhang
zwischen der Invasion in Endothelzellen und der Dissemination in andere Organe
gezeigt wurde [133-135, 139], erscheint sowohl die Transzytose als auch die Invasion
und darauffolgende Destruktion von Endothelzellen als attraktive Hypothese. Denkbar
ist auch, dass bei endovaskuldren S. aureus-Infektionen verschiedene Mechanismen
(Parazytose, Transzytose, Apoptose von Endothelzellen) ineinandergreifen und somit

die Uberwindung der Endothelbarriere erméglichen.

Eine Herausforderung fiir zukiinftige Untersuchungen wire die Durchfiihrung weiterer
Experimente unter Flussbedingungen. So konnte untersucht werden, ob es auch unter
dynamischen Bedingungen zu einer Erh6hung der Endothelpermeabilitit durch FnBPs
kommt. Experimente von Kerdudou et al. (2006), die unter Flussbedingungen
durchgefiihrt wurden, haben gezeigt, dass auch unter Einwirkung physiologischer
Schergeschwindigkeiten FnBPs ausschlaggebend fiir die Adhédrenz von S. aureus an
Endothelzellen sind [141]. In einer anderen Arbeit war unter hohen Scherraten die
Bindung von von-Willebrand-Faktor-Fasern durch Wandteichonsduren ebenfalls
malBgeblich [227]. Es ist denkbar, dass unter dynamischen Bedingungen auch andere
Virulenzfaktoren die initiale Adhirenz an die Endothelschicht vermitteln und FnBPs
dann nach erfolgter Adhédrenz die Endothelpermeabilitit erhohen. Da es auch aus
Tiermodellen zahlreiche Belege fiir die Relevanz von FnBPs in der Pathogenese
endovaskulérer S. aureus-Infektionen gibt [133-135, 139], kann man vermuten, dass
eine Destabilisierung der Endothelbarriere durch FnBPs ein entscheidender Schritt in

der frithen Pathogenese von endovaskulédren S. aureus-Infektionen ist.

4.6 FnBPs als pharmakologische Zielstruktur — klinische
Perspektiven

Die Extravasation ist maBgeblich fiir den Progress einer S. aureus-Bakteriimie hin zur
Entstehung sekundirer Infektionsmetastasen mit schweren Komplikationen wie
Endokarditis, Osteomyelitis oder Abszessbildung in inneren Organen [57]. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass FnBPs nicht nur fiir die Adhirenz und Invasion in
Endothelzellen entscheidend sind, sondern durch eine Src-regulierte Alternierung von
Z0-1 und VE-Cadherin auch zu einer erhohten Endothelpermeabilitit fiihren und so den
Austritt aus dem GefidBsystem begiinstigen. Vor dem Hintergrund der sich zunehmend
verschlechternden Resistenzlage bei sowohl gingigen als auch Reserveantibiotika wie
Vancomycin, ist es eine vielversprechende Option, FnBPs als therapeutisches Ziel

anzuvisieren.
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Eine priventive Mallnahme wire die Induktion von FnBP-Antikorpern durch ein
Vakzin. Bislang wurden FnBP-Impfungen nur in tierexperimentellen Modellen
untersucht. In einem Ratten-Endokarditis-Modell fiihrte die Immunisierung mit FnBPs
zu einer deutlich geringeren Anzahl an Erregern innerhalb der Klappenvegetationen als
in nicht-immunisierten Ratten [228]. Eine Impfung mit Fusionsproteinen aus der Fn-
bindenden Domine von FnBPA bewirkte in einem Maus-Mastitis-Modell eine deutlich
geringere Erregerdichte in den Brustdriisen und eine Reduktion des klinischen
Schweregrads der Mastitis [229]. Die Untersuchung von Serumproben von Patienten
mit einer S. aureus-Infektion belegte, dass die Infektion die Entwicklung von FnBP-
Antikorpern stimuliert [230, 231]. Allerdings verhinderte die Immunisierung die
Bindung von FnBPs an Fn nicht, da die entstandenen Antikorper primédr an FnBP-Fn-
Komplexe gebunden haben [230]. Als moglicher Grund fiir dieses iiberraschende
Ergebnis wird die schwache Immunogenitit von FnBPs angesehen: FnBPs nehmen im
ungebundenen Zustand eine unspezifische Struktur an und erst durch die Bindung an Fn
kommt es zu einer Konformationsanderung [96, 232]. Noch ist unklar, ob Antikorper
gegen Fn-gebundene FnBPs fiir den Wirt auch einen Vorteil darstellen, zum Beispiel
indem sie als Opsonin zur Phagozytose dienen oder ob sie eher zu einem
Uberlebensvorteil fiir S. aureus fithren [233]. Durch die Verwendung von kurzen
synthetischen Peptiden aus der D-Doméine von FnBPs ist es mittlerweile gelungen, die
Synthese von Antikorpern, welche die Fn-Bindung inhibieren, zu stimulieren [234]. Ob
diese Antikorper auch im Menschen zu einem Schutz gegen S. aureus-Infektionen
beitragen konnen, ist bislang noch unklar. In der Zusammenschau zeigen die bisher
durchgefiihrten klinischen Studien, in denen eine Immunisierung gegen verschiedene
andere S. aureus-Virulenzfaktoren getestet wurde, dass die Induktion von Antikérpern
alleine nicht ausreicht, um im Wirt den gewiinschten protektiven Effekt zu erzielen.
Man geht davon aus, dass insbesondere die Stimulation der zelluldren Immunitét Ziel
zukiinftiger Impfungen sein sollte [32, 235]. Dennoch lassen einige tierexperimentelle
Modelle darauf hoffen, dass eine Impfung gegen FnBPs in einem sorgsam ausgewihlten

Risikokollektiv zu einer Reduktion schwerer Komplikationen wie Endokarditis beitragt.

Menzies et al. stellten ein rekombinantes Fragment der Fibronektin-bindenden Domiine
von FnBP (rFnBF) her und testeten es in einem Meerschweinchen-Wundinfektions-
Modell. Die Hypothese war, dass es durch einen kompetitiven Antagonismus zwischen
rFnBFs und FnBPs zu einer Abnahme der Bindung von S. aureus FnBPs an Fibronektin
kommt. rFnBFs bewirkten eine Abnahme der Invasion in Endothelzellen und eine
verminderte Abszessentstehung. Durch die simultane Anwendung von rFnBF und

Cefazolin kam es zu einer Potenzierung des prophylaktischen Effekts des Antibiotikums
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in Bezug auf die Abszessentstehung [236]. Eine Option wire es rFnBFs adjuvant zur

antibiotischen Therapie bei Patienten mit einem ungiinstigen Risikoprofil anzuwenden [96].

Mit Hilfe des in dieser Arbeit verwendeten Permeabilititsassays konnte der Effekt von
rekombinanten FnBP-Fragmenten sowie FnBP-Antikdrpern getestet werden. Diese
Untersuchungen lieBen weitere Riickschliisse zu, ob es hierdurch in vitro zu einem
protektiven Effekt auf die Endothelbarriere kommt. Wire dies der Fall konnte in
darauffolgenden in vivo-Experimenten gepriift werden, ob rekombinante FnBP-
Fragmente bzw. FnBP-Antikorper dazu  beitragen, die  Erhohung der
Endothelpermeabilitit als frithen Schritt in der Pathogenese endovaskulirer Infektionen

zu inhibieren.

Scr-Kinasen sind eine weitere therapeutische Zielstruktur, die sich aus dieser Arbeit
ergibt. Es wurde gezeigt, dass Src-Kinase-Inhibitoren die FErhohung der
Endothelpermeabilitit in vitro reduzieren. Durch andere Autoren konnte bereits
demonstriert werden, dass Src-Kinasen auch fir die Invasion von S. aureus
entscheidend sind [157, 159, 160]. In der Tumortherapie hat sich die Verwendung von
Tyrosin-Kinase-Hemmern bereits gut etabliert. Als ndchster Schritt sollte daher auch in
tierexperimentellen Bakteridmie-Modellen getestet werden, ob sich die Hemmung von

Src-Kinasen protektiv auf die Entstehung endovaskuldrer Komplikationen auswirkt.

Fortfithrende Untersuchungen unter Flussbedingungen sowie in tierexperimentellen
Modellen konnten kldren, inwieweit die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse
relevant fiir die Entstehung endovaskulérer S. aureus-Infektionen in vivo sind und
welche therapeutischen Zielstrukturen zur Stabilisierung der Endothelbarriere in

Zukunft angegangen werden konnten.
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S Zusammenfassung

S Zusammenfassung

Staphylococcus aureus (S. aureus) ist einer der hiufigsten Erreger schwerer
endovaskulérer Infektionen, die haufig mit einer Dissemination des Erregers in andere
Organe und lebensbedrohlichen Komplikationen wie Endokarditis, Osteomyelitis oder
Abszessen assoziiert sind. Entscheidender Schritt in der Pathogenese endovaskuldrer
Infektionen ist die Schidigung und Uberwindung der Endothelbarriere. Fiir deren
Integritét ist die Intaktheit von Zell-Zell-Verbindungen elementar, diese werden unter
anderem durch Src-Kinasen reguliert. Es ist bekannt, dass S. aureus Fibronektin-
Bindeproteine (FnBPs) malgeblich fiir die Adhidrenz und Invasion des Erregers in
Endothelzellen sind. Die Invasion erfolgt iiber eine indirekte Bindung an asp3;-Integrine,
invasive Eigenschaften finden sich in nahezu allen klinischen Isolaten. In verschiedenen
Tiermodellen konnte auflerdem ein Zusammenhang zwischen der Expression von
FnBPs und der Dissemination von S. aureus in andere Organe gezeigt werden. Bislang
ist jedoch nicht untersucht, welche Auswirkung die S. aureus-Infektion auf die
Endothelbarriere hat und welche Mechanismen fiir die Translokation des Erregers

verantwortlich sind.

In dieser Arbeit wurde analysiert, ob die Infektion mit S. aureus- und S. carnosus-
Stammen in vitro zu einer Schidigung der endothelialen Integritit von EA.hy926-Zellen
fiilrt. Hierzu wurden Anderungen der transendothelialen Impedanz und der
Endothelpermeabeabilitit nach Infektion im xCELLigence- bzw. Transwell-System
erfasst. Zytotoxische Effekte wurden durch Kristallviolettfarbungen, immunfluoreszenz-
mikroskopische Untersuchungen der Mitochondrien und Nuklei sowie die Erfassung der
hypodiploiden = Zellkerne  mittels  Durchflusszytometrie ~ quantifiziert. — Zur
Entschliisselung des molekularen Mechanismus wurden Verdnderungen der Adherens
und Tight Junction-Proteine ZO-1 und VE-Cadherin in der Immunfluoreszenz
untersucht. Die Rolle von Src-Kinasen wurde durch pharmakologische Inhibition

analysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass FnBP-exprimierende S. aureus-Stimme eine Abnahme
der transendothelialen Impedanz verursachen und dass es 4 und 24 Stunden nach
Infektion zu einer signifikanten Zunahme der Endothelpermeabilitit kommit.
Zytotoxische Effekte auf die Endothelzellen durch die Infektion traten nach 24 Stunden
auf, jedoch nicht nach 4 Stunden. VE-Cadherin und ZO-1 zeigten 4 Stunden nach
Infektion eine FnBP-abhingige Konformationsinderung und Reduktion der
Signalintensitdt. Auflerdem konnte demonstriert werden, dass die Inhibition von Src-

Kinasen den Anstieg der Endothelpermeabilitit signifikant reduziert.
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S Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal belegt, dass S. aureus FnBPs eine Erhohung der
Endothelpermeabilitit bewirken. Wéihrend hierfiir zu spiten Zeitpunkten Apoptose
verantwortlich ist, muss nach 4 Stunden ein anderer Mechanismus ursichlich sein. Da
es zu einer Abschwichung der ZO-1- und VE-Cadherin-Signalintensitit in der
Immunfluoreszenz kam, ist anzunehmen, dass Adherens und Tight Junctions durch die
Infektion geschadigt werden. Es ist bekannt, dass Src-Kinasen durch die Infektion mit
S. aureus aktiviert werden. AuBerdem sind sie elementar fiir die Regulation der
Endothelpermeabilitit und vermitteln diesen Effekt unter anderem iiber eine
Phosphorylierung von Adherens und Tight Junction-Proteinen. Eine Src-vermittelte
Phosphorylierung von Zell-Zell-Verbindungsproteinen wire daher eine mogliche
Erklarung fiir die beobachteten Verdnderungen von ZO-1 und VE-Cadherin. Dieser
Mechanismus konnte Wegbereiter fiir die parazellulire Passage iiber die
Endothelbarriere sein. Dariiber hinaus konnte die erhohte Endothelpermeabilitit den
Zugang zur Extrazelluldrematrix und zum gréten Pool an Fibronektin und Integrinen
ermoglichen und so die Invasion und Transzytose begiinstigen. Die hier gewonnenen
Ergebnisse tragen dazu bei, die komplexe Interaktion zwischen S. aureus und dem
Endothel und somit wichtige Schritte in der Pathogenese endovaskulidrer Infektionen
besser zu verstehen und neue Zielstrukturen fiir therapeutische Interventionen zu

identifizieren.
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