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I. Finleitung

I.  Einleitung

1. Staphylococcus aureus

Staphylokokken gehoren phylogenetisch zu dem Reich der Eubakterien. Dieses Reich
wird wiederum in 11 Divisionen unterteilt, wobei die Staphylokokken der pathogenen
Abteilung der Firmicutes (grampositive Bakterien) zuzuordnen sind. Staphylokokken-
Bakterien gehoren zu der Familie der Micrococcaceae. Sie sind in der Regel
unbewegliche, fakultativ anaerobe, nicht sporenbildende, meist in Haufen angeordnete
Kokken. Aufgrund ihrer starren, dicken Zellwand, bestehend aus Murein,
Teichonsduren und Lipoteichonsduren werden sie durch ihr Fiarbeverhalten im
Féarbeverfahren nach Gram der Gruppe der grampositiven Bakterien (blaue Firbung)
zugeteilt. Die dicke Zellwand verhindert die Elution des Farbstoff-Jod-Komplexes
durch Alkohol.

Abb. 1.1: Gram-Priparat von Staphylokokken
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Durch den schottischen Chirurgen Ogsten erhielten die Staphylokokken im Jahre 1881
wegen ihrer traubenformigen Anordnung in Eiterisolaten ihren Namen (griechisches
Wort: ,,staphyle* — Traube) (Ogsten, 1881). Im Jahre 1884 wurden die Staphylokokken
aufgrund ihres Pigmentierverhaltens auf Agarmedien (Karotinoide als Schutz gegen
Licht und UV-Strahlen) durch den Géttinger Chirurgen Rosenbach in gelb- (S. aureus)
und weillpigmentierte (S. albus) Arten ndher klassifiziert. Die fiir den klinischen Alltag
wichtige Unterscheidung zwischen pathogenen und harmlosen Staphylokokken gelang
mit der Entdeckung der Fihigkeit einiger Bakterien Plasma zu verklumpen (Loeb, 1903;
Much, 1908; Daranyi, 1956). Dies fiihrte zur Einteilung der Staphylokokken in
koagulasepositive, zu denen vor allem S. aureus gehort, und in koagulasenegative
Bakterien mit dem Hauptvertreter S. epidermidis. Dass dies nicht der einzige
Pathogenititsfaktor der Staphylokokken ist, zeigte sich im Laufe der Zeit, da der lange
als apathogen geltende koagulasenegative S. epidermidis heute in vielen
Krankenhdusern ein haufiger opportunistischer Erreger von Katheter- und
Implantatinfektionen ist (Kloos and Bannemann, 1994). Das Genom der
Staphylokokken besteht aus einem ringférmigen Chromosom von ca. 2800 kbp und
enthdlt verschiedene Prophagen, Transposons und integrierte Plasmide. Zusitzlich
besitzen Staphylokokken meist noch ein oder mehrere freie Plasmide. Die
Genomsequenzierungen der vergangenen Jahre zeigten deutlich, dass das Genom in ein
sogenanntes ,,Core-Genome®, das hauptsichlich Stoffwechsel-relevante Gene enthélt
und in einen variablen Teil, der mobile genetische Elemente beinhaltet, unterschieden
werden kann. Der mobile Genomteil ist fiir die auBerordentlich hohe genetische
Flexibilitdt der Staphylokokken verantwortlich, die bis zu 22 % des Genoms betragen
kann (Fitzgerald et al., 2001, Lindsay and Holden, 2004). Auf dem variablen
Genomteil sind oftmals Virulenzgene und Resistenzdeterminanten kodiert, die

malgeblich die Pathogenitit eines Stammes bestimmen.

Staphylokokken gehoren meist der natiirlichen Flora von Haut und Schleimhéuten von
Menschen, Siugetieren und Vogeln an (Kloos and Lambe, 1991). Sie besiedeln
bevorzugt den Oropharynx, das Vestibulum nasii, die Ausfiihrungsginge der
Brustdriisen, die Axillen und die Perinealregion. Die klinisch relevanten

Erscheinungsformen von S. aureus-Infektionen reichen von banalen Hautinfektionen bis
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hin zu lebensbedrohlichen Erkrankungen und lassen sich demnach in drei Gruppen

unterteilen (Ohlsen, 1997):

1. Lokal-oberflachliche Infektionen (Furunkel, Karbunkel, oberflichliche
Wundinfektionen);

2. Invasive Infektionen (Endokarditis, Osteomyelitis, Mastitis, Organabszesse,
Pneumonien, Sepsis) und fremdkorperassoziierte Infektionen (Besiedlung von
Kathetern, Dialyseschlduchen, Herzschrittmachern, kiinstlichen Herzklappen,
Gelenkprothesen);

3. Toxinvermittelte Erkrankungen (SSSS - Staphylococcus-Scalded-Skin-
Syndrome, Pemphigus neonatorum, Dermatitis exfoliativa -

M. Ritter von Rittershain , Impetigo bullosa, TSS — Toxic-Shock-Syndrome,

Enterotoxikosen).

Die klinischen Erscheinungsbilder spiegeln die einzelnen Schritte der Pathogenese
wider, beginnend bei der harmlosen Kolonisation des Erregers von Haut, Schleimhduten
und leblosem Fremdmaterial. Die anschlieBende Infektion erfolgt entweder endogen
(autogen), d. h. durch ,,Selbstinfektion* mit Mikroorganismen der korpereigenen Flora
oder exogen. Durch diagnostische und therapeutische Interventionen werden die
natiirlichen Barrieren zerstort und die korpereigene, transiente oder permanente Haut-
und Schleimhautflora dringt in den Korper ein und fiihrt zu einer lokalen Infektion.
Seltener ist der exogene Ubertragungsweg durch andere Patienten, Personal oder
medizinische Gegenstinde, welche von Staphylococcus aureus besiedelt sind (Lowy,
1998). Findet die Lokalinfektion Anschluss an das Gefdf3system folgt die systemische
Streuung im Sinne einer Bakteridmie. Sind die Patienten durch Diabetes, Dialyse,
Multimorbiditdt im Alter, vorbestehende Infektionen, abgeschwichtem Immunsystem
oder Drogenmissbrauch priadisponiert, kann schlielich eine Sepsis mit evtl. letalem
Ausgang aus der primdr harmlosen Besiedlung resultieren (RKI, Nosokomiale
Infektionen, Heft 8, 2002). Dariliber hinaus ist eine metastatische Absiedlung in

verschiedene Organsysteme jederzeit moglich.
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Abb. 1.2: Verschiedene Stadien der Pathogenese von S. aureus (modifiziert nach Lowy, 1998):

Die Reihenfolge der Pathogenese wird im Bild von links nach rechts beschrieben. Zirkulierende
Staphylokokken binden an GefdBwandverletzungen, wo sich bereits PFT (Platelet-fibrin-thrombie)
gebildet hat. Die Anheftung der Staphylokokken erfolgt entweder {iber sogenannte MSCRAMM-Proteine
oder direkt iiber Adhésinrezeptoren an der Zellwand. Anschlieend erfolgt die Phagozytose der Bakterien
durch die Endothelzellen. Die Bakterien geben proteolytische Enzyme ab, wodurch die Bakterien wieder
in die Blutbahn gelangen. Die Bakterien 16sen eine inflammatorische Reaktion aus und es kommt zur
Abzessbildung. Die Endothelzellen exprimieren Fc-Rezeptoren und Adhésionsmolekiile, sogenannte
ICAM und VCAM (intercellular adhesion molecules und vascular-cell adhesion molecules). Es kommt zu
einer Ausschiittung von Interleukin-1, -6 und -8. Dadurch werden Leukozyten angelockt, welche sich am
Ort der Infektion niederlassen. Aufgrund einer Anderung in der Anordnung der Endothelzellen kommt es
zu einer erhohten GeféBpermeabilitit mit Transudation von Plasmaproteinen. Makrophagen und
zirkulierende Monozyten schiitten ebenfalls Interleukin-1, -6, und -8, sowie Tumornekrosefaktor o
(TNFa) aus. Die Makrophagenaktivierung fiihrt zu einer Interferon-y-Ausschiittung aus T-Lymphozyten.
Diese Zytokine und Mediatorsubstanzen aggravieren die inflammatorische Reaktion. Es resultiert dadurch

Sepsis und Vaskulitis (Lowy, 1998).

Eine besondere Form der Pathogenese zeichnen die Toxinosen aus. Durch Expresssion

von pyrogenen Superantigenen kommt es zu einer Aktivierung von T-Zellen und zu
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dem rapid verlaufenden Krankheitsbild mit Fieber, Schock, ,,capillary-leak*-Syndrom
und ohne rasche Intervention zum Multiorganversagen. Neben dem TSST-1 (toxic
shock syndrome toxin 1) sind daran verschiedene Enterotoxine beteiligt. Bislang sind
17 verschiedene superantigene Enterotoxine beschrieben (A, B, C1, C2, C3, D, E, G, H,
ILJ,K,L, M, N, O, Q (Le Loir et al., 2003). Interessanterweise sind alle superantigenen

Toxine von S. aureus auf mobilen genetischen Elementen kodiert.

Das breite Krankheitsspektrum ist Ausdruck der Expression einer Vielzahl

unterschiedlichster Pathogenititsfaktoren der S. aureus-Stdmme. Zu ihnen gehoren:

Protein A. Ein Oberfldchenprotein von S. aureus mit einem Molekulargewicht von
42 kD. Es besitzt antiphagozytire Eigenschaften und kann durch die Féhigkeit
Immunglobuline iiber das F.-Stiick zu binden, den Opsonisierungseffekt der Antikorper
autheben. Dies kann auch in der serologischen Diagnostik von Bedeutung sein, da
durch die Beschichtung mit spezifischen Antikorpern iiber die F.-Fragmente an

S. aureus-Stimmen ein Antigennachweis moglich ist (Gemmel et al., 1990).

Clumpingfaktor. Ein Fibrinogenrezeptor an der Zelloberfliche von S. aureus fiihrt
iiber Aktivierung von Fibrinmonomeren zu einer Verklumpung von Plasma
(Plasmaagglutination nach Birch-Hirschfeld auf dem Objekttriger) und ist, neben
Fibronectin- und Kollagen-Bindeprotein, verantwortlich fiir die Adhésionsfdahigkeit
am Wirtsgewebe oder an Fremdkorpern (Foster und McDevitt, 1994; Liang et al.,
1995).

Kapsel. Die Kapsel besteht aus Polysacchariden und ist ein weiterer antiphagozytérer
Faktor der S. aureus-Bakterien. Sie schiitzt das Bakterium vor Angriffen des
Monozyten-Makrophagensystem des Wirtes. Gegenwartig sind 11 verschiedene Typen
von Schleimkapseln bekannt, wobei Typ 5 und 8 in 75 % der humanen Infektionen

anzutreffen sind (O'Riordan and Lee, 2004).

Weiterhin tragen extrazelluldre Produkte zur Virulenz bei. Sie spielen eine Rolle in der

Festsetzung im Gewebe, beim Uberleben, bei der Vermehrung und Ausbreitung im
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Wirtsgewebe. Sie schiitzen das Bakterium gegen die Abwehrmechanismen des Wirtes.
Zu diesen extrazelluliren Substanzen zdhlt die schon erwédhnte Plasmakoagulase,
welche dhnlich der physiologischen Blutgerinnung, sich mit dem Staphthrombin
verbindet und die Aktivierung des Fibrinogens zu Fibrin auslost. Dadurch entsteht ein
Fibrinschutzwall um die Staphylokokken, was sich klinisch in der Ausbildung von
Abszesshohlen duflert. Durch ein bakterieneigenes Fibrinolysin, Staphylolysin, kann
dieser Schutzwall wieder aufgelost werden und sich das Bakterium weiter im
Organismus ausbreiten, ansonsten sind die Bakterien durch diesen Fibrinschutzwall vor

dem Abwehrsystem des Korpers und auch Antibiotika geschiitzt.

Weitere extrazelluldre Virulenzfaktoren sind Leukozidine, welche fiir die selektive

Granulozyten- und Makrophagenschiddigung verantwortlich sind.

Himolysine fiihren zur Zerstérung von Erythrozyten, Thrombozyten und anderen
Zellen (Dermatonekrosen). Es sind vier verschiedene Hamolysine bekannt: a-, B-, v-

und o-Hamolysin.

Hyaluronidasen und Hydrolasen spalten enzymatisch interzelluldre Kitsubstanzen des

Wirts und erleichtern die Invasion ins Wirtsgewebe (Kornblum et al., 1990).

Fiir das SSSS sind spezielle Exfoliativtoxine (A und B) ndtig. Es handelt sich hierbei
um epidermolytische Toxine, welche zu einer intraepidermalen Spaltbildung zwischen

Stratum spinosum und Stratum granulosum fiihren.

Enterotoxikosen werden durch verschiedene Enterotoxine (A, B, C1, C2, C3, D, E, G,
H, 1, J, K, L, M, N, O, Q) hervorgerufen. Sie verursachen Nahrungsmittelvergiftungen,
welche klinisch als rasch auftretende (Inkubationszeit: 1 - 6 Stunden), jedoch meist

selbstlimitierende (24 - 48 Stunden), Gastroenteritiden imponieren.

Das TSS wird durch das Toxic-Shock-Syndrom-Toxin 1 (TSST 1) ausgeldst. Die
Hauptwirkung liegt vermutlich in der Funktion als ,,Superantigen* T-Lymphozyten zu

stimulieren, in der Folge werden als proinflammatorische Mediatoren Inerleukin-1 und
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Tumornekrosefaktor-a. aus Makrophagen freigesetzt, die fiir die klinischen Symptome

eines toxischen Schocks verantwortlich gemacht werden (Baker and Acharya, 2004).

Es werden noch weitere Toxine und Enzyme, wie Lipasen, Proteasen und Nukleasen,
von Staphylokokken gebildet. Bacteriocine sind inhibitorische Substanzen, welche den
Staphylokokken ermdglichen in ihrer Umgebung eine grampositive Mischflora zu

hemmen und somit einen Wachstumsvorteil zu verschaffen.

Oberflachenproteine Extrazelluldare Proteine
(exponentielle Wachstumsphase) (stationdre Wachstumsphase)

Koagulase

Fibronektin-Bindeprotein Enterotoxin B

& TSST-1

Stationidre | . a-Toxin
Phase

Protein A

Kollagen-Bindeprotein

Exponentielle o
Fibrinogen-Bindeprotein pPhase iy RNAIII

7
Ao W AP

Clumping factor

Abb. 1.3: Schematische Darstellung ausgewéhlter Virulenzfaktoren von S. aureus. Die Produktion dieser
Faktoren erfolgt Wachstumsphasen-abhéngig und wird durch globale Regulatoren (agr, sar) reguliert. In
Abhingigkeit von der Zelldichte wird ein Quorum-sensing-Signalmolekiil ausgeschieden (AIP-
»autoinducing peptide). Oberflichenproteine werden vorwiegend in der exponentiellen Wachstumsphase

und extrazelluldre Proteine meist in der stationdren Phase gebildet.
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Die meisten Pathogenitétsfaktoren sind Bestandteil von komplexen Regulons und
werden als Antwort auf intra- und extrazelldre Signale gebildet (Novick, 2003, Cheung,
2004, Balaban et al. 2001; Lindsay et al., 1999). Zusitzlich sind verschiedene
Regulationssysteme fiir die Expression von Bedeutung, wie der ,accessory gene
regulator” (agr), der ,staphylococcal accessory regulator (sar), sae, arl und
verschiedene sar-homologe Regulatoren (Cheung, 2004, Novick, 2003, Fournier et al.,

2001; McNamara et al., 2000).

2. Antibiotika und Antibiotikaresistenzen in der Therapie von

Staphylokokkeninfektionen

In der Therapie von S. aureus-Infektionen kommen neben Antibiotika vor allem
chirurgische MaBBnahmen wie Er6ffnung, Drainage und Ausrdumung von Abszessen
sowie Entfernung von Sequester und Fremdkorpern in Betracht. Antibiotika der Wahl
sind bei nicht Penicillinase-bildenden Bakterien Benzylpenicilline, bei B-Lactamase-
bildenden Bakterien Isoxazolylpenicilline, bei schweren Infektionen auch kombiniert
mit Aminoglykosiden. Aufgrund immer hiufigerer Resistenzen gegeniiber Antibiotika
ist es sinnvoll, mit einer kalkulierten Chemotherapie auf Grundlage eines
Antibiogramms gezielter gegen die einzelnen Bakterienstimme vorzugehen. Ein grof3es
Problem ist jedoch die Zunahme von multiresistenten Keimen, vor allem von
Methicillin-resistenten S. aureus-Stimmen (MRSA). Die ersten MRSA-Stdmme traten
1961 in England auf (Jevsons et al., 1961) und nehmen seither zu. Nach Witte ist die
Pravalenz von 1,7 % im Jahre 1991 auf 20,7 % im Jahre 2002 gestiegen.
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Abb.1.4: Anteil der MRSA bezogen auf alle S. aureus-Isolate bei nosokomialen Infektionen in

Intensivstationen von Januar 1997 bis Juni 2002 (Epidemiologisches Bulletin des RKI, Ausgabe 9/2003).

Diese Bakterienstimme sind meist nur noch gegen Glykopeptidantibiotika, wie
Vancomycin oder Teicoplanin, hdufig in Kombination mit Rifampicin, Clindamycin
oder Gentamicin angewandt, und gegen Linezolid aus der Substanzgruppe der
Oxazolidinone sensibel. Diese steigende Zahl multiresistenter Stimme fiihrt man auf
den enormen Selektionsdruck der Bakterien in den Kliniken zuriick. Nach
Antibiotikagabe {iiberleben nur gegen das Medikament resistent gewordene
Bakterienstimme, welche sich weitervermehren und iiber horizontalen Gentransfer
Resistenzdeterminanten weitergeben. Diese Resistenzfaktoren liegen oft auf mobilen
genetischen Elementen wie Transposons und R-Plasmiden und konnen nicht nur
zwischen Bakterien einer Art, sondern auch verschiedener Arten iibertragen werden
(Lindsay and Holden, 2004). Somit kommt es unter Selektionsdruck oft zu einer
schnellen Ausbreitung der Antibiotikaresistenzen. Weiterhin kénnen sich auch durch
spontane Neumutationen Resistenzen entwickeln (z. B.: Rifampicinresistenz - daher
Rifampicin niemals als Monotherapie verwenden ebenso nicht Fluorochinolone).

Problematisch ist auch die Selektion antibiotikaresistenter Keime in der Tierzucht durch
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die nutritive Gabe von Antibiotika oder prophylaktischen Antibiotikagebrauch. Solche

Keime konnen iiber die Nahrungskette oder den direkten Kontakt mit
landwirtschaftlichem Personal in Krankenhduser gelangen (Witte, 1998). Auch der
zunehmende Tourismus ist eine Quelle fiir die Ausbreitung antibiotikaresistenter

Bakterien (Schmunis and Corber, 1999).

Weitere Ursachen fiir die zunehmende Verbreitung von MRSA sind laut dem Robert-
Koch-Institut:

- fehlerhafte und inkonsequente Umsetzung von Hygienemalinahmen,

- deutliche Zunahme von fiir MRSA-Infektionen pridisponierte Risikopatienten
(Frithgeborene, Intensivpatienten, Diabetiker, polytraumatisierte, geriatrische
Patienten und immunsupprimierte Patienten),

- Zunahme intensivmedizinischer medikotechnischer MaBnahmen und von

Implantationen synthetischer Materialien,

- mangelnde Information der Folgeeinrichtungen nach Krankenhausaufenthalten

im Umgang mit MRSA-infizierten Patienten, insbesondere Pflege- und

Altenheime.

Tabellel.1: Nachweis einzelner Epidemiestimme bei invasiven Infektionen, Wundinfektionen und
nasaler Besiedlung in Krankenhéusern fiir Deutschland im Jahre 2002

(Resistenzen: CLI=Clindamycin,
OXA=O0xacillin, OTE=Oxytetrazyklin, PEN=Penicillin, SXT=Trimethoprim/Sulfamethoxazol)
(Epidemiologisches Bulletin des RKI, Ausgabe 32/2003)

CIP=Ciprofloxacin, ERY=Erythromycin, = GEN=Gentamicin,

Art der s»Barnim“- “Berliner”- “Siiddeutscher”- ,»Rhein-Hessen“- Andere nicht
Infektion, MRSA MRSA MRSA MRSA Epidemiestimme-
Besiedlung PEN, OXA, ERY, PEN, OXA, PEN, OXA, GEN, | PEN, OXA, ERY, MRSA
CLIL CIP CIP,GEN, ERY, ERY, CLI CIP, CLIL CMP, CIP
CLI, SXT OTE
Sepsis 23,5 % (n=45) 18,2 % (n=35) 31,8 % (n=61) 15,6 % (n=30) 10,9 % (n=21)
Pneumonie 23,0 % (n=89) 17,6 % (n=68) 31,9 % (n=31,9) 11,7 % (n=45) 15,8 % (n=61)
Whundinfektion 22,3 % (n=206) 28,0 % (n=258) 21,9 % (n=202) 10,2 % (n=94) 17,6 % (n=162)
Nasale 24,0 % (n=118) 22,5 % (n=111) 24,7 % (n=122) 13,2 % (n=65) 15,6 % (n=77)
Besiedlung
23,0 % (n=458) 23,7 % (n=472) 25,5 % (n=508) 11,7 % (n=234) 16,1 % (n=321)

10
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Tabellel.2: Resistenzen von MRSA gegen Antibiotika, Deutschland 2001 und 2002 (Epidemiologisches
Bulletin des RKI, Ausgabe 35/2003)

2001 2002

Insgesamt 100 % (n=3828) 100 % (n=3687)
Ciprofloxacin 97,23 % 97,18 %
Moxifloxacin 96,47 % 96,75 %
Erythromycin 69,67 % 72,28 %
Clindamycin 63,58 % 67,72 %
Chloramphenicol 50,99 % 55,95 %
Gentamicin 31,40 % 23,95 %
Sulfonamid/Trimethoprim 6,30 % 3,61 %
Oxytetrazyklin 6,19 % 4,58 %
Fosfomycin 295 % 1,71 %
Fusidinsiure 2,48 % 2,44 %
Mupirocin 2,32 % 1,65 %
Rifampicin 2,30 % 1,87 %
Quinupristin/ Dalfopristin 0,03 % 0,05 %
Teicoplanin 0,00 % 0,03 %
Vancomycin 0,00 % 0,00 %
Linezolid 0,00 % 0,00 %

In der antiinfektiven Therapie ist man permanent auf der Suche nach neuen
Chemotherapeutika. Eine neue Klasse von Antiinfektiva stellen die Oxazolidinone dar.
Sie binden, &hnlich wie Chloramphenicol, an die 50S-Untereinheit bakterieller
Ribosomen und verhindern so die Bildung eines funktionstiichtigen
Initiationskomplexes in der Proteinsynthese. Das erste in der Humanmedizin
verwendbare Oxazolidinon ist Linezolid. Es wirkt, wie die meisten neuen Antibiotika,
vor allem im grampositiven Bereich und zeichnet sich dabei durch seine orale
Verfiigbarkeit, relativ gute Vertraglichkeit und Wirkung bei resistenten Erregern aus.
Bei langer Anwendung kann es zu Blutbildverdnderungen und aufgrund der MAO-
inhibitorischen Wirkung zu Interaktionen mit Sympathomimetika und anderen
Arzneimitteln kommen. Neuere Antibiotika aus dieser Klasse, wie Ranebezolid,
AZD2563 und PNU-288034, befinden sich noch in der Erprobung und zeichnen sich

durch bessere pharmakokinetische und pharmakodynamische Eigenschaften aus.
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Im Jahre 2000 entwickelte man aus dem bekannten Stoffwechselprodukt Pristinamycin
von Streptomyces pristimae spiralis die halbsynthetischen Derivate Quinupristin und
Dalfopristin. In einer 30 :70-Mischung dieser beiden synergistischen Antibiotika,
welche man auch als Streptogramine bezeichnet, steht unter dem Handelsnamen
Synercid ein neues Antibiotikum zur parenteralen Therapie vor allem fiir den
grampositiven Bereich zur Verfiigung. Quinupristin und Dalfopristin binden an
bakterielle Ribosomen und hemmen somit die Proteinsynthese der Bakterien. Durch
Hemmung der Peptidbindung kommt es zu unvollstdndigen Peptidketten. Aufgrund der
synergistischen Wirkung der beiden Stoffe kommt es zu einer 10-fach héheren Wirkung
als bei Verabreichung der Einzelkomponenten. Es wirkt vor allem im grampositiven
Bereich, auch bei MRSA-Stimmen, sowie bei Enterococcus faecium, S. pneumoniae
und GISA-Stimmen. Im gramnegativen Bereich werden auch einige Erreger, wie
M. catarrhalis, H. influenzae, Neisserien, Mykoplasmen, Chlamydien und Legionellen
erfasst, nicht jedoch Enterobakterien und Pseudomonaden. Problem des Einsatzes sind
jedoch die multiplen Nebenwirkungen vor allem durch die rein parenterale Anwendung,

wie periphere Venenreizung, Myalgien, Arthropathien und Hyperbilirubinémie.

Im Bereich der Glykopeptidantibiotika sind in den letzten Jahren immer wieder neue
Chemotherapeutika hergestellt worden. Zu ihnen gehdren Daptomycin, Oritavancin,
Dalbavanacin und TD6424. Thre Wirkung liegt, wie die von Vancomycin und
Teicoplanin, in der Hemmung der Proteinsynthese, jedoch durch verbesserte chemische
Strukturen wirken sie rascher und effektiver als diese und sind daher auch fiir den
Einsatz Vancomycin-resistenter und anderer multiresistenter grampositiver Erreger

geeignet.
Auch in anderen Antibiotikaklassen werden immer wieder neue Stoffe entwickelt,

welche sich durch bessere Eigenschaften als ihre ,,Vorgidnger” im Hinblick auf Wirkung

und Nebenwirkungen auszeichnen (Heinzl, 2003).
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3. Neue Therapien

Neben der Entwicklung neuer Antibiotika versucht man auch andere Ansitze in der
Therapie von bakteriellen Infektionen zu entwerfen, wie zum Beispiel die Entwicklung
von monoklonalen Antikdrpern gegen neu entdeckte immunodominante Antigene
(Lorenz et al., 2000) auf S. aureus, welche in der vorliegenden Arbeit néher erldutert

werden.

Die Gabe von Antikdrpern im Sinne einer passiven Immunisierung oder die aktive
Immunisierung stellt einen vielversprechenden Ansatz in der Privention und Therapie
von Infektionen dar. Im Falle von Staphylokokkeninfektionen sollen Antikorper gegen
Staphylokokkenantigenen den ,,Angriff des Erregers blockieren. Die Adhésion an der
Zelloberflache soll behindert, die Opsonisierung und Phagozytose verhindert sowie
Toxine neutralisiert werden. Tierexperimentelle Beispiele, wie die aktive
Immunisierung von Rindern mit rekombinantem Fibronektin bindendem Protein,
welche Schutz vor Mastitis bietet (Mamo et al., 1994) oder die Gabe von spezifischen
Antikorpern gegen Kollagen-Adhédsinen bei Mausen, die eine letal verlaufende Sepsis

verhindern (Nilsson et al., 1998), zeigen den Erfolg von Immuntherapien.

Beispiel eines erfolgreichen Einsatzes eines in Deutschland zugelassenen monoklonalen
Antikdrpers ist der in der postoperativen adjuvanten Chemotherapie von
Kolonkarzinomen im Stadium UICCIII (DUKE C) eingesetzte Antikorper
Edrecolomab (Panorex®, Glaxo Wellcome) gegen das 17-1A-Zelloberflichenprotein.
Der Antikorper markiert die Krebszelle, wodurch sie vom korpereigenen Immunsystem
erkannt und phagozytiert werden kann. Hier gibt es jedoch Probleme durch die

antigenen Eigenschaften des murinen Antikorpers.

Die Entdeckung von immunodominanten Targetstrukturen, welche wéhrend einer
Sepsis mit MRSA exprimiert werden, ist Grundlage dieses neuen Therapieansatzes zur
Bekdmpfung von MRSA-Infektionen. Es handelt sich dabei um vier Staphylokokken-
spezifische  Antigene unterschiedlicher  Strukturen. IsaA  (immunodominant

staphylococcal antigen) ist ein Protein mit einer Gréfle von 29 kDa, IsaB ein Protein mit
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der GroBle von 17 kDa, CspA ein Protein mit der Grofle von 10 kDA, welches eine
100 %-ige Ahnlichkeit mit dem Hauptkilteschockprotein von S. aureus besitzt und ein

10 kDa groB3er Phosphatcarrier Hpr (Lorenz et al., 2000).

Primidres Ziel dieser Arbeit war die Gewinnung eines spezifischen monoklonalen
Antikorpers gegen IsaA, sowie die Etablierung eines ELISAs fiir den Nachweis dieses
Antikorpers. Des Weiteren wurde die Spezifitit von IsaA fiir S. aureus in Westernblots
mit unterschiedlichen Bakterienstimmen getestet. Weiterhin wurde im Rahmen dieser

Arbeit das immunodominante Antigen IsaB mutiert und phinotypisch charakterisiert.
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II. Material und Methoden

1. Material

1.1 Bakterienstimme

Tabelle 2.1: Verwendete und hergestellte Bakterienstimme

Stamm

Beschreibung

Referenz

E. coli DH 5a

F-, endA1, hsdR17(rk-, mk),
supE44, thi-1, recAl,

gvrA96, relAl, A, A (argF-
lac), U196, ®80dlacZAM15

Bethesda Research

S. aureus RN4220

Derivat von S. aureus 8325,
kein eigenes
Wirtsrestriktionssystem,
dadurch effizienter Akzeptor
von E.coli-DNA, Em-

resistent

Novick et al., 1983

S. aureus 8325

NCTC 8325 von Prophagen
geheilt, agr-positiv

Novick, 1969

G 1 E.coli DH 5a mit Teil dieser Arbeit
hergestelltem Plasmid pTG1
G 2 S. aureus 8325 mit Teil dieser Arbeit
hergestelltem Plasmid pTG1
G 3 Hergestellte Mutante aus Teil dieser Arbeit
S. aureus 8325 und pTGl
Nr. 10 Methicillin-sensibler Laborstammsammlung
S. aureus, Rachen
Nr. 11 Methicillin-sensibler Laborstammsammlung
S. aureus, Wunde
Nr. 12 Methicillin-sensibler Laborstammsammlung

S. aureus, Nase
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Nr. 13 Methicillin-sensibler Laborstammsammlung
S. aureus, Abszess
Nr. 14 Methicillin-resistenter Laborstammsammlung
S. aureus
Nr. 15 Methicillin-resistenter Laborstammsammlung
S. aureus
Nr. 16 Methicillin-resistenter Laborstammsammlung
S. aureus
Nr. 17 Methicillin-resistenter Laborstammsammlung
S. aureus
Nr.18 S. aureus, Bindehaut Laborstammsammlung
Nr. 19 S. aureus, Ulcus Laborstammsammlung
Nr. 20 S. aureus, Wunde (MRSA) Laborstammsammlung
Nr. 21 S. aureus, Blutkultur Laborstammsammlung
Nr. 22 S. aureus, Parotis Laborstammsammlung
Nr. 23 S. aureus, Wunde Laborstammsammlung
Nr. 24 S. aureus, Abszess Laborstammsammlung
Nr. 25 S. aureus, Wunde Laborstammsammlung
Nr. 26 S. aureus, Wunde Laborstammsammlung
Nr. 27 S. aureus, Ohr Laborstammsammlung
Nr. 28 S. aureus, Rachen Laborstammsammlung
Nr. 29 S. aureus, Abszess Laborstammsammlung
Nr. 30 S. aureus, Wunde Laborstammsammlung
Nr. 31 S. aureus, Blutkultur Laborstammsammlung
Nr. 32 S. aureus, Blutkultur Laborstammsammlung
Nr. 33 S. aureus, Blutkultur Laborstammsammlung
Nr. 34 S. aureus, Blutkultur Laborstammsammlung
Nr. 35 S. aureus, Blutkultur Laborstammsammlung
Nr. 36 S. aureus, Blutkultur Laborstammsammlung
Nr. 37 S. aureus, Blutkultur Laborstammsammlung
Nr. 38 S. aureus, Blutkultur Laborstammsammlung
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Nr. 39 S. aureus, Blutkultur Laborstammsammlung
Nr. 59 S. aureus, Blutkultur Laborstammsammlung
Nr. 60 S. aureus, Blutkultur Laborstammsammlung
Nr. 61 S. aureus, Blutkultur Laborstammsammlung
Nr. 62 S. aureus, Blutkultur Laborstammsammlung
Nr. 63 S. aureus, Blutkultur Laborstammsammlung
Nr. 174 S. haemolyticus, Haut Laborstammsammlung
Nr. 188 S. haemolyticus, Haut Laborstammsammlung
Nr. 189 S. sapropphyticus Laborstammsammlung
Nr. 190 S. canosus Laborstammsammlung
Nr. 191 S. hominis Laborstammsammlung
Nr. 192 S. lugdunensis Laborstammsammlung
Nr. 193 S. warnerii Laborstammsammlung
Nr. 194 S. cohnii Laborstammsammlung
Nr. 395 Enterococcus faecalis Laborstammsammlung
Nr. 397 E. coli Laborstammsammlung
Nr. 418 Enterococcus faecium Laborstammsammlung
Nr. 456 S. aureus, Intervet, Schwabenheim
ATCC29231/DSM2569
Nr. 457 S. aureus, Intervet, Schwabenheim
ATCC25923/DSM1104
Nr. 458 S. aureus, SG511 Intervet, Schwabenheim
Nr. 459 S. aureus, 25178 Intervet, Schwabenheim
Nr. 460 S. aureus, 29740 Intervet, Schwabenheim
Nr. 463 TSST-positiver S. aureus Laborstammsammlung
Nr. 464 TSST-positiver S. aureus Laborstammsammlung
Nr. 465 TSST-positiver S. aureus Laborstammsammlung
Nr. 466 TSST-positiver S. aureus Laborstammsammlung
Nr. 467 TSST-positiver S. aureus Laborstammsammlung
Nr. 468 TSST-positiver S. aureus Laborstammsammlung
Nr. 477 ET-positiver S. aureus Laborstammsammlung
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Nr. 478 ET-positiver S. aureus Laborstammsammlung
Nr. 479 ET-positiver S. aureus Laborstammsammlung
Nr. 480 ET-positiver S. aureus Laborstammsammlung
Nr. 481 ET-positiver S. aureus Laborstammsammlung
Nr. 482 ET-positiver S. aureus Laborstammsammlung

Nr. 512, 312/98

S. aureus aus Osteomyelitis,

Epidemiestamm

Witte, Werningerode

Nr. 513, 2242/98

S. aureus aus Osteomyelitis,

Epidemiestamm

Witte, Werningerode

Nr. 514, 2339/98

S. aureus aus Osteomyelitis,

Epidemiestamm

Witte, Werningerode

Nr. 515, 70/99

S. aureus aus Osteomyelitis,

Epidemiestamm

Witte, Werningerode

Nr. 516, 252/99

S. aureus aus Osteomyelitis,

Epidemiestamm

Witte, Werningerode

Nr. 517, 5/98

S. aureus aus Endokarditis,

Epidemiestamm

Witte, Werningerode

Nr. 518, 48/98

S. aureus aus Endokarditis,

Epidemiestamm

Witte, Werningerode

Nr. 519, 84/98

S. aureus aus Endokarditis,

Epidemiestamm

Witte, Werningerode

Nr. 520, 3137/99

S. aureus aus Endokarditis,

Epidemiestamm

Witte, Werningerode

Nr.521, 2950/00

S. aureus aus Endokarditis,

Witte, Werningerode

Epidemiestamm

Nr. 761 S. aureus, Nasenschleimhaut Laborstammsammlung
gesunder Probanden

Nr. 782 S. aureus, Nasenschleimhaut Laborstammsammlung
gesunder Probanden

Nr. 785 S. aureus, Nasenschleimhaut Laborstammsammlung

gesunder Probanden
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Nr. 794 S. aureus, Nasenschleimhaut Laborstammsammlung

gesunder Probanden

Nr. 809 S. aureus, Nasenschleimhaut Laborstammsammlung

gesunder Probanden

1.2

Seren

Pra-Immunserum (Serum vor Immunisierung)

,» 1. Test“-Serum (Serum nach erster Immunisierung mit IsaA 0,5mg)

,»2. Test“-Serum (Serum nach zweiter Immunisierung mit IsaA 0,5mg)

,»3. Test“-Serum (Serum nach dritter Immunisierung mit IsaA 0,5mg)

,» 1. Regular“-Serum (gréBere Serumentnahme nach dreimaliger Antigengabe)

,»2. Regular“-Serum

(= o. g. Seren wurden von der Firma ,,immunoGlobe® Antikérpertechnik®,

GroBostheim, hergestellt)

Patientenseren mit Nachweis einer MRSA-Sepsis (von Dr. med. U. Lorenz,

Facharzt fiir Chirurgie an der Uniklinik Wiirzburg, nach allgemeingiiltigen

Vorschriften entnommen und genehmigt)

- Patient 1: 12.06.2001 ,,Initiale* F

- Patient 2: 28.05.2001 ,,Myelodysplasie*

- Patient 3: 17.05.2001 ,.Initialen* ZF
Kontroll-Testserum 19907
Pra-Immun-Kaninchenseren von der Firma
Antikorpertechnik®, Groostheim:

S-0020 Standard-Immunisierungsprogramm:

,,immunoGlobe®

1 Serumprobe (ca. 500 pl); 19.05.01; Kaninchen AB19901;

(Alter: 2,5 Jahre)

(Alter: 21 Monate)

Serumprobe (ca. 500 pl); 19.05.01; Kaninchen AB19909;
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1.3

1.4

10

Serumprobe (ca. 500 ul); 19.05.01; Kaninchen AB1-103;
(Alter: 21 Monate)

Serumprobe (ca. 500 ul); 19.05.01; Kaninchen AB1-107;
(Alter: ca. 5 Monate)

Serumprobe (ca. 500 ul); 19.05.01; Kaninchen AB1-0.Nr.;
(Alter: 2,5 Monate)

Serumprobe (100 pl); 06.07.97; Kaninchen AB19702;
(Alter: ca. 1 Jahr)

Serumprobe (100 pl); 06.07.97; Kaninchen AB19703;
(Alter: ca. 1 Jahr)

Serumprobe (100 pl); 06.07.97; Kaninchen AB19704;
(Alter: ca. 5 Monate)

Serumprobe (100 pl); 06.07.97; Kaninchen AB19705;
(Alter: ca. 6 Monate)

Serumprobe (100 pl); 06.07.97; Kaninchen AB19706;
(Alter: ca. 1 Jahr)

Sekundar-Antikorper

Kaninchen-Anti-Human-Antikdrper (Dianova, Hamburg)

Schwein-Anti-Kaninchen-Antikdrper (Dianova, Hamburg)

Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Die Materialien, welche nicht zu den allgemeinen Standardchemikalien des Labors fiir

molekulare Infektionsbiologie der Universitit Wiirzburg gehdren, stammen von

folgenden Firmen:
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Amersham Pharmacia Biotech:

AppliChem:

Bio 101:

Boehringer Mannheim:

Difco:

Gibco BRL:

Merck:

Roth:

Sigma:

Enzyme

,Hyperfilm™ECL™" — Filme

NaOH-Plétzchen
EDTA

Tris
3-Mercaptoethanol
Formaldehyd

Gene Clean III Kit

Alkalische Phosphatase

Agar Granulated
Trypton

Agarose Ultra PUR
Select Yeast Extract

Kaliumhydrogenphosphat

Glycin
Natriumcitrat

Ethanol

BSA (Bovines Serumalbumin)

ABTS (2,2 -azino-di-3ethylbenzthiazoline sulfonic
acid)

Antibiotika (weitere Antibiotika anderer Herkunft

s. Tabelle 2.2)
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1.5  Medien und Agarplatten

Die Zusitze fiir die Medien werden in dest. H,O geldst und 20 Minuten autoklaviert.

LB-Medium:

10 g Bacto Trypton
5 g Yeast Extract

5 g NaCl

add 1 1 HoO dest.

B-Medium:

10 g Bacto Trypton
5 g Yeast Extract

5 g NaCl

1 g KoHPO4

add 1 1 HoO dest.

Zur Lysierung von Staphylokokken ziichtet man Staphylokokken in B-Medium mit 1 %
Glycin an. Das zugesetzte Glycin wird in die Pentapeptidbriicken in der Zellwand
wéhrend der Mureinsynthese eingebaut und ermdglicht so ein leichteres Aufspalten der

Bakterien mittels Lysostaphin.

Tryptic Soyabean Broth (TSB) (Difco):
30 gadd 1 1 H2O dest.

LB-Agarplatten:
1 1 LB-Medium

12 g Agar
Nach Abkiihlung des autoklavierten Agars auf ca. 40 °C werden die hitzelabilen

Antibiotika hinzugesetzt, die Platten gegossen und im Kiihlraum bei ca. 4 °C dunkel

gelagert.
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LB-X-Gal-Platten:

1 1 LB-Agar autoklavieren
500 pl IPTG (100mM)

3 ml 2 %X-Gal (in Dimethylformamid)

Kaninchenblutplatten:

1 I autoklavierter LB-Agar

5 % gewaschene Kaninchenerythrozyten

1.6  Antibiotikazuséitze fiir Medien, Agarplatten und MHK-Bestimmung

Tabelle 2.2: Verwendete Antibiotika mit dem entsprechenden Losungsmittel flir die Stammldsung und

deren Hersteller

Antibiotikum Stammlosung/Losungsmittel Herkunft
Ampicillin 10 mg/ml in H,O bidest. Sigma,
Deisenhofen,
Deutschland
Chloramphenicol 10 mg/ml in EtOH Serva,
Heidelberg,
Deutschland
Clindamycin 10 mg/ml in H,O bidest. Sigma
Erythromycin 10 mg/ml in EtOH Sigma
Gentamicin 10 mg/ml in H,O bidest. Sigma
Methicillin 10 mg/ml in H,O bidest. Sigma
Ofloxacin 10 mg/ml in 10 %-Essigsédure Roussel Uclaf,
Romainville,
Frankreich
Tetracyclin 10 mg/ml in H,O bidest. Sigma
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1.7 DNA-Grofienmarker

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

GeneRuler™
1kb DNA Ladder

Fragment Sizes

10kb 1 — 10000
= 8200
6000
5000

4000
3500
3000
- 2600

~ 2000
— 1500

1kb 4= 1000
- 150

1.0% agaoss

100 -

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des GeneRuler™
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1.8 Geriite

Tabelle 2.3: Verwendete Gerite

Gerit

Fabrikat

ABI-Sequenzierer

Applied Biosystems (ABI Prism 310

Genetic Analyzer)
Analysewaage Ohaus Navigator
Autoklaven Fedegari
Elektrophoresekammer BioRad
Elektroporationsgerit EQUIBIO (Easyject prima)
Entwickler AGFA (Curix 60)
Feinwaage Chyo
Geldokumentationsanlage BioRad (GelDoc 2000)
Hybridisierungsofen Hybaid
Inkubator Heraeus
Li-COR-Sequenzierer MWG-Biotech (Modell 4000)
Magnetriihrer GLW (M21)
pH-Meter WTW pHS526
Photometer Pharmacia Biotech (Ultraspec 3000)
Schiittelinkubator New Brunnswick Scientific (innova 4300)
Spannungsgeréte BioRad (Power Pac 2000)
SpeedVac Savant (SC 110)
Sterilbank Nuaire (Class II Type A/B3)
Thermoblock Liebisch
Thermocycler Eppendorf (Mastercycler personal)
Tischzentrifuge Eppendorf (Centrifuge 5415 C)

UV-Stratalinker

Stratagene

Vakuumblot-Apparatur

Pharmacia Biotech

Vortexer Scientific Industries
Wasserbadinkubator GFL
Westerblotgerit BioRad
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1.9 Verwendete Plasmide

Tabelle 2.4: In dieser Arbeit verwendete und erstellte Plasmide

Plasmid Eigenschaften
pBT2 7 kb, shuttle Vektor, bla, cat (Briickner,
1997)
(s. Abb. 3.18 im Ergebnisteil)
pTG1 pBT2 + ,,upstream“-Fragment + ErmB

+ ,,downstream”-Fragment, 10,65 kb,
(im Rahmen dieser Arbeit hergestellt)
(s. Abb. 3.19 im Ergebnisteil)

2. Methoden

2.1  Isolierung chromosomaler DNA aus Staphylococcus aureus (Pospiech and

Neumann, 1995)

2 ml einer in B-Medium + 1 % Glycin geziichteten UN-Kultur werden 5 Minuten bei
6000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wird in 1 ml TNE-Puffer gewaschen. AnschlieBend
nimmt man das Pellet in 500 pl TNXE-Puffer auf und gibt der Suspension 40 pl
Lysostaphin (1 mg/ml) zu. Die Probe ldsst man bei 37 °C ca. 30 Minuten inkubieren bis
die Zellen vollstindig lysiert sind. Durch die Zugabe von 40 pl Proteinkinase K
(10 mg/ml) werden die zelluldren Proteine inaktiviert. Die Probe wird ca. 2 h bei 60 °C
inkubiert bis die Probe klar erscheint. AnschlieBend werden 1/3 Volumen 3 M NaCl
(188 pl) und 1 Volumen Chloroform unter dem Abzug zur Suspension gegeben und 30
Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Probe wird 5 - 10 Minuten bei 9000 rpm
zentrifugiert, dabei bilden sich 3 Phasen. Die chromosomale DNA befindet sich in der
obersten Phase. Diese wird vorsichtig abgenommen und in 2 Volumen 96 % EtOH
gefdllt. Es erfolgt eine erneute Zentrifugation bei 9000 rpm fiir 20 Minuten. Der

Uberstand wird verworfen und das Pellet in 1 ml 70 % EtOH gewaschen. Diese
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Suspension wird nochmals 10 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wird bei
Raumtemperatur ca. 30 Minuten getrocknet und anschlieBend in 50 ul EB-Puffer

aufgenommen.

TNE-Puffer:

10 mM Tris-HCI pH 8,0
10 mM NaCl

10 mM EDTA pH 8,0
add 500 ml H,O

TNXE-Puffer:
TNE-Puffer
1 % Triton X 100

EB-Puffer:
10 mM Tris-HCI pH 8,0

2.2 Phenol-/Chloroform-/Isoamylalkohol-Extraktion

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten, z.B. nach Alkalischer Phosphatase-
Behandlung, wird dem Ansatz gleiche Volumina Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol im
Verhéltnis 25 : 24 : 1 zugefiigt. Nach intensivem Mischen wird der Ansatz 2 Minuten
bei 14000 rpm zentrifugiert und die obere wissrige Phase in ein neues Eppendorfgefal3
tiberfiihrt. Mittels Zugabe des zweifachen Volumens von eiskaltem 96 % EtOH erfolgt
die Fallung der DNA. Zur Unterstiitzung der Féllung lagert man das Gemisch bei -70 °C
20 Minuten. Die DNA wird anschlieBend bei 4 °C 15 Minuten bei 14000 rpm
abzentrifugiert. Das gewonnene Pellet wird anschlieBend in 500 ul 70 % EtOH
gewaschen und erneut 5 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert. Dieses Pellet wird

ca. 10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und in 10ul HoO aufgenommen.
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2.3 Spaltung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Zur Uberpriifung von Plasmiden oder zu priparativen Zwecken kann DNA an
spezifischen Stellen durch die Wahl hierzu geeigneter Restriktionsenzyme gespalten

werden. Hierzu geht man wie folgt vor:

- 1-2ugDNA

- 1 pl Enzym A (Bsp: EcoRI) (ca. 4U)

- 1 pl Enzym B (Bsp: BamHI) (ca. 4U)

- 2 ul 10 x Puffer

- HyO dest., je nach ul gewdhlter DNA Auffiillen bis 20 pl Ansatz

Die Restriktion der DNA erfolgt bei den hier verwendeten Enzymen bei 37 °C fiir ca.
2 - 2,5 h. Die Restriktionszeit ist wichtig einzuhalten bei Enzymen mit ,,Star-activity*,

wie z. B. EcoRI und BamHI.

2.4. Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegel (GeneClean-II1-Kitt
von Biol01)

Um die gesuchten DNA-Teile nach der Gelelektrophorese aus dem Agarosegel zu
isolieren, werden die jeweiligen DNA-Fragment-Banden nach Ethidiumbromidfarbung
unter UV-Licht aus dem Gel geschnitten. Die Gelstiicke werden in ein Eppendorfgefif3
tiberfithrt und gewogen. Zur Losung des Agarosegels gibt man das dreifache Volumen
des gewogenen Stiicks an Natriumjodid hinzu und schmilzt es im Heizblock bei 50 °C
fiir ca. 5-10 Minuten. Zu dem komplett geschmolzenen Gemisch werden 10 pl
Glasmilch hinzugefiigt und bei Raumtemperatur unter gelegentlichem Schwenken 5
Minuten inkubieren lassen. Die DNA bindet sich unter diesen Bedingungen an die
Glasmilch. Der Ansatz wird kurz (5 Sekunden) bei 9000 rpm abzentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und das Glasmilchpellet wird dreimal mit 200 pl , New-

Wash“-Waschpuffer unter immer wieder neuem kurzen Abzentrifugieren gewaschen.
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Nach der letzten Zentrifugation entfernt man vollstindig den Puffer und resuspendiert
das DNA-Glasmilch-Gemisch mit 10 ul H>O dest.. Dieser Ansatz muss zur Losung der
DNA aus der Glasmilch ca. 5 Minuten bei 45 °C inkubieren. Anschlieend zentrifugiert
man bei 9000 rpm die geloste DNA von der Glasmilch ca. 1 Minute ab. Die DNA wird
vorsichtig in ein neues Gefal} liberfiihrt und entweder sofort weiter behandelt oder bei

minus 20 °C eingefroren.

2.5 ,,Sticky end* — Ligation

Zur Herstellung eines gewiinschten Plasmids sucht man sich einen geeigneten Vektor,
der mit den passenden Restriktionsenzymen geschnitten werden kann, welche es
erlauben, das jeweilig gewlinschte Insert in der Ligation in sich zu integrieren. Der
Vektor und auch das Insert miissen vor der Ligation mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen geschnitten werden, danach im Agarosegel aufgetrennt und im
GeneClean aufbereitet werden. Gereinigter Vektor- und Insert-DNA werden in einem

molaren Verhéltnis von 1 : 3 in einem 20 pl-Ansatz wie folgt zusammenpipettiert:

- 2 ul Vektor-DNA
- 6 ul Insert-DNA
- 2 ul 5 x Puffer

- 1 pl T4-Ligase

- 9ulHO

Dieser Ligationsansatz wird iiber Nacht bei 4 °C im Kiihlschrank inkubiert.
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2.6  Horizontale Gelektrophorese (Maniatis et al. 1982)

Zur Analyse von DNA-Fragmenten wird die Plasmid-DNA ihrer Groe nach in einem
Agarosegel aufgetrennt. Dabei verhilt sich die Grofe der Fragmente umgekehrt
proportional zu ihrer Wanderungsgeschwindigkeit im Gel, d. h. je groBBer das Fragment,

desto geringer die zuriickgelegte Strecke im Gel.

Zur Herstellung eines 1 %-Agarosegels wird in 200 ml TAE-Puffer 2 g Agarose in der
Mikrowelle ca. 2 Minuten geldst. Das Gel wird auf ca. 60 °C abgekiihlt und
anschlieend in einen Gelschlitten mit justierten Kamm gegossen. Nach ca. 15 Minuten
ist das Gel polymerisiert und der Kamm fiir die DNA-Lauftaschen kann entfernt
werden. Das erstarrte Gel kann nun in eine mit 1 x TAE-Puffer gefiillte Gelkammer

gelegt werden.

Die DNA-Spaltansitze versetzt man im Verhéltnis von 1 : 10 mit Stopppuffer, d. h. zu
einem ,,Verdau® von 20 pl gibt man 2 ul Stopppuffer.

Das DNA-Stopppuffer-Gemisch fiillt man vorsichtig in die Geltaschen ein. Um spiter
die aufgetrennten Banden ihrer Grofle zuordnen zu konnen, wird zusétzlich eine Spur
mit DNA-GroBenmarker aufgetragen. Die Auftrennung der Fragmente erfolgt bei 100 V
Spannung tiber 2 h, bei 80 V iiber 4 h oder bei 28 V iiber Nacht. Je langsamer die
Laufgeschwindigkeit, desto besser erfolgt die Auftrennung der DNA-Banden. Nach der
elektrischen Auftrennung der Banden wird das Gel in einem Spezialbad mit
Ethidiumbromid (10 pg/ml) gefarbt. Dadurch interkaliert dieser kanzerogene Farbstoff
mit der DNA, wodurch diese unter UV-Licht sichtbar gemacht und entweder

fotografiert oder ausgeschnitten werden kann.
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50 x TAE-Puffer:
242 g Tris-HCI

57,1 ml Eisessig
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
add 1 1 dest. H,O

Stopppuffer (6 x):

0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylen-Cyanol
15 % Ficoll Typ 400

add H2O0, je nach gewiinschter Menge

2.7  Transformation in kompetente E. coli

Um ein neu hergestelltes Plasmid in Bakterien einzufiigen, verwendet man in der
Bearbeitungsphase meist E. coli-Zellen, da diese genetisch fiir die Aufnahme von

Plasmid-DNA optimiert wurden.

Ein Aliquot kompetenter E. coli-Zellen (150 pl) wird auf Eis aufgetaut und die zu
transformierende DNA (5-20 pl) hinzugegeben. Die Suspension wird 30 - 60 Minuten
auf Eis inkubiert. In einem anschlieBenden Hitzeschock von 90 Minuten bei 42 °C
nehmen die Zellen die DNA auf. Danach wird der Ansatz erneut 5 Minuten auf Eis
gestellt. Nun wird dem Ansatz 1 ml steriles LB-Medium zugegeben und 2 h im 37 °C-
Schiittler zur phénotypischen Expression inkubiert. Die Zellsuspension wird 5 Minuten
bei 6000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand bis auf 300 ul verworfen. Das Pellet
wird mit der restlichen Flissigkeit resuspendiert und je 150 ul auf entsprechenden
Selektions-LB-Platten ausplattiert. Diese Platten werden iiber Nacht im 37 °C-
Brutschrank inkubiert.
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2.8  Herstellung kompetenter E. coli DHSalpha-Zellen (CaCl,- Methode)

Eine UN-Kultur von E. coli-Bakterien wird 1:50 in LB-Medium verdiinnt. Der
Gesamtansatz betrigt insgesamt 50 ml. Diesen Ansatz lasst man bis auf eine optische
Dichte (ODgponm) von 0,5 — 0,7 im 37 °C — Schiittler anwachsen. Anschlieend wird die
Kultur auf Eis abgekiihlt und auf zwei 50 ml Greinerréhrchen verteilt. Beide Rohrchen
zentrifugiert man 5 Minuten bei 4 °C bei 6000 rpm ab.

Der Uberstand wird verworfen und die Pellets werden mit je 12,5 ml eiskalter, steriler
0,1 M CaCly- Losung resuspendiert. Diese Zellsuspension wird bei 4 °C und 6000 rpm
erneut fiir 10 Minuten zentrifugiert. Die Pellets resuspendiert man nun mit 1,25 ml
eiskalter, steriler CaCl,- Losung und vereinigt die Inhalte der beiden Rohrchen
miteinander. Die Kultur wird 1 h auf Eis gestellt und anschlieSend werden 520 pl 87 %-
Glycerin-Losung zugegeben. Dies entspricht einer Endkonzentration von 15 %. Die
Bakterien-Glycerin-Losung aliquitiert man zu je 150 ul in Eppendorf-Reaktionsgefaf3e
und lagert sie bei —80 °C.

2.9  Herstellung elektrokompetenter S. aureus-Zellen (Schenk and Laddaga,
1992)

Eine S. aureus-UN-Kultur wird 1 : 100 in B-Medium + 1 %-Glycin verdiinnt, Zellansatz
insgesamt 50 ml. Diesen Ansatz ldsst man im 37 °C-Schiittler bis zu einer ODggonm VON
0,5 - 0,7 anwachsen. Die Kultur wird in ein 50 ml-Greinerrohrchen tiberfithrt und bei
3500 rpm fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pellet wird in 50 ml
sterilem H2O resuspendiert und erneut 10 Minuten bei 6000 rpm und Raumtemperatur
zentrifugiert. Das gewonnene Zellpellet wird in 10ml 10 %-Glycerinlosung
aufgenommen und nochmals zentrifugiert. Das Pellet wird nun in 5Sml 10 %-
Glycerinlosung resuspendiert und erneut zentrifugiert. Je nach Menge des gewonnenen
Pellets wird es abschlieBend in 0,2 - 0,5 ml 10 %-Glycerinlosung aufgenommen und in

Aliquots von 70 ul bei -80 °C gelagert.
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2.10 Elektroporation in S. aureus (Schenk and Laddaga, 1992)

Ein Aliquot elektrokompetenter S. aureus-Zellen (70 ul) wird bei Raumtemperatur
aufgetaut. Es werden 5 pl der gewiinschten DNA zugegeben und dann den Ansatz fiir
15 - 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren lassen. Fiir die Elektroporation werden
60 ul dieses Ansatzes in eine mit UV-Licht-sterilisierte Porationskiivette mit einem
Spalt von 1 mm gegeben. Die Elektroporation erfolgt bei 1,8 - 2,0 kV, 100 Q und 25
uF. Die optimale Zeitkonstante betrdgt 2,5 Millisekunden. Unmittelbar nach dem
Impuls werden 390 ul LB-Medium zugegeben und die Suspension in ein neues
Eppendorf-Gefa3 tiberfiihrt. Dieses Gemisch wird fiir 2h im 37 °C-Schiittler zur
phédnotypischen Expression inkubiert. 200 pul dieser Kultur werden auf speziell
gewihlten Antibiotikaplatten ausplattiert und je nach verwendeten Zellen bei 30 °C oder

37 °C iiber Nacht in den Brutschrank gelegt.

2.11 Phagengewinnung mit aufgenommenem Plasmid (Phage 85)

In der Transduktion werden Nukleinsduren von einer Bakterienzelle auf eine andere
mittels eines Bakteriophagens iibertragen. Der S. aureus-Phage 85 kann verwendet
werden, um sowohl Vektoren als auch chromosomale DNA in phagensensitive

Staphylokokken zu tiberfiihren.

Zur Phagenanzucht werden je 200 pl UN-Kultur des Donorstammes, meist S. aureus
RN4220 mit dem aus der Elektroporation gewonnenen zu libertragenen Plasmid , in vier
Reagenzrohrchen gegeben und 100 ul Phagensuspension in vier Verdiinnungsstufen
hinzugegeben (1, 10, 107, 107 verdiinnt in Phagenpuffer). Die Suspensionen werden
30 - 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wird jede Probe mit 4 ml
ca. 55 °C warmem Softy-Agar + 5 mM CaCl, vermischt und sofort auf L.B-Platten
gegossen. Die Platten werden iiber Nacht im 37 °C-Brutschrank inkubiert und am
nichsten Tag auf Lyse gepriift. Von den Platten mit kompletter Lyse (klar) schabt man
den Softy-Agar ab, gibt ihn in ein Greinerrdhrchen und fligt 1 ml Phagenpuffer hinzu.
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Die Probe wird gut gevortext und bei 3500 rpm 15 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wird sorgfiltig und vorsichtig mittels einer sterilen 2 ml-Spritze und steriler
Nadel (0,8) abgenommen. Die gewonnene Losung wird mittels eines Millipor-Filters in

ein Eppendorf-GefaB sterilfiltriert.

Softy-Agar (0,6 %):
1,25 g Yeast-Extract

2,5 g Trypton
1,25 g NaCl

1,5 g Agar

add 250 ml H,O

Phagenpuffer:
LB-Medium

5 mM CaCl,

2.12 Phagentransduktion in S. aureus 8325

Die gewonnenen Phagen (100 pul) werden zu 200 ul Bakterienkultur des
multiresistenten Zielstammes S. aureus 8325 gegeben und 25 ul 1 M CaCl; und 25 pl
20 mM Natriumcitrat zugefiigt. Diese Suspension soll 1h bei Raumtemperatur
inkubieren, anschlieBend werden 4 ml ca. 55 °C warmer Softy-Agar zugegeben und das
Gemisch wird dann sofort auf speziellen Selektionsplatten ausgegossen. Die Platten
werden je nach iibertragenem Plasmid bei 30 °C (temperatursensitiver pBT2-Vektor)

oder 37 °C uber Nacht inkubiert.
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2.13 Southern Blot (Southern, 1975)

Mittels dieser molekularbiologischen Methode charakterisiert man DNA-Sequenzen
durch Kartierung von Restriktionsenzymschnittstellen. Man ermittelt dabei
Sequenzhomologien durch Hybridisierungsexperimente. Es wird chromosomale DNA
isoliert, deren Konzentration gemessen und ca. 10-20ug DNA fiir den
Restriktionsenzymverdau eingesetzt. Die DNA wird mit einem oder zwei geeigneten
Restriktionsenzymen gespalten. Bei der spiter stattfindenden Hybridisierung mit einer
geeigneten Sonde kann man dann unterschiedliche Banden fiir Wildtyp und Mutante
erwarten. Die Spaltsansitze (20 ul) werden 24 h bei 37 °C inkubiert, wobei nach 12 h
erneut Enzym hinzugegeben werden sollte, um eine vollstindige Spaltung der
chromosomalen DNA gewiéhrleisten zu kdnnen. Die gespaltene DNA versetzt man mit
2 ul Blaupuffer und tragt es auf ein 1 %-Agarosegel (TAE-Puffer + Agarose) auf.
Zusétzlich tragt man einen DNA-Grofenmarker auf und lasst das Gel 3 h bei 80 V in
einer mit 1 x TAE-Puffer gefiillten Gelkammer laufen. AnschlieBend wird das Gel 20
Minuten im Ethidiumbromidbad gefirbt und mit einem fluoreszierenden Lineal
fotografiert. Dadurch kann spiter die GroBe der hybridisierenden Fragmente mittels
Ausmessung der Laufstrecke der signalgebenden Banden im Vergleich zum Marker

bestimmt werden.

Zur Vorbereitung des Gels auf die Hybridisierung wird die DNA erst depuriniert, dann
denaturiert und anschlielend neutralisiert. Dazu wird das Gel abwechselnd in drei

Losungen gebadet:

1. Losung I (Depurinierung): 10 - 15 Minuten — Blaupufferbande féarbt sich gelb

2. Losung II (Denaturierung): 20 Minuten — Blaupufferbande farbt sich wieder
blau

3. Losung III (Neutralisation): 20 Minuten
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Losung I - Depurinierung:
0,25 N HCI
- 20,83 ml 37 % HCl
- 979,17 ml H,O

Losung IT — Denaturierung:
0,5 M NaOH
1,5 M NaCl
- 20 g NaOH
- 87,66 g NaCl
-add 1 1 H,O

Losung I11 — Neutralisation:
0,5 M Tris-HC1
1,5 M NaCl
- 60,5 g Tris
- 87,66 g NaCl
-add 1 1 H,O

Blaupuffer:
0,25 % Bromphenol

0,25 % Xylencyanol FF
15 % Ficoll (Typ 400, Pharmacia)
in H,O dest.
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2.14 Kapillarblot

Eine Nylon-Membran (Nytran Spercharge von Schleiche & Schuell) wird passend zum
Gel geschnitten und 5 Minuten in Wasser und 5 Minuten in 20 x SSC geschiittelt.
Den Aufbau der Kapillarblotapparatur kann man aus Abb.2.2 entnehmen:

. — Kapillar-
T Gewicht kraft
Glasplatte ]
Papierstapel
Whitman
Membran

Abb. 2.2: Aufbau des Kapillarblots

In eine passende Schiissel fiillt man 20 x SSC-Losung und legt iiber ein Gestell eine
Briicke aus Whatman-Papier, welches ebenfalls mit SSC getrénkt sein sollte. Die Enden
des Whatman-Papier sollten in der SSC-Losung der Schiissel zum Liegen kommen. Das
Gel wird mit den Taschen nach unten auf die Whatman-Papierbriicke gelegt. Die
Nylon-Membran wird blasenfrei und exakt auf das Gel gebracht und dariiber drei Lagen
in 20 x SSC getranktes Whatman-Papier in der entsprechenden Grof3e dariiber gelagert.
Darauf schichtet man passend zurechtgefalteten Zellstoff zu einem Stapel von ca. 10 cm
Hoéhe und legt dartiber eine Glasplatte. Zum Abschlu8 wird zur Beschwerung des Blots

ein geeignetes Gewicht aufgelegt.

Durch Kapillarkrafte wird die Trigerfliissigkeit 20 x SSC {iber Nacht nach oben gesaugt
und die DNA dadurch auf die Membran geblottet.

Am nichsten Tag wird der Blot abgebaut, die Taschen mit einem Stift auf der Membran
markiert und die Membran auf Whatman-Papier getrocknet. Anschlieend fixiert man
die DNA mittels UV-Licht (C2/C3-Stufe, 50 - 250 mJ, ca. 50 - 150 Sekunden) oder bei
80 °C im Backofen fiir 1 h auf der Membran. Dieser Vorgang wird als Crosslinking

bezeichnet.
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Um die Membran gut in das Hybridisierungsréhrchen iiberfithren zu konnen, wird die
Membran in 5 x SSC-Lésung geschmeidiger gemacht. Zur sogenannten
Vorhybridisierung wird in das Rohrchen 20 ml ECL-Hybridisierungsldsung gebracht
und den Blot bei 42 °C ca. 2 h inkubieren lassen. Durch diesen Vorgang werden
unspezifische Stellen auf der Membran blockiert, so dass spiter die gewdhlte

Hybridisierungssonde nur spezifisch binden kann.

20 x SSC-Puffer:
300 mM Natriumcitrat pH 7,0
3 M NaCl

- 88,23 g Na-Citrat

- 175,32 g NaCl

-add 1 1 H,O

ECL-Hybridisierungslosung:
500 ml ECL-Puffer
0,5 M NaCl (=14,61 g)

5 % Blocking agents (=25 g) langsam und sehr vorsichtig auf dem Riihrer mit

Riihrfischchen zugeben, 1 h bei 42 °C mixen und in 20 ml Portionen einfrieren.

2.15 Markierung der DNA-Sonde und Hybridisierung

Das PCR-Produkt zur Herstellung der DNA-Sonde wird aufgereinigt und die DNA-
Konzentration bestimmt. 100 - 200 ng DNA werden in 10 ul HO aufgenommen und 5
Minuten bei 95 °C gekocht, hierbei trennen sich die DNA-Stridnge auseinander. Danach
wird die DNA sofort 5 Minuten auf Eis gestellt um eine erneute Zusammenlagerung der
Strdnge zu verhindern. Anschliefend werden 10 ul Labelling-Reagenz hinzugefiigt,
dann 10 pl Glutaraldehyd, alles gut gemischt und abzentrifugiert. Das Gemisch wird 10
Minuten bei 37°C inkubiert. Die so markierte Sonde wird in das

Hybridisierungsrohrchen mit der vorhybridisierten Membran gebracht und bei 42 °C

38



II. Material und Methoden

erfolgt liber Nacht die Anlagerung der DNA-Sonde an die komplementiren DNA-

Sequenzen der Membran.

Am folgenden Tag wird der hybridisierte Blot 10 Minuten bei 50 °C im Wasserbad mit
5 x SSC-Losung gewaschen. Anschlieend erfolgt eine zweimalige Waschung des Blots
mit Waschpuffer, ebenfalls im Wasserbad bei 50 °C. Bei diesem Vorgang wird
unspezifisch gebundene DNA—Sonde von der Membran entfernt. AbschlieBend wird der
Blot zweimal fliir 5 Minuten mit 5 x SSC-Puffer auf dem Schiittler gewaschen.
Zwischenzeitlich kann man fiir die anschlieBende Fotographie die Exponierkassette
vorbereiten. Nach dem Schiitteln gibt man die Membran in eine Schiissel, in welche
man je 3 ml der beiden Detektionslosungen (I + II) gleichzeitig liber den Blot gieft.
Unter Schwenken der Schiissel ldsst man den Blot darin 1 Minute inkubieren. Danach
wird der Blot kurz auf Whatman-Papier getrocknet und moglichst blasenfrei in
Frischhaltefolie eingeschlagen und in die Exponierkassette gelegt. In der
Dunkelkammer wird unter Rotlicht ein lichtempfindlicher Film aufgelegt und dieser je
nach Signalstirke 5 Minuten bis 2 h in der Exponierkammer belichtet. Danach ldsst man

den Film im elektronischen Entwickler (AGFA Curix 60) entwickeln.

Waschpuffer:
0,5 x SSC (25 ml 20 x SSC)

0,4 % SDS (40 ml 10 % SDS)
add 11H,0

2.16 Entfernen einer Sonde vom Blot (Strippen)
Unter Strippen versteht man die Entfernung der alten Sonde um eine neue Sonde auf

den Blot aufbringen zu konnen, ohne stérende Hintergrundsignale der alten Sonde

hervorzurufen.
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0,05 x SSC (1 ml 20 x SSC) und 0,01 M EDTA pH 8,0 (8 ml 0,5 M EDTA) werden auf
400 ml mit H,O dest. aufgefiillt und kurz in der Mikrowelle aufgekocht. Die Fliissigkeit
wird in zwei Teile zu je 200 ml geteilt und zu jedem Teil 0,1 % SDS (2 ml 10 % SDS)
zugegeben. In diese Stripp-Losung wird der hybrisierte Blot fiir 15 Minuten gegeben
und geschiittelt. Die Losung sollte dabei so heil wie moglich sein (ca. 70 °C). Dieser
Vorgang wird mit der zweiten Stripp-Losung wiederholt. AbschlieBend wéscht man den
Blot bei Raumtemperatur mit 0,01 x SSC und trocknet ihn auf Whatman-Papier. Der

Blot ist nun fertig fiir eine weitere Hybridisierung mit einer neuen Sonde.

2.17 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsiduren

Die Konzentration von Nukleinsduren in einer Losung wird mittels Messung der
Absorption bei 260 nm am Photometer bestimmt. Die zu untersuchende Probe wird
1 : 80 mit H,O verdiinnt und in einer speziellen Quarzkiivette mit der Schichtdicke von
lem  gemessen. Die  Konzentration wird unter Beriicksichtigung des
Verdiinnungsfaktors aus der Absorption bei 260 nm bestimmt. Bei doppelstringiger
DNA entspricht eine OD von 1,0 einer DNA-Menge von 50 pg/ml (andere

Nukleinsdure-Elemente entsprechen anderen Konzentrationen).

ODy0 x 50 x Verdiinnungstufe = Konzentration in pug/ml

Durch Messung der Absorption bei 280 nm wird die Reinheit der Probe evaluiert. Das

Verhéltnis von Asg/Azgo sollte tiber 1,8 liegen.

Lambert-Beer'sches Gesetz:

A=x-c-d

(Absorptionsmasse= spektralbezogener Absorptionskoeffizient - Konzentration in Mol/l - Schichtdicke in cm)
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Abb. 2.3: Grundsitzlicher Aufbau eines Photometers (Biorama, 2000)
1) Lichtquelle 2) Optik 3) Blenden 4) Monochromator 5) Probenraum mit Kiivettenhalter
6) Detektor 7) Verstiarker 8) Anzeige

2.18 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine kann man durch eine diskontinuierliche SDS-PAGE auftrennen. Ein SDS-Gel
besteht aus einem Trenn- und Sammelgel. Zunéchst wird das Trenngel zwischen zwei
Glasplatten (15x 17,5 cm®) gegossen, welche durch einen 1,2 mm dicken Spacer
voneinander getrennt werden, bis nur noch ein ca. 3 cm freier oberer Rand vorhanden
ist. Das Ganze wird mit H,O dest. {iberschichtet. Die Konzentration des Acrylamid im

Trenngel wird anhand der GréBe der zu untersuchenden Proteine festgelegt:

Acrylamidkonzentration: Auftrennungsbereich:
15 % 12-43 kDa
10 % 16-68 kDa
7,5 % 36-94 kDa
5% 57-212 kDa

Nach ca. 30 - 60 Minuten wird das Wasser vorsichtig entfernt und geschaut, ob die
Trenngelphase fest ist. Ist sie fest, wird dariiber das Sammelgel gegossen und der

Gelkamm mit der gewiinschten Taschenbreite in die Sammelgelphase zwischen den

41



II. Material und Methoden

beiden Glasplatten eingesetzt. Nach Polymerisation des Sammelgels wird das Gel mit
den  Glasplatten aus der GieBvorrichtung genommen und in die
Gelelektrophoresekammer eingebracht. Die Kammer wird mit 1 x Elektrophorese-
Puffer gefiillt, der Kamm vorsichtig entfernt und die Taschen mit Elektrophorese-Puffer
ausgespiilt. Die Proben werden je nach Taschengrofle 5 - 20 pl vorsichtig in die Taschen
pipettiert und in einer Spur ein ProteingroBenmarker (Rainbowmarker) aufgetragen.
Das Gel mit den Proteinen wird bei unbegrenzter Voltzahl und 24 mA fiir eine Stunde

elektrophoretisch aufgetrennt.

Nach der Laufzeit kann das Gel in Coomassie-Blau oder Silberfarbung gefarbt und
dadurch die Proteinbanden sichtbar gemacht werden oder auf Nitrocellulose-Membran
geblottet und mit Hilfe von immunologischen Antigen-Antikorper-Reaktionen weiter

untersucht werden.

Ansatz fur zwei Gele:

10 ml eines 15 %-Trenngels:

5,0 ml 30 % Acrylamidlésung (30 %Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid)
2,5ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8

2,3 ml H,0 dest.

100 ul 10 % SDS

100 ul APS (Ammonium Persulfat)

4 ul TEMED

5 ml eines 5 %-Sammelgels:
830 ul 30 % Acrylamidlosung
1,3 ml 1,0 M Tris-HCI pH 6,8
2,7 ml H,0

50 ul 10 % SDS

50 ul APS

5 ul TEMED
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10 x Elektrophoresepuffer:
30 g Tris

144,4 g Glycin

100 ml 10 % SDS

add 11H,0

2.19 Probengewinnung fiir den Western-Blot

Fiir die Analyse von intrazelluldren Proteinen werden Gesamtzellysate verwendet. Von
einer UN-Kultur werden 2 ml abzentrifugiert mit 1 ml saliner Losung (0,9 % NaCl oder
PBS) gewaschen, erneut zentrifugiert und in 100 ul H,O resuspendiert und mit 25 ul 5 x
Laemmlipuffer versetzt. Dieser Ansatz wird 5 Minuten bei 100 °C aufgekocht, 15
Minuten bei 13000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert und ca. 10-20 pl vom
Uberstand auf das SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen.

Fiir die Untersuchung von extrazelluliren Proteinen wird entweder der Uberstand der
abzentrifugierten UN-Kultur direkt zur Analyse verwendet oder bei geringen
Proteinkonzentrationen einer Féllung mit TCA unterzogen. Dazu werden 10 ml
Kulturiiberstand mit 10 ml 20 % TCA versetzt und iiber Nacht im Kiihlschrank
inkubiert. Dieser Ansatz wird am ndchsten Tag 30 Minuten bei 13000 rpm bei 4 °C
abzentrifugiert und das Pellet mit eiskaltem Aceton gewaschen. Nach kurzem Waschen
wird das Proteinpellet in 100 ul TE-Puffer gelost. Vor dem Auftragen auf das Gel
werden 40 pl Probenmaterial mit 10 pl 5 x Laemmli-Puffer versetzt, 5 Minuten bei
100 °C aufgekocht und 2 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Die aufgetragene Menge

richtet sich nach der GroBe der Taschen im Gel.
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Laemmli-Probenpuffer:
1,1 g SDS

0,41 g EDTA

0,17 g NaH,PO4

1,1 ml B-Mercaptoethanol
add 10 ml H,O
1 : 1 mit 0,2 % Bromphenolblau (in 50 % Glycerin) mischen

2.20 Western-Blot

In der SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennte Proteine werden im Western-Blot auf
Nitrozellulosepapier iibertragen. AnschlieBend kann durch eine antigenspezifische
Antikorperreaktion das zu bestimmende Protein sichtbar gemacht werden. Der Transfer
der Proteine vom Gel auf die Nitrozellulose-Membran erfolgt horizontal in einer
Blotapparatur zwischen zwei Graphitplatten.

Man bereitet 12 Whatman-Papierfilter vor und die Nitrozellulose-Membran
(Handschuhe tragen, wegen evtl. Verfdlschungen durch Proteinreste an den Hédnden) in
der Grofe des Gels. Auf die mit H,O befeuchtete untere Graphitplatte werden die Blot-

Teile wie folgt angeordnet:

- 6 Lagen Whatman-Papier, welche in Anodenpuffer I getrankt wurden,

- 3 Lagen Whatman-Papier, welche in Anodenpuffer II getrinkt wurden,
- Nitrozellulosemembran, welche 10 Minuten in Anodenpuffer II lag,

- Gel,

- 3 Lagen Whatman-Papier, welche in Kathodenpuffer getrankt wurden.

Die Teile sollten alle luftblasenfrei iibereinander liegen. AbschlieBend wird die
Kathodengraphitplatte aufgelegt und beschwert. Der Transfer der Proteine erfolgt bei
unbegrenzter Voltzahl und 0,8 mA/cm® (6 x 9 cm® = 54 mA) Gelflache fiir 1 h. Nach

dem Blot entfernt man die Spur mit dem Marker von den iibrigen Proteinspuren und
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kennzeichnet mit einem Stift vorsichtig am Rand die Seiten der Membran zur
Identifizierung der Spuren. Das Markerstiick wird 15 Minuten in einer PonceauS-

Losung (2 % PonceausS in 30 % TCA) geférbt.

Nun erfolgt mit der Proteinmembran die Antikorperreaktion.

Anodenpuffer I:

0,3 M Tris
20 % Methanol

Anodenpuffer I1:
25 mM Tris
20 % Methanol

Kathodenpuffer:
25 mM Tris

40 mM g-Amino-n-capronsidure

20 % Methanol

2.21 Antikorperreaktion

Nach dem Elektroblotten werden die freien Protein-Bindungsstellen auf der
Nitrozellulose-Membran durch Inkubation in PBS-T/5 %-Magermilch im Kiihlhaus
iiber Nacht gesittigt. Am néchsten Tag verwirft man die Losung und wischt die
Membran unter Schwenken dreimal 5 Minuten mit PBS-T. Dann gibt man die Membran
in die Primédrantikdrperlosung (Kaninchen-/Human-Antikorperserum in PBS-T/5 % -
Magermilch) und lésst sie 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln inkubieren.
Die Primérantikorperlosung wird abgezogen und kann bei Bedarf wieder verwendet
werden. Die Membran wischt man nun dreimal 10 Minuten mit PBS-T auf dem

Schiittler. AnschlieBend inkubiert man wieder 1 h bei Raumtemperatur die Membran in

45



II. Material und Methoden

der Sekunddrantikorperlosung (Schwein-anti-Kaninchen/Human-AK in PBS-T/5 %-
Magermilch). Der zweite Antikorper ist mit dem Enzym Peroxidase gekoppelt, welches
mit dem anschlieBenden Substrat ein Signal zur Detektion auf dem Film hervorruft. Der
Blot wird vor der Substratzusetzung von ECL-Entwickler-Losung noch dreimal 10
Minuten mit PBS-T gewaschen. Abschliessend wickelt man den Blot blasenfrei in
Frischhaltefolie ein, gibt ihn in die Entwicklerkassette und legt je nach Signalstérke fiir

eine bestimmte Zeit (Sekunden bis Stunden) den Film auf.

PBS-T-Losung:

8,77 g NaCl

1,56 g Na,HPO4 x 2H,0
0,163 g KH,PO,4

add 1 1 H,O dest. pH 7,4
Tween 20 (0,05 %)

2.22 Wachstumskurven von S. aureus-WT/-8325 bei verschiedenen

Temperaturen

Zur Beurteilung des Wachstumsverhaltens von Bakterienstimmen unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen werden Wachstumskurven erstellt. Die Bakterienstimme
werden in verschiedenen Néhrmedien und bei unterschiedlichen Temperaturen
kultiviert. Das Wachstumsverhalten eines Mutanten-Stammes unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen kann bereits erste Hinweise zu einer moglichen Funktion des
untersuchten Gens liefern. Zunichst wird eine UN-Kultur des Wildtyp-Stammes und
der Mutante bei 37 °C angeziichtet und in 50 ml Medium soweit verdiinnt bis eine
ODgoonm von 0,015 eingestellt war. AnschlieBend wird das Wachstum iiber einen
Zeitraum von 24 h untersucht. Dazu werden in den ersten 10 h stiindlich und nach 24 h
1 ml Proben entnommen und die OD bei 600 nm im Photometer bestimmt. Zur

Kontrolle muss immer das Ausgangsmedium als Referenzwert mitgefithrt werden. In
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dieser Arbeit werden als Wachstumsmedien TSB wund LB, sowie als

Inkubationstemperaturen 30 °C, 37 °C und 42 °C gewdihlt.

2.23 Glucose-/NaCl-Wachstumskurven

Ahnlich der Testung des Wachstumsverhaltens von Bakterienstimmen in
unterschiedlichen Medien und bei unterschiedlichen Temperaturen verlduft die Testung
des Wachstums bei Zusatz von Glucose oder NaCl. Als Temperatur wihlt man die, bei
der das beste Wachstum ohne Zusétze erfolgte. Als Ndhrmedium das, bei welchem die
Stimme das beste Wachstumsverhalten im Wachstumskurventest zeigten. Fiir die
nachfolgenden Versuche wurden Kulturen bei 37 °C in LB-Medium angeziichtet. Wie
unter 2.22 beschrieben, wird zunichst eine UN-Kultur angeziichtet und eine Anfangs-
OD von 0,015 eingestellt. Man stellt durch Sterilfiltration eine 2 M sterile
Glucoseldsung her. Dazu 16st man 79 g Glucose in 200 ml H,O dest.. Nun pipettiert
man 47,5 ml des LB-Medium in einen Erlenmeyerkolben, gibt 2,5 ml der sterilfiltrierten
Glucoselosung dazu und anschlieend die fiir eine Ausgangs-OD von 0,015 bendtigte
Bakterienmenge. Nun werden die Bakterien bei 37 °C inkubiert und jede Stunde die OD
bis zum Erreichen der spiten stationdren Phase (,,study-state*) mittels Photometer
bestimmt. Fiir die Testung des Wachstumsverhaltens unter NaCl-Stress gibt man 50 ml
des LB-Mediums in einen Erlenmeyerkolben, fiigt 2,9 g NaCl fiir eine 1 M NaCl-
Losung hinzu und die notige Bakterienmenge fiir die Ausgangs-OD von 0,015. Dieser
Ansatz wird ebenfalls bei 37 °C inkubiert und jede Stunde bis zum Erreichen der spéten
stationdren Phase das Wachstum gemessen. AbschlieBend vergleicht man das
Wachstumsverhalten des Wildtyps mit dem der Mutante mit und ohne Zusitze bei

37 °C.
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2.24 API-STAPH-Testung zur Charakterisierung von Staphylokokkenstiimmen

API STAPH ist ein miniaturisiertes System zur Identifizierung von Staphylokokken und
Mikrokokken mit Hilfe standardisierter biochemischer Reaktionen und einer
spezifischen Datenbasis. Die verschiedenen Tests des API STAPH-Streifens liegen in
dehydrierter Form vor. Die Auflosung erfolgt durch Zugabe des API STAPH-Mediums,
das mit dem zu untersuchenden Bakterienstamm beimpft wurde. Der Bakterienstamm
muss zuvor in einem geeigneten Medium geziichtet werden. In jede Mulde des
Teststreifens wird 1 ml API STAPH-Bakteriensuspension pipettiert. Die Mulden mit der
Beschriftung ADH und URE werden mit ca. 1 ml Paraffindl zur Herstellung anaerober
Bedingungen iiberschichtet. Nach 18 - 24 Stunden Inkubation bei 37 °C erfolgt die
Reaktionsauslosung mittels der untenstehenden Reagenzien und deren Ablesung bzw.

Interpretation anhand der Herstellerangaben (bioMérieux, Niirtingen).

Reagenzien fiir diese Testung:

API STAPH-Medium: 0,5 g Hefeextrakt
(6 ml im Set) 10 g Bactopepton
5 g NaCl

10 ml Spurenelemente

add 1 1 H,O dest.

VP 1-Reagenz: 40 g Kaliumhydroxid
(5 ml im Set) 100 ml H,O
VP 2-Reagenz: 6 g a-Naphtol
(5 ml im Set) 100 ml Ethanol
NIT 1-Reagenz: 0,4 g Sulfanilséure
(5 ml im Set) 30 g Essigsdure

70 ml H,O
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NIT 2-Reagenz: 0,6 g N,N-Dimethyl-1-Naphtylamin
(5 ml im Set) 30 g Essigsdure
70 ml H,O
ZYM A-Reagenz: 25 g Tris-Hydroxymethyl-aminomethan
(8 ml im Set) 11 ml 37 %-HCI
10 g Na-Laurylsulfat
100 ml H,O
ZYM B-Reagenz: 0,35 g Fast Blue BB
(8 ml im Set) 100 ml 2-Methoxyethanol
dopi i ' 2
g ot con sty S bioMérieux
RR080 85000 sanasnanl]
OGN, SR
o ov mu | we wa e | e ma wowo e m ow e ]
. O Q = _(: O i
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Abb. 2.4: API STAPH Auftrageschema und Auswertkartchen

2.25 Herstellung von Magermilch- und Blutplatten zur Testung der Hamolyse

und Proteolyse

Zur Feststellung des Hamolyse- und Proteolyseverhaltens von Staphylokokkenstimmen
werden die Stdmme auf Blutplatten und Magermilchplatten ausgestrichen. In
Abhingigkeit von der Produktion von Hémolysinen und Proteasen erscheinen nach

Inkubation durchscheinende Hofe um die Kolonien. Anhand der Grofe der Lysehdfe
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kann auf den Grad der Expression und damit Produktion von H&molysinen und

Proteasen geschlossen werden.

Blutplatten:
750 ml LB-Medium

250 ml Kaninchenblut
12 g Agar

Magermilchplatten:
750 ml LB-Medium
250 ml PBS/Magermilch (10 g Magermilch/100 ml PBS)

12 g Agar

2.26 Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentration (MHK)

Zur Bestimmung der MHK eines Antibiotikums wird dieses zunichst in einem
geeigneten Losungsmittel aufgenommen und eine definierte Stammldsung hergestellt.
Zuvor wurde tiber Nacht im 37 °C-Schiittler eine Bakterienldsung in einem geeigneten
Medium angeziichtet. Die UN-Kultur wird auf 1: 100 verdiinnt und ca. 3 h auf eine
ODgoonm von ca. 1,0 heranwachsen lassen. Diese Kultur wird 1 : 1000 verdiinnt, so dass
eine Bakteriensuspension mit einer Konzentration von ca. 10° Bakterien/ml vorliegt. In
einer Reihe mit 13 Reagenzgldsern werden jeweils 0,5 ml Medium vorgelegt. In das
erste Rohrchen werden dann 0,5 ml des Antibiotikums mit einer Konzentration von
1024 pg/ml gegeben, gut gemischt und davon 0,5 ml in das zweite Rohrchen iiberfiihrt.
Nach Mischen werden von dem zweiten Rohrchen 0,5 ml in das dritte ROhrchen
pipettiert, wieder gemischt und in das nichste Rohrchen 0,5 ml iiberfiihrt. Dieses
Vorgehen wird bis zum 13. Rohrchen fortgesetzt, aus dem dann 0,5 ml verworfen
werden. Nach Zugabe von 0,5 ml der Bakteriensuspension zu den 13 Réhrchen hat man

nun eine Verdiinnungsreihe von 256 pg/ml bis 0,0064 pg/ml vorliegen. Zusétzlich wird
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eine Wachstumskontrolle ohne Antibiotikum mitgefiihrt. Nach 24 h Inkubation wird das
Wachstum der Bakterien in den Réhrchen kontrolliert. Die geringste Konzentration des
Antibiotikums bei der kein Bakterienwachstum mehr beobachtet werden konnte, ist die

minimale Hemmkonzentration.

2.27 Lymphknotenverarbeitung

Ein entnommener Lymphknoten wird, wenn er nicht sofort nach Extraktion verarbeitet
wird, in einer Petrischale mit RPMI-Medium {ibergossen. Ein Metallsieb wird auf einer
neuen Petrischale vorbereitet. Der Lymphknoten wird mit einem Skalpell zerkleinert
und in das Sieb gelegt. Dartiber gieSt man RPMI-Medium und versucht das zerstiickelte
Gewebe durch das Sieb zu pressen. Die durchgesiebten Zellen werden in einem 50 ml-
Rohrchen mit RPMI aufgenommen und bei 1500 rpm 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und das Zellsediment erneut mit RPMI-Medium gewaschen
und zentrifugiert. Dieser Vorgang wird je nach Fettgehalt des Gewebes wiederholt.
AnschlieBend farbt man die Zellen und zihlt sie in der Neubauer-Zahlkammer aus;
Lymphozyten stellen sich durch die Farbung blau dar und Erythrozyten rot. Die Zellzahl
wird auf 107 eingestellt, d.h. auf 2ml 2—5x 10° Zellen/ml. Die Einfrierrshrchen
werden auf Eis bereitgestellt. Das Sediment wird mit soviel RPMI-Medium geldst, dass
in jedes Rohrchen 1 ml der Zelllosung verteilt werden kann. Hierzu gibt man 10 % FCS
(Fotales Kélberserum) und gibt die Rohrchen auf Eis. Vor dem Einfrieren gibt man zum
Schutz der Zellen vor Gefrierschdden vorsichtig tropfelnd 10% DMSO in die
Rohrchen.

2.28 Isolierung mononukleirer Blutzellen (Ficoll-Gradient)

Die einzelnen Zellen im Blut besitzen unterschiedliche Dichte. Man kann sie daher

durch Hilfe eines Dichtegradienten voneinander trennen. Zur Isolierung der
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mononukledren Zellen (wie Lymphozyten und Monozyten) aus dem Blut, hat sich die
Ficoll-Losung mit einer Dichte von 1,077 g/ml bewéhrt. Diese fertige Trennlosung
besteht aus dem Polydextran Ficoll mit einem Molekulargewicht von 400 kD und
Natrium-Amidotrizoat. Die Lésung dieser beiden Komponenten ermoglicht die niedrige
Viskositit des Trennmediums. Die Dichte von 1,077 g/ml ist hoher als die Dichte der
mononukledren Zellen, jedoch geringer als die Dichte von Erythrozyten und
Granulozyten. Bei der Zentrifugation wandern die Erythrozyten und Granulozyten
durch die Ficoll-Schicht nach unten und setzen sich am Boden des
Zentrifugationsrohrchens ab. Die Lymphozyten reichern sich stattdessen zwischen dem

Blutplasma und der Ficoll-Schicht in der sogenannten Interphase an.

Pasteurpipetie

\
N J }Iutplasma

Zentrifugation
e e

Spritze___
mit Blut

-+ Interphase
~+—Ficoll
N 4
Ficoll 4 Erythirozyten

Granulozyten

Abb. 2.5: Schematische Darstellung zur Gewinnung mononukledrer Zellen durch Dichtegradienten-

Zentrifugation mittels Ficoll-Gradienten

In einem 50 ml Réhrchen werden stets unter sterilen Bedingungen je 25 ml des EDTA-
Blutes mit 25 ml PBS vermischt. 30 ml des so verdiinnten Blutes werden mit Hilfe einer
Spritze aufgezogen und vorsichtig gegen den Rand eines 50 ml-R6hrchens ausgedriickt,
in welchem sich 15 ml Ficoll-Losung befinden. Das Blut sollte sich auf der Oberfldche
der Ficoll-Losung verteilen und nicht vermischen. Die je nach verwendeter Blutmenge
vorhandenen Rohrchen werden 20 Minuten bei 980 x g bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Nach dieser Dichtegradienten-Zentrifugation werden die mononukledren

Zellen vorsichtig aus der Interphase mit einer Pasteurpipette abgesaugt und in ein neues
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50 ml-Rohrchen tiberfiihrt. Das Rohrchen wird mit PBS auf 50 ml aufgefiillt, mehrmals
geschwenkt und erneut 10 Minuten bei 365 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird
vorsichtig abgesaugt oder abgekippt. Die Zellen bilden das helle Sediment am Grund
des Rohrchens. Sie werden vorsichtig in 1 ml PBS resuspendiert und mit 50 ml PBS
erneut gewaschen und 5 Minuten abzentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes
werden die Zellen in 1 ml Gewebekulturmedium RPMI aufgenommen und mittels
Neubauer-Zdhlkammer die vorhandene Zellzahl bestimmt. Dazu werden 20 pl
Zellsuspension mit 100 pul 5 %-Essigsdure vermischt und 20 pul davon in die
Zahlkammer gegeben. Anhand der neun groB3en Quadrate am Boden der Kammer kann
die Zellzahl ermittelt werden. Jedes Quadrat hat eine Fliche von 1 mm?, d. h. bei einer
Tiefe von 0,1 mm hat man ein Volumen von 0,1 pl. Man zéhlt die Zellen der 4 dulleren
Quadranten und errechnet den Mittelwert daraus. Der Mittelwert wird mit 10*
multipliziert, um die Zellzahl pro Milliliter zu erhalten. Zusétzlich muss man den
Verdiinnungsfaktor von 6 in Essigsdure bedenken. AbschlieBend werden die Zellen auf
eine Konzentration von 5 x 10%ml mit RPMI + fotales Kélberserum + DMSO vorsichtig

eingestellt und bei -80 °C weggefroren. Das DMSO schiitzt die Zellen vor Eisschidden.

geschlifienes Deckglas Flis sigkeitsfilm
(Newtonsche Ringe)
\'-. Zellsuspension

k N\

Héhs der Kammer fll
0.1 mm /

P L T T Ty B T P e e e e P -
T R P R e

al 5
x’f | -':h_
Neubauer-Zahlkammer | M
(Compus) Bereich der

eingravieden Quadrale

Abb. 2.6: Schematische Darstellung einer Neubauer-Zihlkammer zur Bestimmung der Zellzahl
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Abb. 2.7: VergroBerte Darstellung des Zdhlfeldes einer Neubauer-Zahlkammer zur Auszidhlung von
Zellen

2.29  Zellfusion zur Herstellung monoklonaler Antikorper

Fir die Fusion zur Herstellung humaner monoklonaler Antikorper wurde die
Heteromyelom-Zelllinie HAB-1 eingesetzt. HAB-1-Zellen gingen aus einer Fusion
zwischen der murinen Myelomzelllinie Ag8 und humanen Lymphozyten eines malignen
B-Zelllymphoms hervor (Faller et al., 1990). Durch Fusionen zwischen HAB-1 Zellen
und lymphatischem Gewebe aus dem Menschen konnten bereits stabil humane

monoklonale Antikérper produzierende Klone hergestellt werden (Vollmers, 1998,
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2002). Fiir die Fusion wird zundchst PEG (Polyethylenglykol), welches die Zellen
geschmeidig macht, in ein Wasserbad mit 37 °C gestellt. In der Zwischenzeit taut man
das gewiinschte Fusionsgewebe (Lymphknotenmaterial, Blutlymphozyten, Milzzellen)
auf. Die aufgetauten Lymphozyten werden in 10 ml RPMI gewaschen und 5 Minuten
bei 1500 rpm abzentrifugiert. Das DMSO/FCS, welches die Zellen vor
Stickstoffschdden beim Eingefrieren schiitzte, wird dabei entfernt. Das gewonnene
Sediment wird erneut mit 10 ml RPMI-Medium geldst. Vor der Fusion zédhlt man
sowohl die HAB-1-Zellen als auch die Lymphozyten erneut aus, um ein optimales
Verhiltnis von 1 :3 fiir die Fusion herzustellen. Danach werden die Zellen erneut
abzentrifugiert. Anschlieend pipettiert man die beiden Zellpopulationen zusammen
und zentrifugiert sie 8 Minuten bei 1500 rpm. Nun bereitet man die 24-well-
Fusionsplatten vor, indem man 1 ml HAT-Medium in jedes well vorpipettiert. Das
HAT-Medium (Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin) gestattet die Selektion von
spezifischen Fusionszellen, da die Heteromyelom-Zelllinie iiber einen Gendefekt in dem
Enzym HPGRT (Hypoxanthin-Guanin-Phospho-Ribosyl-Transferase) verfiigt, ist eine
Neusynthese von Nukleotidbausteinen in Anwesenheit von Aminopterin iiber den
sogenannten ,salvage pathway*“ blockiert. Somit kénnen nur Wildtyp-Zellen und
Fusionszellen wachsen. Da die fusionierten Zellen sich stetig teilen, iiberwachsen diese
die Wildtyp-Zellen und es konnen spezifische, Antikorper produzierende Zellen
selektioniert werden. In jedes well werden 1 x 10° Zellen pipettiert. Dazu wird das
Sediment mit dem auf 37 °C erwdrmten PEG sehr vorsichtig in einem 25 ml-Réhrchen
geldst. 0,1 ml PEG werden dabei auf 107 Zellen langsam und behutsam unter leichtem
Schwenken des Rohrchens dazugetropfelt. AnschlieBend gibt man das Gemisch 90
Sekunden ins 37 °C-Wasserbad. Vorsichtig fiillt man die Rohrchen mit 2 x 10 ml
RPMI-Medium auf. Das Zellgemisch wird bei 1500 rpm erneut 5 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wird verworfen und mit HAT-Medium geldst. 0,5 ml des HAT-Zell-
Gemischs wird in jedes well hinzupipettiert und anschlieBend der Fusionsansatz in den
37 °C-Brutschrank gestellt. Wichtige Voraussetzung beim Umgang mit menschlichen
Zellen ist das stets sterile Vorgehen, um Verunreinigungen, welche das Wachstum
storen konnten, zu vermeiden. Nach ca. 1 - 3 Wochen kann man das erste Wachstum
der Hybridomzellen und somit die erfolgreiche Fusion beurteilen. Dazu achtet man auf

ein klares Medium und die relativ grolen Hybridomzellen. Bei unsauberem Arbeiten
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kann sich das Medium durch Bakterien- oder Pilzwachstum triib-flockig verdndern.
Nach jeder Woche findet ein Mediumwechsel statt. Dazu werden vorsichtig 1 ml vom
oberen well-Rand abgesaugt und 1 ml neues HAT-Medium vorsichtig hinzugegeben.
Das Medium verindert wihrend dieser Zeit auf Grund der pH-Anderung durch das
Zellwachstum seine Farbe von pink tber orange und kurz vor Testung der
Hybridomzellen auf monoklonale Antikérperproduktion zu gelb. Die Testung auf
monoklonale Antikdrperherstellung erfolgt mittels ELISA.

2.30 ELISA (Enzyme-linked immunosorbend assay oder enzymgekoppelter Test

der immunologischen Wechselwirkungen)

Durch die hochselektiven Wechselwirkungen zwischen Antikorper und Antigen kdnnen
wahlweise, je nach Versuchsanordnung, quantitative oder qualitative Bestimmungen
von spezifischen Antikdrpern oder Antigenen vorgenommen werden. In unserem Fall
zur Identifizierung von monoklonalen Antikorpern gegen IsaA. Nach der Herstellung
der bendtigten Puffer (Natrium-Bicarbonat pH 9,6; PBS und PBS-T pH 7,4; ABTS-
Citrat-Phosphat pH 4,2) wird die Proteinlésung zur Beschichtung der Mikrotiterplatten
(,,Coating*) erstellt.

Natrium-Bicarbonat-Puffer pH 9.6:
1,59 g Na,COs

2,93 g NaHCO;3

add 1 1 H,O dest.

PBS-Losung:
8,77 g NaCl

1,56 g Na,HPO4 x 2H,0
0,163 g KH,PO4
add 1 1 H,O dest. pH 7,4
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PBS-T-Losung:

8,77 g NaCl

1,56 g Na,HPO4 x 2H,0
0,163 g KH,PO,

add 1 1 H,O dest. pH 7,4
Tween 20 (0,05 %)

ABTS-Citrat-Puffer:

70 mM Citrat-Phosphat-Puffer, pH 4,2

Losung A = 0,1 M anhydrous citric acid (19,21 g/1)
Losung B = 0,2 M Na,Phosphat. 7 H,O (53,65 g/1)

Fiir 500 ml Puffer werden 147 ml Losung A und 103 ml Losung B gemischt und auf
500 ml mit destilliertem H,O augefiillt.

274 mg ABTS (2,2'-azino-di-3ethylbenzthiazoline sulfonic acid) werden zu diesem
Puffer zugegeben (= 1 mM ABTS).

Diese Substratlosung ist bei 4 °C im Dunkeln stabil. Unmittelbar vor Zugabe des
Substrates zum Assay mufl man zum Starten der Substratreaktion 1 pl 30 % H,O, pro

ml ABTS-Substratlosung hinzufiigen, sonst findet keine Reaktion statt.

IsaA wird im Verhéltnis von 10 pg/ml (1:10) und 2 pg/ml (1:50) mit Natrium-
Bicarbonatpuffer verdiinnt. Jeweils 100 ul dieser verdiinnten Proteinlésung werden in
die 96 wells der ELISA-Mikrotiterplatten pipettiert. Zur Kontrolle werden die
Randwells nur mit Natriumbikarbonatpuffer beschichtet. Die Mikrotiterplatten werden
mit passenden Deckeln oder Folie abgedeckt und in einer feuchten Kammer
(verschlieBbare Box mit destilliertem Wasser beschichtet) drei Stunden bei
Raumtemperatur oder iiber Nacht im Kiihlschrank (2 -6 °C) inkubiert. Die
Proteinlosung soll sich dabei an die feste Phase adsorbieren. Sie besteht meist aus
Cellulose, quervernetzte Dextrane, Polyacrylamid, Polystyrol oder Polypropylen.

AnschlieBend wird das ungebundene Antigen durch schnelles Drehen der Platten,
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kraftiges Ausschlagen der Platten auf Papiertiicher und dreimaligem Ausspiilen der 96
wells mit 300 ul PBS-T entfernt. Getrocknet sind diese vorbereiteten Platten im
gefrorenen Zustand auch lianger aufbewahrbar. Zur Abséttigung reaktiver Gruppen und
zur Senkung unspezifischer Bindungen werden alle 96 wells mit 300 ul
Blockierungspuffer (entweder 3 % BSA in PBS-T oder 5 % Magermilchplver in PBS-
T) eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend wieder mit dreimal
300 ul PBS-T gewaschen. In der Zwischenzeit kann der Primir-/Serumantikdrper
hergestellt werden. Dazu wird eine serielle Verdiinnungsreihe der gewlinschten Seren
ausgehend von einer 1 : 50-Verdiinnung angefertigt (1 : 100, 1:200, 1 :400, 1 : 800,
1:1600, 1:3200, 1:6400, 1:12800, 1:25600, 1:51200). Die Verdiinnungen sollen
gut gevortext und bis zur Verwendung auf Eis gelagert werden. 100 ul dieser
Antiserenverdiinnungen werden dann von links nach rechts in die jeweiligen wells
pipettiert (je eine komplette Reihe zur anschlieBenden Kontrolle und Ermittlung des
Mittelwertes — Detektion von ,,Ausreiflern®) und eine Stunde bei Raumtemperatur oder
tiber Nacht im Kiihlschrank inkubiert. Es erfolgt anschlieBend wieder eine dreimalige
Waschung der wells mit 300 ul PBS-T. Nun werden 100 pl des mit einem Enzym
gekoppelten Sekunddrantikdrper (in dieser Arbeit mit Peroxidase gekoppelt) in einer
Verdiinnung von 1 : 1000 mit PBS-T aufgetragen. Dabei ist es wichtig, den Antikdrper
zu verwenden, welcher auch der Spezies des Primérantikdrpers entspricht und die
Féhigkeit besitzt, alle Ig-Klassen zu erkennen, da man noch nicht weif3, welcher Klasse
der Serumantikdrper entspricht (IgA, IgM oder IgG). Die Inkubation erfolgt eine
Stunde bei Raumtemperatur. Auch der Sekundérantikorper wird wieder dreimal mit je
300 pl PBS-T ausgewaschen. Die Entwicklung des Assays erfolgt mit 100 ul ABTS-
Substratlosung und Zugabe von H,O, (pro 1 ml ABTS 1 ul H,0;). Bei positiver
Reaktion entsteht eine blaue Farbe im well. Nach ca. 30 Minuten kann man die
Reaktion am ELISA-Reader bei einer OD von 405 nm messen. Die Reaktion braucht
nicht gestoppt zu werden, man muf} aber bedenken, dass es zu einer Verfilschung der

Werte durch Messung an unterschiedlichen Zeitpunkten kommen kann.
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III. Ergebnisse

1. Entwicklung und Optimierung eines ELISA-Verfahrens fiir den

Nachweis von IsaA und anti-IsaA-spezifischen Antikorpern

1.1 Auswahl geeigneter Antigenbeschichtungskonzentrationen

Zunidchst wurden verschiedene IsaA-Proteinlésungen aus gereinigtem IsaA und
Natriumbikarbonatpuffer in verschiedenen Konzentrationen hergestellt, um die optimale
Beladung der Festphase mit IsaA fiir den ELISA-Test zu ermitteln. Es galt die
Konzentration an Antigen zu determinieren, die 50-90 % vom Maximum des
Substratumsatzes ergeben, gemessen durch die optische Dichte bei 405 nm. Die
Mikrotiterplatten werden in der Regel mit niedrigen Proteinkonzentrationen von
0,5 pg/ml - 10 pg/ml beschichtet (Grol and Schulze, 1990). Begonnen wurde mit den
Beschichtungskonzentrationen 2 und 10 pg/ml, die durch eine 1 : 10-Verdiinnung (1 ml
IsaA mit einer Konzentration 20 pg/ml und 9 ml Natriumbikarbonatpuffer) und 1 : 50-
Verdiinnung (0,2 ml IsaA, 20pg/ml, und 9,8 ml Natriumbikarbonat) als
Antigenbeschichtung der ELISA-Platten hergestellt wurden. Die Auswirkungen auf den
Test wurden mit unterschiedlichen Kaninchen-Seren in verschiedenen Konzentrationen
(1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400, 1:12800, 1:25600,
1:51200) als Primérantikorper ermittelt. Als Sekundérantikorper diente ein HRP-
gekoppelter Antikorper, der im Verhéltnis 1: 1000 mit PBS-T-Losung verdiinnt,
eingesetzt wurde. Die Einstellungen am ELISA-Reader waren wie folgt: W/L-Modus:
DUAL, Testfilter: 405 nm, Referenzfilter: 630 nm.
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Pria-Immunserum
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Verdiinnungsstufe

Abb. 3.1: Bestimmung der Anti-IsaA-spezifischen Aktivitit des Kaninchenserums vor der
Immunisierung mit IsaA im ELISA. Die Mikrotiterplatten wurden mit zwei verschiedenen
Antigenkonzentrationen (2 und 10 pg/ml) beschichtet und mit verschiedenen Konzentrationen eines
Kaninchenserums (Pra-Immunserum = Serum vor der Immunisierung mit IsaA) inkubiert. Das Pra-

Immunserum zeigte bereits eine Anti-IsaA-spezifische Aktivitit.

Um die Aktivitditszunahme der Kaninchenseren im Laufe der mehrmaligen
Immunisierungsschritte besser quantifizieren zu koénnen und um auch die
kanincheneigene Grundimmunisierungen mit IsaA zu erfassen, wurde zu Beginn der
ELISA-Entwicklung auch, wie in Abb. 3.1 dargestellt, die Aktivitit des Pré-

Immunserums im ELISA getestet.
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"1. Test"-Serum
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Verdiinnungsstufe

Abb. 3.2: Titration des Anti-IsaA Antiserums zur Bestimmung der optimalen Verdiinnungsstufe fiir den
ELISA-Test. Die Mikrotiterplatten wurden mit zwei verschiedenen Antigenkonzentrationen (2 und 10
pg/ml) beschichtet und mit verschiedenen Konzentrationen eines Kaninchenserums (,,1. Test®-
Serum = Serum nach der ersten Immunisierung mit IsaA) inkubiert. Das Anti-Serum wurde aus einem

Kaninchen drei Wochen nach der Immunisierung mit ca. 0,5 mg IsaA gewonnen.
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"2. Test"-Serum
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Abb. 3.3: Titration des Anti-IsaA Antiserums zur Bestimmung der optimalen Verdiinnungsstufe fiir den
ELISA-Test. Die Mikrotiterplatten wurden mit zwei verschiedenen Antigenkonzentrationen (2 und 10
pg/ml) beschichtet und mit verschiedenen Konzentrationen eines Kaninchenserums (,,2. Test®-
Serum = Serum nach zweimaliger Antigengabe) inkubiert. Das Antiserum wurde aus einem Kaninchen

sechs Wochen nach der Immunisierung mit zweimal ca. 0,5 mg IsaA gewonnen.

Aus den graphischen Gegeniiberstellungen der beiden Antigenbeschichtungen der
Mikrotiterplatten mit IsaA wurde ersichtlich, dass bei einer Antigenbeschichtung von
2 ug/ml IsaA die Antigen-Antikorper-Bindungsreaktion durch ein ausgewogeneres
Antigen-Antikorper-Bindungsverhéltnis im ELISA deutlichere Absorptionsunterschiede

als bei einer Beschichtungskonzentration von 10 pg/ml hervorgerufen werden.

Auf der Grundlage der erzielten Ergebnisse wurde fiir die nachfolgenden
Optimierungsschritte eine Beschichtungskonzentration von 2 pg/ml IsaA-Proteinldsung

gewihlt (s. Abb. 3.4).
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"2. Test"-Serum-Ak-Konzentration 2 ng/ml Antigenbeschichtung
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Verdiinnungsstufe

Abb. 3.4: Bestimmung der optimalen Antikérperverdiinnung fiir eine IsaA-Detektion im ELISA. Die
Mikrotiterplatten wurden mit 2 pg/ml IsaA beschichtet und mit einem Kaninchen-anti-IsaA-AK
(,,2. Test“-Serum) in 11 Verdiinnungsstufen (1 : 100 bis 1 : 102400) inkubiert.

1.2 Optimale Konzentration des Primirantikorpers

Nachdem eine geeignete Festphasen-Beschichtungskonzentration bestimmt wurde,
konnte anschlieBend die optimale Verdiinnungsstufe des Primérantikdrpers ausgetestet
werden. Dazu wurden in den folgenden Tests die Mikrotiterplatten mit der
Antigenkonzentration 2 pg/ml (1 : 50) beschichtet und die zu testenden Seren in einer
seriellen Verdiinnungsreihe von 1:100 bis 1:51200 aufgetragen. Es galt die
Antikdrperkonzentration zu ermitteln, bei der die Antigenbindung ein auBlerhalb des
Séttigungsbereiches liegendes starkes Signal bei ODa4os nm ergibt und im Vergleich zur

Pra-Immunserumkontrolle einen moglichst groBen Unterschied lieferte.
Wie in Abb. 3.5 zu erkennen, konnte bei einer Serumverdiinnung von 1 : 6400 und

1:51200 ein deutlicher Signalunterschied zum Pri-Immunserum und zu einem

Negativ-Kontrollserum ermittelt werden.
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IsaA-Antigenbeschichtung 2 ng/ml und Primérantikorper: Pri-Immun-, Kontroll-, ""1. Test"-

und " 2. Test"-Serum

@ Ak-Konzentration 1:6400

A 405 nm .
B Ak-Konzentration 1:51200

Pra-Immuneserum Kontrollserum 1.Testserum 2.Testserum

Abb.  3.5:  Anti-IsaA-spezifische = Aktivitit  verschiedener = Kaninchenseren  bei  einer
Beschichtungskonzentration von 2 pg/ml IsaA. Die verwendeten Seren wurden jeweils 1: 6400 und
1:51200 verdiinnt. Es wurden folgende Seren im ELISA getestet: Pra-Immunserum vor Immunisierung,
Kontroll-Serum gegen ein nicht verwandtes Enterokokken-Antigen, ,,1. Test“-Serum nach einmaliger

Antigengabe und ,,2. Test“-Serum nach zweimaliger Antigengabe.
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IsaA-Antigenbeschichtung 2ug/ml und Primérantikorper: "3. Test"- und "1. Regular'"-Serum

1,200~

1,000

0,800

O Ak-Konzentration 1:6400

A 405 nm 0,600 B Ak-Konzentration 1:12800
O Ak-Konzentration 1:25600
O Ak.Konzentration 1:51200

0,400+

0,200+

0,000
3.Testserum 1.Regularserum
Verdiinnungsstufen

Abb. 3.6 : Anti-IsaA-spezifische Aktivitit verschiedener Kaninchenseren bei  einer
Beschichtungskonzentration von 2 pg/ml IsaA. Die verwendeten Seren wurden jeweils 1 : 6400,
1:12800, 1:25600 und 1 : 51200 verdiinnt. Es wurden folgende Seren im ELISA getestet: ,,3. Test“-
Serum (=Serum nach dreimaliger Antigengabe) und ,,1. Regular“-Serum (=gréere Serumabnahme nach

dreimaliger Antigengabe).

Im weiteren Verlauf der Immunisierungen wurden die Kaninchenseren fiir die ELISA-

Testung noch hoher verdiinnt, wie in Abb. 3.7 zu erkennen ist.
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IsaA-Antigenbeschichtung 2pg/ml und Priméirantikdrpergegeniiberstellung

1,000~
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0,600

A 405 nm 0,500 O Ak-Konzentration 1:25000
@ Ak-Konzentration 1:100000

0,400

0,300

0,200

0,100

0,000
Pra-Immune Kontrolle 1.Test 2.Test 3.Test 1.Regular

Abb. 3.7:  Anti-IsaA-spezifische = Aktivitit  verschiedener = Kaninchenseren  bei  einer
Beschichtungskonzentration von 2 pg/ml IsaA. Die verwendeten Seren wurden jeweils 1 :25000 und
1:100000 verdiinnt. Es wurden folgende Seren im ELISA getestet: Pra-Immunserum (=Serum vor
Immunisierung), Kontroll-Serum (=Serum gegen ein nicht verwandtes Enterokokken-Antigen), ,,1. Test*
(=Serum nach einmaliger Antigengabe), ,,2.Test“ (=Serum nach zweimaliger Antigengabe), ,,3. Test*
(=Serum nach dreimaliger Antigengabe) und ,,1.Regular” (=grofere Serumabnahme nach dreimaliger

Antigengabe)

Wie aus den Abb. 3.5 bis 3.7 zu erkennen ist, treten zwischen den Konzentrationen
1:6400 und 1: 100000 die besten Absorptionsunterschiede auf. Daher sollte fiir die
Anwendung des ELISAs eine Antikorperkonzentration in diesem Intervall zur

Gewinnung von optimalen Ergebnissen gewéhlt werden.

Zusatzlich wurde eine Anti-IsaA-spezifische Aktivitdt bei weiteren Kaninchenseren
untersucht (vgl. Abb. 3.8). Da bereits das Pra-Immunserum eine relativ starke Reaktion
gegen das IsaA-Antigen zeigte (vgl. Abb. 3.1), sollten diese Untersuchungen Klarheit
erbringen, ob bei Kaninchen generell mit einer Kreuzreaktivitit von Nullseren zu
rechnen ist. Die Seren wurden von der Firma Immuno-Globe Antikérpertechnik GmbH
(GroBostheim) zur Verfiigung gestellt und von Tieren unterschiedlichen Alters
gewonnen. Die Seren wurden in einer Konzentration von 1 : 200 im optimierten ELISA

getestet.
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IsaA-Antigenbeschichtung 2ug/ml und ImmunoGlobe-Seren-Testung

0,600

0,500

0,400

A 405 nm 0,300

0,200

0,100

0,000
AB19702 AB19703 AB19704 AB19705 AB19706 AB o.Nr. AB19901 AB19909 AB103 AB107

Abb. 3.8 : Anti-IsaA-spezifische Aktivitit verschiedener Kaninchenseren bei  einer
Beschichtungskonzentration von 2 ug/ml IsaA. Es wurden Seren der Firma immunoGlobe® verwendet,
um eine generelle Kreuzreaktion von Nullseren zu ermitteln. Die Kaninchen waren dabei

unterschiedlichen Alters.

Die erste Sdule in Abb. 3.8 zeigt die Reaktion des Kaninchenserums AB19702 eines ca.
1 Jahr alten Kaninchens. Die zweite Sdule zeigt ebenfalls die Reaktivitit des Serums
eines ca. 1 Jahr alten Kaninchens AB19703 an. Die dritte Séule stellt das Serum eines 5
Monate alten Kaninchens AB19704 dar. Die vierte Sdule spiegelt die Reaktivitit des
Serums eines 6 Monate alten Kaninchens AB19705 wider. Bei der flinften Séule handelt
es sich wieder um die Aktivitdt des Serums eines einjahrigen Kaninchens AB19706. Die
sechste Séule, mit dem Kaninchenserum ohne Nummer, zeigt die Reaktion eines sehr
jungen Kaninchens von 2,5 Monaten. Sdule 7 zeigt die Aktivitit des Serums des
ltesten Kaninchens mit 2,5 Jahren AB19901. Séule 8 und 9 zeigen die Reaktion der
Kaninchenseren der 21 Monate alten Kaninchen AB19909 und ABI1-103. Die letzte
Sdule spiegelt die Reaktivitit des Serums eines 5 Monate alten Kaninchens AB1-107
wider. Aus diesen Untersuchungen wurde deutlich, dass mit zunehmendem Alter der
Tiere eine erhohte Reaktivitdt gegen IsaA vorlag. Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass
Kaninchen im Verlaufe ihres Lebens entweder mit S. aureus in Kontakt kommen oder

mit einem Erreger, der zu einer Kreuzreaktivitét beitragt.
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Weiterhin wurde das etablierte ELISA-System eingesetzt, um verschiedene humane
Seren aus septikdmischen Patienten zu untersuchen. Die Mehrzahl der Patientenseren
stammten von Patienten mit einer nachgewiesenen S. aureus-Sepsis, jedoch hatten diese
eine deutlich eingeschrinkte Immunlage. Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in
Abb. 3.9 dargestellt. Primdr reagierten alle Patientenseren im ELISA. Die
Absorptionskurven  zeigen einen &dhnlichen Verlauf hinsichtlich der AK-
Konzentrationen. Patient 2 zeigte im Vergleich zu den beiden anderen Patienten jedoch
die stirkste Reaktion im ELISA. Bei ihm wurden die maximalen Absorptionswerte
erzielt. Dies ldsst vermuten, dass dieser Patient mit einer addquaten Immunantwort auf
die Infektion mit MRSA reagiert. Interessanterweise lag bei diesem Patienten eine
Myelodysplasie vor, bei welcher das korpereigene Immunsystem deutlich geschwécht
ist, daher wiirde man eigentlich eine geringere Immunantwort erwarten. Zieht man eine
Parallele zu den Tierversuchen, liegt die Vermutung nahe, dass dieser Patient, was
aufgrund seiner geschwéchten Immunlage denkbar wére, schon frither Kontakt mit

MRSA hatte und daher eine Boosterung stattgefunden hat.

Patientenseren bei IsaA-Antigenbeschichtung 2 pg/ml

3,000

2,500 +

2,000 +

Patient 2
—=— Patient 3
1,500 —e— Patient 1

A 405 nm

1,000 4

0,500 +

0,000

1:100 1:1000 1:2000 1:4000
AK-Konzentrationen

Abb. 3.9: Anti-IsaA-spezifische Aktivitdt humaner Patientenseren bei einer Beschichtungskonzentration
von 2 ug/ml IsaA. Es wurden Patientenseren verwendet, welche eine S. aureus-Sepsis aufwiesen.
Patient 1 mit ,,Initiale” F (keine ndheren Angaben), Patient 2 mit Myelodysplasie und Patient 3 mit den

,Initialen® ZF.
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1.3  Optimiertes Protokoll zur Bestimmung einer Anti-IsaA-Aktivitit in

verschiedenen menschlichen Seren und in Tierseren

Fasst man diese Ergebnisse zusammen, wurden die zuverldssigsten Resultate in dem
erprobten ELISA fiir IsaA und den dazugehorigen Antikorper mit einer
Festphasenbeschichtung von 2 pg/ml IsaA-Antigen (1 : 50 Verdiinnung mit Natrium-
Bicarbonat) erzielt. Das optimale Protokoll lautet wie folgt: Jedes well wird mit 100 pl
einer Proteinlosung (20 pg/ml) beschichtet. Das Antigen sollte mindestens 3 h bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer oder noch besser iiber Nacht im
Kiihlschrank bei 2 - 6 °C inkubieren. Nach Entfernung ungebundenen Antigens durch
kréftiges Ausschlagen der Platten und anschlieBendem dreimaligem Waschen der 96
wells der Mikrotiterplatten mit 300 ul PBS-T, konnen diese Platten nach Trocknung
tiefgekiihlt aufbewahrt werden. Fiihrt man den ELISA fort, miissen auf allen wells vor
Auftragung des Primérantikorpers je 300 ul 5% Magermilchpulver/PBS-T zur
Blockierung freier Adsorptionsstellen aufgetragen werden. Danach erfolgt eine
zweimalige Waschung der 96 wells mit je 300 pul PBS-T. Der Primérantikorper sollte
nach den oben erzielten Ergebnissen in einer Konzentration zwischen 1 : 6400 und
1:51200 gewidhlt werden, da hierbei die besten Unterschiede im ELISA-Reader zur
Differenzierung der optimalen Antigen-Antikorperbindung ermittelbar sind. Optimal
erscheint eine Verdiinnungsstufe von 1 : 25000. Die Antikdrperverdiinnung erfolgt mit
PBS-T. Die Mischungen sollten gut gevortext und bis zur Verwendung auf Eis gelagert
werden. Es werden je 100 pl Primdrantikdrper pro well aufgetragen und entweder 1 h
bei Raumtemperatur oder iiber Nacht im Kiihlschrank bei 2 - 6 °C inkubieren lassen.
Danach erfolgt eine erneute dreimalige Waschung der wells mit je 300 ul PBS-T.
AnschlieBend wird der Peroxidase gekoppelte Sekundirantikdrper im Verhéltnis von
1 : 1000 mit PBS-T verdiinnt und wieder je 100 ml pro well aufgetragen. Auch er sollte
1 h bei Raumtemperatur inkubieren. Wichtig ist es hierbei, den speziesspezifischen
Sekundérantikdrper (humane oder tierische IgA, IgM, IgG oder alle Immunglobuline
betreffend) zu verwenden und darauf zu achten, welche Antikorperklassen sich durch
den Sekunddrantikdrper nachweisen lassen. Die Platten werden danach wieder dreimal
mit PBS-T gewaschen. Nun erfolgt die Substratreaktion indem man dem Assay 100 pl
ABTS/H,0; je well zugibt. Wichtig ist, dass H>O, erst unmittelbar zuvor mit dem
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ABTS gemischt wird und diese Substratlosung sofort aufgetragen wird. Die
anschliefende Blaufiarbung zeigt die positive Reaktion an. Nach ca. 30 Minuten sollte
die Ablesung im ELISA-Reader bei einer OD von 405 nm erfolgen. Die Reaktion
braucht nicht gestoppt zu werden, jedoch sollte der ELISA zur gleichen Zeit und
optimal nach 30 - 40 Minuten abgelesen werden. Da die Reaktion nicht abgestoppt wird
und weiter ablduft, ist bei dem Vergleich der absoluten Werte immer die Zeit der
Inkubation der Substratldsung zu beriicksichtigen, um keine Ergebnisverfalschungen zu

erhalten.

2. Fusion

Neben der Etablierung eines optimierten ELISA fiir IsaA, war ein weiteres Ziel dieser
Arbeit, die Gewinnung eines humanen monoklonalen Antikorpers gegen IsaA. In
Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Pathologie des Universitdtsklinikums Wiirzburg,
speziell mit Prof. Dr. med. H.-P. Vollmers und Frau Dr. S. Bréindlein, sollte eine Fusion
eines mit MRSA-infizierten Lymphknotens (2000/164038), gewonnen durch
Dr. med. U. Lorenz aus der Chirurgie des Universititsklinikums Wiirzburg, mit
humanen Hybridomzellen, sogenannter HAB-Zellen, in RPMI-Medium stattfinden.
Man erhoffte sich, daraus einen humanen Anti-MRSA-Antikorper zu erhalten, der
gezielt fiir eine Therapie gegen den Problemkeim MRSA eingesetzt werden kann. In
dieser Fusion sollte es zu einer Verschmelzung von humanen B-Lymphozyten und den
HAB-Zellen kommen, wodurch stabile Antikorper produzierende Klone geschaffen
werden sollten. Einmal pro Woche wurde das Wachstumsverhalten der Zellen
kontrolliert und das RPMI-Medium gewechselt. Die Zellen wurden in einem
Brutschrank bei 37 °C gehalten. Nach 2 - 6 Wochen sollte eine erste Aussage iiber die
Entwicklung der Antikdrper produzierenden Zellen moglich sein. Diese Zellen
unterscheiden sich von anderen Zellen und Zellresten dadurch, dass sie gro3er sind und
die unfusionierten Zellen durch ihr Wachstum verdrdangen. Ab einer Zahl von ca. 100
Zellen pro Gesichtsfeld wurde ein unspezifischer ELISA, welcher lediglich die
Produktion unspezifischer Antikdrper vom Typ IgA, IgG und IgM anzeigt, zur
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Erfolgstestung angewandt. Waren die Fusionszellen in der Lage, in irgendeiner Form
Antikorper herzustellen, wurden diese auf ihre Spezifitit bzgl. IsaA im oben
beschriebenen optimierten ELISA weiter getestet. Leider waren die Ergebnisse aus der

Fusion mit Lymphknoten stets negativ.

Aufgrund der operativ-invasiven und damit relativ schwierigen Materialgewinnung von
MRSA-infizierten Lymphknoten verwendete man zu weiteren Fusionsversuchen B-
Lymphozyten aus humanem Blut von Patienten mit einer im Blut nachgewiesenen
MRSA-Infektion. Die B-Lymphozyten wurden mittels eines Ficoll-Gradienten von den
restlichen Blutbestandteilen getrennt. Die anschlieBende Fusion und Weiterverarbeitung
erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie die des Lymphknotens. Auch diese Versuche

waren ohne Erfolg.

Grund fiir diese erfolglosen Fusionen konnte die unzureichende Anzahl von Antikérper
produzierenden B-Lymphozyten im Blut bei immungeschwichten Patienten sowie die
die meist nur lokal vorliegende Infektion oder die ledigliche Bakteridmie bei MRSA-
infizierten Patienten sein. Dadurch bliebe eine adidquate Immunreaktion mit
ausreichender Zahl funktionstiichtiger B-Lymphozyten, welche in der Lage wiren,
Antikdrper zu produzieren, aus. Nach mehreren gescheiterten Fusionsversuchen und
unzureichender Menge lymphatischen Gewebes bzw. Zellen MRSA-septischer
Patienten wurde die Entwicklung eines humanen monoklonalen Antikérpers in dieser

Arbeit nicht weiter verfolgt.

71



II1. Ergebnisse

3. Ermittlung der Spezifitit von IsaA anhand der Auftrennung von
Proteinfraktionen verschiedener Bakterienstimme und

Detektion mittels Immunoblottings

Um zu ermitteln, ob das aus S. aureus isolierte Protein IsaA spezifisch fiir das
Bakterium S. aureus ist oder ob es auch noch von anderen Bakterienarten exprimiert
wird, wurden verschiedene Bakterienstimme, vor allem unterschiedliche S. aureus-

Stdmme, aber auch andere Bakterienarten, im Westernblot untersucht.

Es kamen folgende S. aureus-Stimme zum Einsatz: Von der Firma Intervet S. aureus-
Stimme (456-460), TSST-positive S. aureus-Bakterien (463-468), ET-positive
S. aureus-Kulturen (477-482), Stamme aus Osteomyelitis (5/2-576) und Endokarditis-
Patienten (5/7-521), Blutkulturen aus S. aureus-Septikdmien (33-39, 59-61) und
S. aureus-Befall von Nasenschleimhaut gesunder Patienten (761, 782, 785, 794, 809).

Wie in den folgenden Abbildungen (3.10 —3.17) erkennbar, reagiert ein polyklonales
Anti-IsaA-Serum spezifisch mit einem ca. 28 kDa groBlen S. aureus Protein. Bei
koagulasenegativen Staphylokokkenarten, wie S. saprophyticus (189), S. carnosus
(190), S. hominis (191), S. lugdenensis (192), S. warnerii (193) und S. cohnii (194) war
keine IsaA-spezifische Reaktion nachweisbar. Dies deutet auf eine hohe Spezifitit des
Antikorpers gegen S. aureus IsaA hin, da keinerlei Kreuzreaktion zu beobachten war.
Jedoch ist nicht bekannt, ob Staphylokokken auBler S. aureus und S. epidermidis ein
IsaA-homologes Protein exprimieren. Auch gegen Enterokokken (395, 4/8) und
S. haemolyticus (174, 188) konnte keine IsaA-spezifische Reaktion nachgewiesen

werden.

Proteinextrakte des gramnegativen Bakteriums E. coli reagierten ebenfalls nicht mit
dem Anti-IsaA-Serum. (397). Diese Ergebnisse deuten auf eine ausschlieBlich gegen
das S. aureus IsaA gerichtete Aktivitit des Antiserums hin. Eine Kreuzreaktion

zwischen dem S. aureus IsaA und dem S. epidermidis IsaA besteht nicht.
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Abb. 3.10: Western-Blot-Analyse zur Testung der IsaA-Expression verschiedener S. aureus-Blutkultur-

Stdmme (18-25). Die Expression von IsaA ist bei allen Bakterien als einheitliche Bande erkennbar.

Um zu iberpriifen, ob IsaA spezifisch mit S. aureus-Stdimmen aus bestimmten
Infektionstypen assoziiert vorliegt, wurden verschiedene Patientenisolate analysiert.
Dazu wurden Proteinextrakte aus S. aureus-Stimmen aus Blutkulturen (18-39) durch
SDS-PAGE aufgetrennt und das Vorhandensein von IsaA durch Immunoblotting
gepriift. Es ist davon auszugehen, dass bei einem S. aureus-Nachweis in der Blutkultur
eine Sepsis oder zumindest eine Bakteridmie mit S. aureus vorliegt. Es liegt hier eine
invasive bakterielle Infektion vor, wovon der ganze Organismus im Sinne einer
Systeminfektion betroffen ist. Wie in den Abbildungen 3.10 — 3.12 zu erkennen, war die
IsaA-spezifische Bande bei allen getesteten Sepsis-Isolaten erkennbar. IsaA wird
demnach bei allen untersuchten S. aureus-Blutkulturstimmen aus  der

Laborstammsammlung exprimiert.
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Abb. 3.11 : Western-Blot-Analyse zur Testung der Expression von IsaA bei verschiedenen S. aureus-
Blutkultur-Stammen (26-33, 521). Die Expression von IsaA ist bei allen Bakterien als einheitliche Bande

erkennbar. In der rechten Spur wurde gereinigtes IsaA als Kontrolle mit aufgetragen.

Abb. 3.12: Western-Blot-Analyse zur Untersuchung der Expression von IsaA bei verschiedenen
S. aureus-Blutkultur-Stimmen (34-39, U=Uberstand). Die Expression von IsaA ist bei allen Bakterien als

einheitliche Bande erkennbar.
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Im Weiteren wurde untersucht, ob auch bei Isolaten anderer Herkunft IsaA exprimiert
wird, ohne dass eine generalisierte Infektion vorliegt. Dazu wurden Stimme aus
Osteomyelitiden und Endokarditiden eingesetzt. Auch Proteinfraktionen aus diesen
Stimmen reagierten mit dem IsaA-spezifischen Antiserum (Abb. 3.13). Demnach

exprimieren auch S. aureus-Stimme, die eine Endokarditis und Osteomyelitis

verursachen konnen, IsaA.

Abb. 3.13 : Western-Blot-Analyse zur Untersuchung der Expression von IsaA bei verschiedenen
S. aureus-Osteomyelitis-Stdimmen (512-516) und Endokarditis-Stdimmen (517-519). Die Expression von

IsaA ist bei allen Bakterien als einheitliche Bande erkennbar.

Weiterhin wurden Stdmme aus der Nasenschleimhaut gesunder Probanden und
Enterotoxin-bildende . aureus-Stimme durch Western Blot-Analyse untersucht
(Abb. 3.14). Interessant ist, dass auch hier die IsaA-spezifische Bande nachweisbar war.
Somit exprimieren auch S. aureus-Stamme aus gesunden Probanden IsaA. Damit liegt
die Vermutung nahe, dass die Expression von IsaA durch S. aureus unabhingig von der
Herkunft der Stimme und der Art des Krankheitsbildes sowie von der Immunlage des
Patienten ist. Weiterhin haben alle untersuchten Stimme IsaA exprimiert. Dies deutet

auf eine wichtige Funktion des Proteins fiir physiologische Prozesse von S. aureus hin.
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Abb. 3.14: Western-Blot-Analyse zur Untersuchung der Expression von IsaA bei verschiedenen
Enterotoxin-produzierenden S. aureus-Stammen (477-482) und Stdmmen aus der Nasenschleimhaut

(761, 782, 785, 794). Die Expression von IsaA ist bei allen Bakterien als einheitliche Bande erkennbar.

Weiterhin wurden verschiedene Methicillin-resistente und —sensible Isolate untersucht.
Die Abbildung 3.15 zeigt die Expression von IsaA von Methicillin-sensiblen (10 - 13)
und Methicillin-resistenten (14 - 17) S. aureus. Trotz der leichten Verunreinigungen ist
bei allen aufgetragenen Bakterien deutlich eine intensive IsaA-spezifische Bande zu
erkennen. All diese S. aureus-Bakterien scheinen das Targetprotein IsaA zu
exprimieren. Daraus ldsst sich schliefen, dass eine verdnderte Resistenzlage und damit
auch ein verdndertes Genom, solange es sich immer noch um Bakterien der Spezies
S. aureus handelt, keinen Einfluss auf die Expression des immunodominanten Antigens

IsaA haben.
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Abb. 3.15: Western-Blot-Analyse zur Untersuchung der Expression von IsaA in Methicillin-sensiblen
(10-13) und Methicillin-resistenten S. aureus (14-17). Die Expression von IsaA ist bei allen Bakterien als

einheitliche Bande erkennbar.

Weiterhin wurden verschiedene andere Bakterienspezies auf Expression eines IsaA-
homologen Proteins untersucht. Dazu wurden Proteinextrakte von S. haemolyticus,
S. saprophyticus, S. canosus, S hominis, S. lugdunensis, S. warnerii und S. cohnii sowie

von Enterococcus faecium, E. faecalis und Escherichia coli im Western Blot analysiert

(Abb. 3.16 — 3.17).
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Abb. 3.16: Western-Blot-Analyse zur Bestimmung der Expression von IsaA und IsaA-homologen
Proteinen in verschiedenen Bakterienspezies. Es wurden Kulturiiberstinde von Entercoccus faecalis
(395), E. coli (397), Enterococcus faecium (418) und von S. aureus-Stimmen (456 - 469), die von der
Firma Intervet, Schwabenheim, zur Verfiigung gestellt wurden, mit einem IsaA-spezifischen Antikdrper

analysiert. Die Expression von IsaA ist nur bei den S. aureus-Stémmen als Bande nachweisbar.

Die Abbildung 3.16 zeigt deutlich eine Expression von IsaA durch die untersuchten
S. aureus-Stimme.  Proteinextrakte ~ von  Enterococcus faecalis, E. coli und
Entercoccus faecium zeigten keine Reaktion mit dem IsaA-spezifischen Antiserum. Die
Proteinextrakte von S. haemolyticus, S. saprophyticus, S. canosus, S. hominis,
S. lugdunensis, S. warnerii und S. cohnii reagierten unterschiedlich mit dem IsaA-
spezifischen Antiserum (Abb.3.17). Die untersuchten S. haemolyticus-Stémme
reagierten deutlich mit dem Antiserum. Auch S. hominis (191), S. lugdunensis (192),
S. warnerii (193) und S. cohnii (194) zeigten eine schwache Reaktion. Diese Ergebnisse
belegen eine Aktivitit des verwendeten Antiserums vorwiegend gegen S. aureus IsaA.
Ob die anderen untersuchten Bakterienarten ein IsaA-homologes Protein exprimieren,
konnte durch die Untersuchungen nicht abschlieBend beantwortet werden. Zumindest
exprimieren einige Spezies (z. B. S. haemolyticus, aber auch S. hominis, S. lugdunensis,
S. warnerii und S. cohnii) ein Protein, das mit dem Antiserum reagierte. Ob es sich
dabei um ein IsaA-homologes Protein handelt und dadurch eine Kreuzreaktion mit
konservierten Dominen von IsaA stattfand, miissen zukiinftige genetische

Untersuchungen zeigen.
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Abb. 3.17: Western-Blot-Analyse zur Bestimmung der Expression von IsaA und IsaA-homologen
Proteinen in verschiedenen Bakterienspezies. Es wurden Kulturiiberstinde von S. haemolyticus-Stimme
(174 und 188), S. saprophyticus (189), S. carnosus (190), S. hominis (191), S. lugdunensis (192),
S. warnerii (193), S. cohnii (194) und S. aureus aus der Nasenschleimhaut eines gesunden Probanden
(809) mit einem IsaA-spezifischen Antikdrper analysiert. Die Expression von IsaA ist bei dem S. aureus-
Stamm als deutliche Bande nachweisbar. Auch die S. haemolyticus-Stimme reagierten deutlich mit dem
Antiserum. S. hominis (191), S. lugdunensis (192) und S. warnerii (193) und S. cohnii (194) zeigten eine

schwache Reaktion.

Die Ergebnisse der Untersuchungen belegen, dass offensichtlich alle S. aureus-Stamme,
unabhingig von Herkunft, Infektionsart, Resistenzlage, [saA exprimieren. IsaA besitzt
demzufolge eine wichtige Funktion fiir S. aureus. Ob andere Staphylokokkenarten ein
IsaA-homologes Protein exprimieren, scheint nach den hier erzielten Ergebnissen

wahrscheinlich, muss jedoch in zukiinftigen Arbeiten experimentell bestétigt werden.
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4. Herstellung einer IsaB-Mutante

In der vorliegenden Arbeit wurde neben dem Protein IsaA (Lorenz et al., 2000) auch das
Protein IsaB charakterisiert, welches ebenfalls als ein neues Angriffsziel in der Therapie
von MRSA-Infektionen dienen konnte. In den nachfolgenden Abschnitten werden die
Ergebnisse zu den funktionellen Untersuchungen des IsaB beschrieben. Um die
Funktion von IsaB im Stamm S. aureus 8325 niher beurteilen zu konnen, wurde im
Rahmen dieser Doktorarbeit eine IsaB-Deletionsmutante hergestellt. Hierfiir wurde der
kodierende IsaB-Genbereich durch eine Erythromycin-Resistenzkassette ersetzt.
Zunichst wurden in den temperatursensitiven Vektor pBT2 (Briickner, 1997) ein
,upstream“- und ,,downstream‘“-Fragment des IsaB-Gens kloniert. Zwischen den
Fragmenten wurde dann eine Erythromycinkassette kloniert. Nach erfolgter Klonierung
des Plasmids in E. coli wurde der Vektor zuerst in S. aureus RN4220 transformiert.
AnschlieBend wurde der Vektor in den eigentlichen Zielstamm S. aureus 8325
transduziert. Diese Zwischentransformation war notwendig, da der Stamm S. aureus
RN4220  aufgrund  chemischer = Mutagenisierung  kein  funktionstiichtiges
Restriktionsenzymsystem aufweist und daher Fremd-DNA leichter akzeptiert und
staphylokokkenspezifisch methyliert (Novick et al., 1983). Die Mutation wurde

anschlieBend durch Southern-Hybridisierung bestétigt und funktionell charakterisiert.

4.1 Konstruktion eines temperatursensitiven Integrationsvektors mit

Antibiotikamarker und IsaB-flankierenden Bereichen

Der Vektor pBT2 (Briickner, 1997) wurde als Basis des herzustellenden
Integrationsvektors verwendet. Es handelt sich um einen Shuttle-Vektor, welcher
sowohl im grampositiven als auch im gramnegativen Stammbhintergrund repliziert. Er
besitzt zwei Replikationsurspriinge (,,origin of replication*), wobei nur der grampositive
»ori“ eine Temperatursensitivitit aufweist. Sind grampositive Bakterien einer
Temperatur iiber 37 °C ausgesetzt, kommt es zu keiner Vermehrung des Vektors, so

dass nach einer gewissen Generationsfolge durch die fehlende Weitergabe des Vektors
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dieser verloren geht, wenn nicht durch homologe Bereiche im Vektor eine
ortsspezifische Rekombination mit der chromosomalen DNA erfolgt. Der pBT2-Vektor
besitzt darliber hinaus Antibiotika-Resistenzmarker fiir grampositive und fiir
gramnegative Bakterien. In gramnegativen Mikroorganismen, wie E. coli, selektiert
man mit der Ampicillin-Resistenz, wihrend in grampositiven Bakterien, wie in
S. aureus, eine Chloramphenicol-Resistenz exprimiert wird. Die Vektorkarte des pBT2

ist der Abbildung 3.18 zu entnehmen.

EcoRl Xma | BamHI Sal | Sph |
Sacl Small Xba | Pst | Hind 111
rmB T1
EcoRV
P

sD (bla) Nhe |
Clal
Nco |

ori E. c.
SnaBl

Clal
Pac |

Sph | repF

Abb. 3.18: Schematische Darstellung des pBT2- Vektor (Briickner, 1997)

Zwei Bereiche ,,upstream* und ,,downstream® des isaB-Gens wurden ausgewéhlt und
mittels PCR amplifiziert. Fiir die Amplifikation wurden Primer mit angehdngten
Schnittstellen (EcoRI, Pstl, BamHI und Hindlll) verwendet, die eine nachfolgende
Klonierung erleichterten. Das durch PCR (Anlagerungstemperatur der Primer von
45 °C, Elongationszeit von 2 Minuten bei 72 °C) erhaltene ,,upstream‘-Fragment weist
eine GroBe von 1,15 kb (EcoRI und BamHI) auf und wurde zundchst in den Vektor

pGEM-T ligiert und anschlieend in E. coli amplifiziert. Das ,,downstream®-Fragment
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ist 1,1 kb groB3 (Ps¢I und Hindlll) und wurde ebenfalls zuerst in pGEM-T ligiert und in
E. coli amplifiziert. Die Erythromycinkassette, 1,45 kb, wird durch PCR mit den
Primern Pst#l und BamHI vervielfiltigt (Template Plasmid pEC1 aus E. coli) und ebenso
in pGEM-T ligiert und in E. coli amplifiziert. Eine gleichzeitige Ligation aller oder
mehrerer Fragmente in einem Arbeitsschritt war nicht erfolgreich. Daher wurden die

Fragmente einzeln in den pBT2-Vektor kloniert.

Targetgen
S. aureus 8325 Chromosom ~— n———— 0 EESSaaa—
—_ —_—
- PCR -
Hindlll BamHI Pstl EcoRI
EcoRI Hindlll
I | [ —— |
Upstream-Fragment . | ~ Downstream-Fragment
ca. 1,15 kBp Ligation ca. 1,10 kBp
Transformation

EcoleBamHl Pstl m Hindlll

pGEMT | pGEMT
Upstream- | | Downstream- | |
Fragment Fragment

Sequenzierung —

Amp’ Amp'

I
Plasmidisolation, Restriktion .
Agarosegelelektrophorese Hindlll

EcoRI

ermB-Kassette aus pEC1  Upstream-Fragment Downstream-Fragment
[ — ] I [ — pBPT2
BamHI Pstl EcoRI BamHI Pstl Hindlll
1
Ligation Amp’ Cro
Transformation

BamH Pstl
EcoRlI \ Hindlll

[ pBT2 |\
|| isaBrermB ||

A\ . /
mP Ccm'

l

Plasmidisolation, Restriktion
Agarosegelelektrophorese

Abb. 3.19: Schematische Darstellung der Klonierungsschritte zur Herstellung einer isaB-

Deletionsmutante.
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Nach Fertigstellung des Vektor-Konstruktes wurde dieses durch Spaltungsanalysen und
anschlieende Sequenzierung der eingefiigten Bereiche iiberpriift. Die einzelnen
Fragmente wurden mit den jeweiligen Enzymen im Restriktionsenzymverdau fiir 2 - 3 h
herausgespalten, durch Gelelektrophorese aufgetrennt und die entsprechende Gel-Bande
mittels Geneclean aufgereinigt. Zuerst wurde das ,,upstream‘-Fragment mit dem durch
die Enzyme EcoRI und BamHI geschnittenen Vektor pBT2 iiber Nacht ligiert.
AnschlieBend fligte man in einer weiteren Ligation die Erythromycinkassette in den aus
der ersten Ligation entstandenen Vektor ein, welcher hierzu mit den Enzymen BamHI
und Pstl geschnitten wurde. In der letzten Ligation fiigte man dem Vektor aus der
zweiten Ligation das ,,downstream‘-Fragment hinzu. Hierzu wurde der Vektor der
zweiten Ligation mit Psfl und HindlIl geschnitten. Der nun fertige Integrationsvektor
wurde durch unterschiedliche Restriktionsspaltungen in seinen Fragmenten iiberpriift.

Die Abbildung 3.20 zeigt die Restriktionsananlysen des Integrationsvektors.

el A L X X X ¥ ¥ X N N R

1,445kB

1,15kB = s = 1, TKB o v —

Marker UP-stream-Fragment DOWN-stream-Fragment PEC1 pBT2

Abb. 3.20: Darstellung der aufgespaltenen Restriktionsfragmente: 1. Spur: Marker (von oben nach unten:
10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 B-Bande), 3. - 6.
Spur: Upstream-Fragment mit 1,15 kB, 8. - 11.Spur: Downstream-Fragment mit 1,1 kB, 12./13.Spur:
PEC1-Fragment mit 1,445 kB und 14./15. Spur: pBT2-Vektor mit 7 kB.
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Folgende Enzymkombinationen wurden fiir den Restriktionsverdau verwendet:

“upstream”-Fragment - EcoRI-/BamHI-Enzym
“downstream”-Fragment - Pstl-/Hindl1I-Enzym
PEC 1-Fragment — BamHI-/Pstl-Enzym
pBT2-Vektor - EcoRI-/Hindll1-Enzym

Ligation I (EcoRI und BamHI): “upstream”-Fragment und pBT2-Vektor
Ligation II (BamHI und Pstl): Vektor nach Ligation I und Erythromycinkassette
Ligation III (PstI und HindIlI): Vektor nach Ligation II und ,downstream®-

Fragment

E. coli

vollstdndiger Integrationsvektor in

Marker ~ UP PEC DOWN pBT2 UP

Abb. 3.21: Darstellung der Ligationsergebnisse in S. aureus 8325 und nach Riicktransformation in F.
coli: 1. Spur: Marker, 3. Spur: UP-stream-Fragment in S. aureus 8325, 4. Spur: PEC-Fragment in S.
aureus 8325, 5. Spur: DOWN-stream-Fragment in S. aureus 8325, 6. Spur: pBT2-Vektor in S. aureus
8325, 8. Spur: Up-stream-Fragment in E. coli nach Riicktransformation, 9. Spur: PEC-Fragment in E. coli
nach Riicktransformation, 10. Spur: DOWN-stream-Fragment in E. col i nach Riicktransformation,
11.Spur: pBT2-Vektor in E. coli, nach Riicktransformation, 13./14. Spur: Versuch alle verwendeten
Fragmente aufzuspalten in E. coli nach Riicktransformation (leider ist keine exakte Auftrennung der vier
Fragmente moglich gewesen — vermutlich Probleme bei Restriktionsverdau), 15. Spur: Marker (von oben

nach unten: 10000, 8000, 6000,5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 B-Bande)
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Der hergestellte Deletionsvektor wurde mehrfach durch Restriktionsverdau iiberpriift.
Dabei konnten die Fragmente der errechneten Grofe herausgespalten werden. Durch
einen EcoRIl/BamHI-Verdau wurde das ,upstream®-Fragment als eine Bande von
1,15 kb sichtbar. Weiterhin erschien eine 2. Bande bei ca. 9 kb, die sich aus dem pBT2-
Vektor, der Erythromycinkassette und dem ,,downstream‘“-Fragment zusammensetzt.
Gab man zu dem oben genannten Verdau mit Ps¢l ein weiteres Enzym dazu, wurde die
Erythromycin-Kassette herausgespalten. Auf dem Agarosegel waren dadurch drei
Banden sichtbar: Die des ,,upstream‘“-Fragments bei 1,15 kb, die der Erythromycin-
Kassette bei 1,45 kb und die des pBT2-Vektors und des ,,downstream*-Fragment bei ca.
8 kb. Verdaute man das Plasmid mit vier Enzymen (EcoRI, BamHI, Pstl, Hindlll),
konnten alle Bestandteile des Deletionsvektors sichtbar gemacht werden: ,,upstream®-
Fragment bei 1,15 kb, Erythromycin-Kassette bei 1,45 kb, ,,down‘-Fragment bei 1,1 kb
und pBT2-Vektor bei ca. 7 kb (Abb. 3.21). Damit war der Beweis erbracht, dass der

Vektor komplett und korrekt hergestellt worden war.

4.2  Integration des Vektors in das Chromosom von S. aureus 8325

Die Klonierungsschritte wurden primér in E. coli durchgefiihrt. Die Vektor-DNA wurde
aus den E. coli-Zellen isoliert und mittels Elektroporation direkt auf S. aureus RN4220
(Schenk and Laddaga, 1992) iibertragen und anschlieBend mittels Phagentransduktion
inden S. aureus 8325-Wildtyp tiberfiihrt.

Die Elektroporationsuspension wurde auf Antibiotikaselektionsplatten
(Chloramphenicol-Platten, Cm 10 pg/ml) ausplattiert. Der aufgenommene Vektor sollte
den grampositiven Bakterien eine Resistenz gegeniiber Chloramphenicol verleihen. Im
Gegensatz zu E. coli wird der Vektor in S. aureus bei 30 °C (Temperatursensitivitét)
amplifiziert. Der nun Staphylokokken-spezifisch methylierte Vektor wurde danach

mittels Phagen in den Zielwirt S. aureus 8325 transduziert.
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Fir die Uberpriifung der moglichen Klone wurden diese in einer UNK mit
Chloramphenicol und Erythromycin (Em) in mit Glycin versetztes B-Medium
angeziichtet. Durch die Zugabe von Glycin stellt man sicher, dass die Peptidbriicken,
die fiir die Quervernetzung der Zellwandbausteine verantwortlich sind, ausschlielich
aus Glycin aufgebaut sind und dadurch einem Lysostaphinverdau zugénglich gemacht
wurden. Fir die Ubertragung des Vektors mittels Phagen wurde eine

Phagenverdiinnungsreihe aus Phagenpuffer und Phage 85 verwendet.

Der Vektor pTG1 wurde erfolgreich in den Endwirt S. aureus 8325 eingebracht, die
Erythromycin-Kassette musste nun durch Doppel-Crossover in die chromosomale DNA

integriert werden.

ds ori+

pTG1
10,65 kb

BamHI Pstl Hindlll

\

1,15 bp

ermB doppeltes Crossover
S. aureus 8325 528 bp
Wildtyp
l Austausch
S. aureus 8325 AisaB
1364 bp

Abb. 3.22: Integrationsstrategie des Vektors pTGlin die chromosomale DNA des Zielstammes
S. aureus 8325 zur Herstellung einer IsaB- Deletionsmutante.

Hierzu setzte man eine UN-Kultur des entsprechenden Klons in LB mit 10 pg/ml Em an
und schiittelte das Gemisch bei 42 °C. Die Prozedur wurde an den beiden darauf
folgenden Tagen wiederholt und die Kultur passagiert. Am dritten Tag wurden in einer

Verdiinnungsreihe von 0 bis 10° die Bakterienkulturen verdiinnt und auf
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Selektionsplatten (Em, 20 pg/ml) ausgestrichen. Es kam dabei zum Wachstum von
Klonen, die entweder die Em-Kassette in die chromosomale DNA integriert hatten oder
den vorhandenen Vektor. Um Letzteres ausschlieBen zu konnen, wurden die
gewachsenen Klone nicht nur auf Em-Selektionsplatten (Em, 20 pg/ml) sortiert,
sondern ebenfalls auf Cm-Selektionsplatten (Cm, 10 pg/ml) und Blutagar-Platten
ausgestrichen. Wuchsen die Klone ebenfalls auf den Cm-haltigen Platten, so handelte es
sich nicht um die gewiinschten Deletionsmutanten, sondern um Bakterien, die restlichen
Vektor pTG1 enthielten. Der Ausstrich auf Blutagarplatten konnte zusitzliche Auskunft
tiber mogliche Defekte im Hamolyseverhalten der Mutanten geben. Die Platten wurden
bei 37 °C inkubiert. Von 100 untersuchten Klonen zeigte eine Kolonie den erhofften
Phénotyp, ndmlich Em-resistent und Cm-sensitiv. Zusétzlich war dieser Klon weniger

hamolytisch.

4.3 Southern Blot-Analyse der IsaB-Mutante

Fiir die Southern-Blot-Analyse der IsaB-Mutante wurden die Klone 2, 3 und 6 des
S. aureus-Stammes RN4220, der Klon 6 des S. aureus 8325 sowie die Wildtypen
S. aureus RN4220 und 8325 in einer Ubernachtkultur in B-Medium mit Glycin
angeziichtet. Das Ergebnis der Hybridisierung ist in Abbildung 3.23 zu erkennen.
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Abb. 3.23: Southern-Blot-Hybridisierung zur Uberpriifung der isaB-Mutante: 1. Spur: Marker 2. Spur:
8325 WT (Hincll), 3. Spur: RN4220 WT (Hincll), 4. Spur: 8325-IsaB-Klon6 (Hincll), 5. Spur: RN4220-
IsaB-Klon2 (Hincll), 6. Spur: RN4220-IsaB-Klon3 (HinclIl), 7.Spur: RN4220-IsaB-Klon6 (Hincll), 8.
Spur: 8325 WT (EcoRI), 9. Spur: RN4220 WT (EcoRI), 10. Spur: 8325-IsaB-Klon6 (EcoRI), 11. Spur:
RN4220-IsaB-Klon2 (EcoRI), 12. Spur: RN4220-IsaB-Klon3 (EcoRI), 13.Spur: RN4220-IsaB-Klon6
(EcoRl), 14.Spur: Marker — Hybridisierungssonde: EcoRI-HindIIl

Die Isolierung der chromosomalen DNA erfolgte in modifizierter Form nach Griinberg
et al. (1989) mit Lysostaphin. Die Enzyme fiir die passenden Schnittstellen wurden so
gewdhlt, dass anschlieBend in der Hybridisierung die errechneten Banden auch
eindeutig eine Integration nachvollziehen lassen. Es sollten nicht zu viele Banden
entstehen und keine GroBeniiberschneidungen stattfinden, um keine Verwechslung zu

verursachen.

88



II1. Ergebnisse

Fiir den ersten Verdau-Ansatz wurden als Enzym Hincll (GTPyJPuAC) und fiir den
zweiten Ansatz EcoRI (GJAATTC) eingesetzt. Der Verdau erfolgte {iber Nacht bei
37 °C. Die Auftrennung wurde in einem 1 %-TBE-Agarose-Gel bei 200 V iiber 1,5 h
durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Hybridisierung sind in Abb. 3.23 dargestellt. Als
Sonde fiir die Hybridisierung wurde das Fragment EcoRI-HindllI (ca. 3,7 kb) aus dem
pBT2-Vektor gewidhlt. Dazu erfolgte zur Kontrolle ein Probeverdau des pBT2-Vektors
mit EcoRl/Hindlll, EcoRl/BamHIl, BamHI/Pstl und Pstl/Hindlll. Die Banden bei der

anschlieenden Southern-Hybridisierung waren wie folgt zu erwarten:

Beim Verdau mit Hincll:
WT: 1 Bande mit der Groe 2787 bp
IsaB-Klon: 3 Banden mit ,,shift* nach unten bei ca. 860bp, ca. 950bp und ca. 1950bp

Beim Verdau mir EcoRI:
WT: 1 Bande mit der GroBe 3589 bp
IsaA-Klon: 1 Bande mit der GroB3e 4782 bp mit ,,shift” nach oben

Der Verdau mit EcoRI und die anschlieBende Hybridisierung ergaben den eindeutigen
Beweis der erfolgreichen Herstellung einer Mutante im Gen isaB (Abb. 3.23). Das
erwartete Bandenmuster konnte somit experimentell bestitigt werden. Die Ergebnisse

der Hybridisierung nach Hincll —Verdau waren nicht eindeutig auswertbar (Abb. 3.24).
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Abb. 3.24: Southern-Blot-Hybridisierung zur Uberpriifung der isaB-Mutante: : 1. Spur: Marker 2. Spur:
8325 WT (Hincll), 3. Spur: RN4220 WT (Hincll), 4. Spur: 8325-IsaB-Klon6 (Hincll), 5. Spur: RN4220-
IsaB-Klon2 (Hincll), 6. Spur: RN4220-IsaB-Klon3 (Hincll), 7.Spur: RN4220-IsaB-Klon6 (HinclI), 8.
Spur: 8325 WT (EcoRI)), 9. Spur: RN4220 WT (EcoRI), 10. Spur: 8325-IsaB-Klon6 (EcoRI), 11. Spur:
RN4220-IsaB-Klon2 (EcoRI), 12. Spur: RN4220-IsaB-Klon3 (EcoRI), 13.Spur: RN4220-IsaB-Klon6
(EcoRlI), 14.Spur: Marker — Hybridisierungssonde: Hincll
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5. Phiinotypische Charakterisierung der AdisaB-Mutante

Um mehr iiber die mdgliche Funktion des Proteins IsaB (SA-Nr. 2431) fiir das
Bakterium S. aureus zu erfahren, wurde im Rahmen dieser Arbeit das in vitro-Verhalten

der IsaB-Mutante mit dem des Wildtyps anhand verschiedener Experimente verglichen.

5.1  Wachstumskurve von Wildtyp 8325 und AisaB-Mutante 8325 in LB- und
TSB-Medium bei 30 °C, 37 °C und 42 °C

Zunichst sollte die Wachstumsgeschwindigkeit der IsaB-Mutante in verschiedenen
Medien mit der des Wildtyps S. aureus 8325 verglichen werden. Hierzu wurden die
beiden Stdmme auf eine Anfangskonzentration von ODgp = 0,02 in LB- und TSB-
Medium verdiinnt und bei 30 °C, 37 °C und. 42 °C in Erlenmeyer-Kolben inkubiert.
Den Ansdtzen wurde kein Antibiotikum zugesetzt. Jede Stunde wurden Proben
entnommen und im Photometer bei ODgoonm vermessen. Die daraus resultierenden
Wachstumskurven der beiden Stimme in den gewéhlten Medien bei den drei

Temperaturstufen sind in den Abb. 3.25 bis 3.30 dargestellt.

Wachstumskurve LB-Medium 30°C

2,5

1,5

—#— [saB-Mutante
—— Wildtyp 8325

OD 600

0,5 -

Zeit (h)

Abb. 3.25: Untersuchungen zum Wachstumsverhalten der IsaB-Mutante: Wachstumskurve der Mutante
(rote Linie) im Vergleich zum Wildtyp bei 30 °C in LB-Medium. Die optische Dichte gemessen bei 600
nm (OD600) wurde gegen die Zeit aufgetragen.
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Bei 30 °C ist die lag-Phase bei beiden Stimmen im Vergleich zu den hdheren
Temperaturen, 37 °C und 42 °C, verldngert. Sowohl Mutante als auch Wildtyp
benodtigen mehr Zeit um die kritische Grenze des ,,normalen® Wachstumverhaltens zu
erreichen. Die Mutante gelangt frither in die log-Phase des Wachstums. Hier beginnt
sich der Wachstumsvorteil der IsaB-Mutante abzuzeichnen. Nach ca. acht Stunden
erreichen beide die stationdre Phase. Hier ist das bessere Wachstumsverhalten der
Mutante im Vergleich zum Wildtyp durch eine ODggp-Differenz von mehr als 1 deutlich
sichtbar (vgl. Abb. 3.25).

Wachstumskurve LB-Medium 37°C
3,5
3 -
2,5 1
s 27
2 —e— Wildtyp 8325
a —=— [saB-Mutante
=
1,5
] .
0,5
0 T
1 2 3 4 5 6 7 8
Zeit (h)

Abb. 3.26: Untersuchungen zum Wachstumsverhalten der IsaB-Mutante: Wachstumskurve der Mutante
(rote Linie) im Vergleich zum Wildtyp bei 37 °C in LB-Medium.. Die optische Dichte gemessen bei 600
nm (OD600) wurde gegen die Zeit aufgetragen.

Bei 37 °C ist die Adaptionsphase beider Stimme im Vergleich zum 30 °C-Experiment
um ca. zwei Stunden verkiirzt. Die beiden Stimme erreichen frither die sogenannte log-
Phase, in der sie das volle Ndhrstoffangebot zum optimalen Wachstum nutzen konnen.
Der Zeitpunkt der stationdren Phase ist sowohl bei Wildtyp als auch bei Mutante nach
ca. acht Stunden Wachstum erreicht. Die Mutante wéchst auch in diesem Experiment

schneller als der Wildtyp, jedoch ist der Wachstumsvorteil nicht so markant wie im
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30 °C-Experiment. Die ODgp ist nach ca. acht Stunden bei den beiden Stimmen fast

gleich (vgl. Abb. 3.26).

Wachstumskurve LB-Medium 42°C

3,5

2,54

—e— Wildtyp 8325
—=— [saB-Mutante
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0,5

1 2 3 4 5 6 7 8
Zeit (h)

Abb. 3.27: Untersuchungen zum Wachstumsverhalten der IsaB-Mutante: Wachstumskurve der Mutante
(rote Linie) im Vergleich zum Wildtyp bei 42 °C in LB-Medium. Die optische Dichte gemessen bei 600
nm (OD600) wurde gegen die Zeit aufgetragen.

Im 42 °C-Experiment ist die Startphase bei beiden Stdmmen noch kiirzer. Wieder hat
die IsaB-Mutante im Vergleich zum Wildtyp einen Wachstumsvorteil, der sich wie im
37 °C-Wachstumsexperiment iiber die log-Phase hilt und in der stationdren Phase fast

angleicht (vgl. Abb. 3.27).

Zusammenfassend zeigte die IsaB-Mutante bei 30°C einen deutlichen
Wachstumsvorteil im Vergleich zum Wildtyp 8325. Bei 37 °C und 42 °C sank dieser
Vorteil der Mutante gegeniiber dem Wildtyp ab, jedoch war das schnellere Wachstum

der Mutante immer noch deutlich erkennbar.

Das Wachstum der beiden Stdmme in TSB-Medium zeigte noch deutlicher als in LB-

Medium das proportional schnellere Wachstumsverhalten der Mutante im Vergleich
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zum Wildtyp. Dieser Unterschied war wieder bei allen drei Temperaturstufen

nachweisbar.

Wachstumskurve TSB-Medium 30°C

—e— Wildtyp 8325
—=— [saB-Mutante

OD 600

Zeit (h)

Abb. 3.28: Untersuchungen zum Wachstumsverhalten der IsaB-Mutante: Wachstumskurve der Mutante
(rote Linie) im Vergleich zum Wildtyp bei 30 °C in TSB-Medium. Die optische Dichte gemessen bei 600
nm (OD600) wurde gegen die Zeit aufgetragen.

Bei 30 °C dauerte die lag-Phase bei Wildtyp und Mutante ungefahr gleich lang. Nach
ca. drei Stunden erreichten beide eine logarithmische Wachstumsgeschwindigkeit. In
dieser Phase wurde ein deutlicher Wachstumsvorteil der IsaB-Mutante gegeniiber dem
Wildtyp beobachtet, der bis zum Erreichen der stationdren Phase anhilt (vgl. Abb.
3.28).
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Wachstumskurve TSB-Medium 37°C
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Abb. 3.29: Untersuchungen zum Wachstumsverhalten der IsaB-Mutante: Wachstumskurve der Mutante
(rote Linie) im Vergleich zum Wildtyp bei 37 °C in TSB-Medium. Die optische Dichte gemessen bei 600
nm (OD600) wurde gegen die Zeit aufgetragen.

Im 37 °C-Experiment in TSB-Medium ist die lag-Phase der Mutante kiirzer als beim
Wildtyp. Nach ca. 2 Stunden erreicht die Mutante schon die log-Phase. Der Wildtyp
kommt erst nach ca. 3 Stunden in die logarithmische Wachstumsphase. Die Mutante
besitzt somit auch hier einen deutlichen Wachstumsvorteil im Vergleich zum Wildtyp.
Nach ca. 8 Stunden erreicht die IsaB-Mutante die stationdre Phase. Die Mutante

gelangt erst spiter in die Stationsphase (vgl. Abb. 3.29).
Interessant ist, dass der Wachstumsvorteil der IsaB-Mutante im Vergleich zum

vorherigen Wachstumsexperiment in LB-Medium in TSB-Medium auch in der

stationdren Phase deutlich ausgeprégt ist.
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Wachstumskurve TSB-Medium 42°C
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Abb. 3.30: Untersuchungen zum Wachstumsverhalten der IsaB-Mutante: Wachstumskurve der Mutante
(rote Linie) im Vergleich zum Wildtyp bei 42 °C in TSB-Medium. Die optische Dichte gemessen bei 600
nm (OD600) wurde gegen die Zeit aufgetragen.

Das 42 °C-Experiment in TSB-Medium unterscheidet sich nur unwesentlich von dem
mit 37 °C. Die Startphase ist bei der Mutante etwas kiirzer als beim Wildtyp. Sie ist
schon nach ca. 1 Stunde abgeschlossen, wohingegen der Wildtyp erst nach ca.
3 Stunden von der lag-Phase in die logarithmische Wachstumsphase iibergeht. Hier
zeigt sich durch deutlich bessere OD-Werte der Mutante im Vergleich zum Wildtyp der
Wachstumsvorteil der IsaB-Mutante. Die stationdre Phase erreicht die IsaB-Mutante
nach ca. 7 Stunden mit einer OD von 2,554, der Wildtyp erst nach den untersuchten

8 Stunden mit einer OD von 1,101 (vgl. Abb. 3.30).

Fasst man diese Ergebnisse zusammen, so besitzt die Mutante einen deutlichen
Wachstumsvorteil im Vergleich zum Wildtyp. Daraus lédsst sich vermuten, dass das
Protein IsaB Einfluss auf das Wachstumsverhalten von S. aureus-Stimmen haben muss,

denn das Wachstum ohne IsaB ist deutlich schneller.
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Tabelle 3.1: Erreichte Gesamt-OD-Werte (nach 6 h) im Wachstumsexperiment in LB-Medium bei 30 °C,
37 °C und 42 °C von Wildtyp 8325 und IsaB-Mutante

LB-Medium 30 °C

LB-Medium 37 °C

LB-Medium 42 °C

Wildtyp 8325

0,71

3,081

3,09

IsaB-Mutante

1,573

3,174

3,195

Tabelle 3.2: Erreichte Gesamt-OD-Werte (nach 6 h) im Wachstumsexperiment in TSB-Medium bei
30 °C, 37 °C und 42 °C von Wildtyp 8325 und IsaB-Mutante

TSB-Medium TSB-Medium TSB-Medium
30 °C 37°C 42 °C
Wildtyp 8325 0,884 1,526 1,101
IsaB-Mutante 1,301 2,798 2,712

5.2 Wachstumsvergleich von Wildtyp und Mutante bei Glucose- und

NaCl-Zusatz

Um den Einfluss von unterschiedlichen externen Stressfaktoren auf das Wachstum von
Mutante und Wildtyp zu analysieren, wurden Wachstumsexperimente beider Stamme
bei 37°C mit 2M LB-Glucose und 1M LB-NaCl-Losung durchgefiihrt. Die
Bakterienkulturen wurden in LB-Medium auf eine Anfangskonzentration von 0,02 bei
einer ODgo verdiinnt, den einzelnen Stressfaktoren, Glucose bzw. NaCl ausgesetzt, bei
37 °C im Erlenmeyer-Kolben geschiittelt und jede Stunde im Photometer ihre jeweilige
ODso0 dabei
Die

Konzentration bei gemessen. Den Ansidtzen wurde wie im

vorausgegangenen Experiment kein Antibiotikum zugesetzt. typischen

Wachstumsverldufe der Mutante und des Wildtyps sind in der Abb. 3.31 dargestellt.
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Wachstumskurve von Wildtyp 8325 und IsaB-Mutante bei 37 °C mit und ohne
Glucose-/NaCl-Stref}

2,5

—— Wildtyp-8325bei37C
—8— Mutante-8325bei37C
Glucose- Wildtyp
Glucose- Mutante
—¥— NaCl- Wildtyp

—=e—NaCl-Mutante

OD 600

Zeit (h)

Abb. 3.31: Zusammenfassende Abbildung des Wachstumsverhaltens der IsaB-Mutante und des Wildtyps:
Wachstumskurve der Mutante ohne Zusatz (rosa Linie) im Vergleich zur Kultivierung mit 2 M Glucose
(tirkise Linie) und 1 M NaCl (braune Linie) bei 37 °C in LB-Medium und des Wildtyps ohne Zusatz
(dunkelblaue Linie), mit 2 M Glucose (gelbe Linie) und mit 1 M NaCl (lila Linie). Die optische Dichte
gemessen bei 600 nm (OD600) wurde gegen die Zeit aufgetragen.

Nach einer 2 - 3stiindigen lag-Phase traten die Stimme unter den gewihlten
Wachstumsbedingungen in die log-Phase ein. Dabei wurde deutlich, dass der Wildtyp in
Anwesenheit von Glucose und NaCl eine hohere Zelldichte erreichte als die isaB-
Mutante. Besonders bei Wachstum mit 1 M NaCl wurde der Wachstumsvorteil des
Wildtyps deutlich. Die Startphase der isaB-Mutante ist bei NaCl-Zusatz im Vergleich
zum Wildtyp, der sich ca. eine Stunde in der lag-Phase hilt, verldngert auf ca. drei
Stunden. Die darauffolgende Phase optimalen Wachstums ist bei der isaB-Mutante
gegeniiber dem Wildtyp verkiirzt. Die Mutante erreicht schon nach fiinf Stunden die
stationdre Phase (Abb. 3.31: lila = Wildtyp und braune Linie = IsaB-Mutante). Nach 6
Stunden erreichte der Wildtyp eine ODgoonm von ca. 1,7 und die Mutante von 0,8. Auch
bei Wachstum mit Glucose war widhrend der gesamten Wachstumszeit ein leichter
Wachstumsvorteil des Wildtyps zu beobachten. Die Mutante erreicht auch friiher als der
Wildtyp die stationdre Phase (Abb. 3.31: gelbe Linie = Wildtyp und tiirkise Linie =
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IsaB-Mutante). Nach 6 h erreichte der Wildtyp eine ODgponm von ca. 2,5 und die
Mutante von 2,0. Im Gegensatz dazu zeigte die Mutante einen Wachstumsvorteil bei
Kultur ohne Zusatz von Stressoren. (Abb. 3.31: dunkelblaue = Wildtyp und rosa Linie =
IsaB-Mutante). Die Mutante erreichte nach 6 h Kultur eine ODgoonm von 2,0 im

Vergleich zu ca. 1,0 beim Wildtyp.

Fasst man die Ergebnisse aus diesem Wachstumsexperiment zusammen, wies die IsaB-
Mutante im Vergleich zum Wildtyp sowohl im Glucose-Ansatz als auch im NaCl-
Ansatz ein deutlich schlechteres Wachstum auf. Vergleicht man dieses Ergebnis mit
dem Wachstum beider Stimme ohne Zusétze, so ist erkennbar, dass die Mutante ihren
Wachstumsvorteil gegeniiber dem Wildtyp durch Glucose- und NaCl-Zugabe verliert.
Dies ldsst vermuten, dass das Protein IsaB dem Bakterium S. aureus eine Resistenz
gegeniiber Stress- und Umwelteinfliissen verleiht. Diese interessanten Beobachtungen
miissen durch weitere Untersuchungen bei verschiedenen Stresssituationen (z. B.
oxidativer Stress, Ethanolstress) vervollstindigt werden, um generelle Aussagen zur

Rolle von IsaB bei der Stressbewiltigung treffen zu konnen.

53 Api-Staph

Ein miniaturisiertes System zur schnellen Identifizierung von Staphylokokken und
Enterokokken bietet das von der Firma bioMérieux entwickelte Api-Staph-System. Mit
Hilfe von standardisierten biochemischen Reaktionen und einer spezifischen Datenbasis

konnen hiermit einzelne Bakterienspezies einer Gattung identifiziert werden.

Mutante und Wildtyp unterschieden sich in dieser Testung lediglich im ,,ADH-Test".
Die IsaB-Mutante erzielte ein positives Ergebnis, der Wildtyp war negativ. Dieser Test
besitzt als Substrat Arginin und als korrespondierendes Reaktionsenzym die Arginin-

Dihydrolase.
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Identifikations-Code (Auswertung des Api-Staph-Streifens anhand der Anleitung von
bioMérieux und ATCC, American Type Culture Collection, 10801 University
Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, USA):

Wildtyp:  ATCC 6736112
Mutante:  ATCC 6736113

Dieser Identifaktions-Code entsprach bei beiden weitestgehend dem des Typus
Staphylococcus aureus. Eine Abweichung betrifft das Substrat Arginin. Dies zeigt, dass
die Mutante durch die Inaktivierung von IsaB, Defizite im Argininstoffwechsel besitzen

muss.

3| Ref.- IsaB-Mutante

E | ] Bl [ T e A 5 I
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Abb. 3.32: Verhalten der IsaB-Mutante im apiStaph-Test (+ entspricht einer Substratreaktion, -

entspricht keiner Substratreaktion). Die Ziffern sind der Identifikationscode fiir die Spezie S. aureus.
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Abb. 3.33: Verhalten des Wildtyps 8325 im apiStaph-Test (+ entspricht einer Substratreaktion, -
entspricht keiner Substratreaktion) siehe vorherige Abb. Die Ziffern des Identifikationscodes
unterscheiden sich von der Mutante lediglich in der letzten Ziffer. GemaR der apiStaph-Anleitung handelt

es sich hierbei auch eindeutig um die Spezies S. aureus.

5.4  Blutplatten — Himolyseverhalten von Mutante und Wildtyp

Wichtige Virulenzfaktoren von S. aureus sind die vier sekretierten Himolysine (Toxine)
a-, B-, 0- und y-Toxin. Ein Stamm kann verschiedene Kombinationen der vier
Hémolysintoxine exprimieren und dementsprechend stark Erythrozyten zerstéren. Die
jeweiligen Toxine besitzen eine unterschiedlich ausgeprigte Aktivitit gegeniiber
Erythrozyten verschiedener Tierspezies. Zum Beispiel sind Kaninchen-Erythrozyten
besonders empfindlich gegeniiber dem a-Toxin. Wie in Abbildung 3.34 zu erkennen ist,
war die Fahigkeit der Mutante Kaninchen-Erythrozyten zu lysieren im Vergleich zum
Wildtyp deutlich geringer ausgeprégt. Dies kann auf eine verringerte Toxin-Produktion
der Mutante zuriickzufiihren sein und konnte damit eine verringerte Virulenz der
Mutante anzeigen. IsaB hat somit einen Einfluss auf das Erythrozyten-Lyseverhalten

von S. aureus und beeinflusst moglicherweise direkt die Virulenz des Organismus.
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Abb. 3.34: Hiamolyseverhalten des Wildtyps 8325 (links) und der isaB-Mutante. Beide Stimme wurden
auf Kaninchen-Blutagarplatten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

5.5  Magermilchplatten — Proteolyseverhalten von Wildtyp und Mutante

Wie Abbildung 3.35 zeigt, war das Lyseverhalten der Mutante auf -einer
Magermilchplatte stirker ausgeprdgt als beim Wildtyp. Dies kann an einer
unterschiedlichen Expression von Proteasen in Wildtyp 8325 und der IsaB-Mutante
liegen. Dies verstarkt die Vermutung, dass IsaB wichtige Virulenzfaktoren in ihrer

Aktivitat moduliert.
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Abb. 3.35: Proteolyseeverhalten des Wildtyps 8325 (links) und der isaB-Mutante. Beide Stimme wurden
auf Milcheiwei3-Agarplatten ausgestrichen und iliber Nacht bei 37 °C inkubiert.

5.6  Biofilmbildung

Im Weiteren wurde die Fihigkeit einen Biofilm auszubilden bei der Mutante im
Vergleich zum Wildtyp untersucht. Dafiir wurden zwei Testsysteme verwendet: Zum
einen wurden die Stimme in Glasrohrchen kultiviert (Abb. 3.36), um einen ersten
Hinweis auf die Fdhigkeit zur Biofilmbildung zu bekommen, andererseit wurde die
Biofilmbildung quantitativ in einem Mikrotiterplattentest bestimmt (Abb. 3.37). Bei
diesen Experimenten wurde deutlich, dass die Mutante eine ca. vierfach verringerte

Féhigkeit zur Biofilmbildung besitzt.
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Abb. 3.36: UN-Kulturen des Wildtyps (links) und der isaB-Mutante (rechts) in TSB-Medium mit 0,25 %
Glukose. Deutlich ist ein Ring adhéirenter Bakterien bei der Wildtypkultur zu erkennen, die bei der
Mutantenkultur fehlt.
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Abb. 3.37: Quantitative Biofilmbestimmung des Wildtyps 8325 und der isaB-Mutante im
Mikrotiterplattentest. Die Bakterien wurden in TSB mit 0,25 % Glukose iiber Nacht kultiviert. Die
Biofilmbildung wurde mittels Kristallviolett sichtbar gemacht und im ELISA-Reader bei 550 nm

gemessen.

5.7 Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentration (MHK) von Wildtyp 8325
und IsaB-Mutante

In der weiteren Charakterisierung der Mutante war die Ermittlung der Empfindlichkeit
der Mutante gegeniiber Antibiotika im Vergleich zum Wildtyp interessant. Das
Wachstum des Wildtyps 8325 und der IsaB-Mutante in Medien mit verschiedenen
Antibiotika zeigte ein unterschiedliches Wachstumsverhalten in vitro der beiden
Stimme. Durch die Erythromycinkassette hatte die Mutante eine Resistenz gegeniiber
dem Makrolid Erythromycin erworben. Weiterhin besall die IsaB-Mutante eine in vitro-
Resistenz gegeniiber dem Lincosamidantibiotikum Clindamycin und eine erhdhte
Resistenz gegeniiber dem Chinolon Ofloxacin (8 pg/ml Wildtyp versus 64 pg/ml bei der

Mutante). Keinen Unterschied im Wachstumsverhalten zeigten die beiden
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Bakterienstimme  fiir das Aminoglykosidantibiotikum Gentamicin und das B-

Lactamase-feste Penicillin Methicillin (Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3: Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) von Wildtyp 8325 und der IsaB-

Mutante.
Antibiotikum Wildtyp 8325 IsaB-Mutante
Gentamicin 64 pg/ml 64 pg/ml
Erythromycin 4 pg/ml >512 pg/ml
Clindamycin 1 pg/ml >512 ug/ml
Methicillin <0,5 pg/ml <0,5 pg/ml
Ofloxacin 8 ng/ml 64 ng/ml

Interessant erscheint die erhohte Resistenz der IsaB-Mutante gegeniiber Ofloxacin.

Weitere Untersuchungen zum Resistenzmechanismus miissen zeigen, ob die bekannten

Resistenzmechanismen mit Mutationen in der DNA-Gyrase (gyr4) und Topoisomerase

IV (griA) und das Vorhandensein von Multi-Drug-Transportern (NorA) betroffen sind

oder zusatzliche Faktoren wirken.
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IV. Diskussion

Nosokomiale Infektionen sind keine neu entdeckten Infektionen des 20. Jahrhunderts,
sondern sind schon so lange bekannt, wie Krankenhduser zur Behandlung von Kranken
existieren. Nach dem Infektionsschutzgesetz wird eine Infektion als nosokomial
bezeichnet, wenn sie neben den allgemeinen Definitionen einer Infektion (lokale oder
systemische Infektionszeichen im zeitlichen Zusammenhang mit Erregern oder
Toxinen) erst durch den stationidren Krankenhausaufenthalt aufgetreten sind, d. h. vor
Aufnahme ins Krankenhaus weder bestanden noch in der Inkubationsphase waren.
Aufgrund der wissenschaftlichen Errungenschaften der heutigen modernen Medizin, mit
der Moglichkeit durch Medikamente und neuen invasiven therapeutischen und
diagnostischen Verfahren den Patienten linger am Leben zu erhalten, nahmen auch die
nosokomialen Infektionen zu. Multimorbide, alte, polytraumatisierte und
immungeschwéchte Patienten sind davon besonders betroffen. Hinzu kommt die
Zunahme  von  Resistenzen und  Multiresistenzen  der  Erreger  von
Krankenhausinfektionen, welche die Behandlung und Privention von nosokomialen
Infektionen  deutlich  aggravieren.  Die  Ursachen und  Risiken von
Krankenhausinfektionen liegen somit auf vielen verschiedenen Ebenen. Zum einen
liegen sie am Patienten, zum anderen an der Umwelt, des Weiteren an der
Medizintechnik, an den Behandlungsformen, am medizinischen Personal und nicht
zuletzt an den fiir uns interessanten mikrobiologischen Faktoren. Die erste
reprasentative Studie zur Privalenz von nosokomialen Infektionen in Deutschland von
1994 (NIDEP 1) ergab, dass die meisten Krankenhausinfektionen auf den
Intensivstationen (15,3 %) anzutreffen sind. Auf chirurgischen Stationen betrug die
Privalenz 3,8 %, auf internistischen Stationen 3,0 % und in der Gynikologie und
Geburtshilfe ebenso 3,0 %. Die hiufigsten nosokomialen Infektionen waren dabei
Harnwegsinfektionen (40 %), Infektionen der Atemwege (20 %), postoperative
Wundinfektionen (15%) und Sepsis (8 %). Die Erreger von Krankenhausinfektionen
fallen durch ihre zunehmenden Multiresistenzen auf. Es handelt sich dabei vor allem um
S. aureus, koagulasenegativen Staphylokokken, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiellen,
E. coli und Enterokokken. Der Trend der vergangenen Jahre zeigt einen interessanten

Erregerwechsel an. Wiahrend in den 80iger Jahren vorwiegend gramnegative Bakterien

107



IV. Diskussion

als Ursache von nosokomialen Infektionen identifiziert wurden, iiberwiegen
gegenwirtig die grampositiven Erreger. In Tabelle 4.1 sind die fiinf haufigsten Erreger
von Katheter-assoziierten Infektionen sowie von Beatmungspneumonien im Zeitraum
1997 - 2002 in Deutschland aufgelistet (Gesundheitsberichterstattung des Bundes Heft 8

des RKI, Juni 2002).

Tabelle 4.1: Anteil der fiinf hdufigsten Erreger an den insgesamt erfassten Erregern fiir die drei device -
assoziierten nosokomialen Infektionen im Zeitraum Januar 1997 bis Juni 2002 (Epidemiologisches

Bulletin des RKI, Ausgabe 9/2003)

Rangfolge Beatmungs-assoziierte ZVK-assoziierte Sepsis Katheter-assoziierte HWIs
Pneumonie
1. S. aureus (24,1 %) Koagulase-neg. Enterobacter spp. (25,8 %)
Staphylokokken
(30,9 %)
2o P. aeruginosa (16,8 %) S. aureus (15,5 %) E. coli (25,6 %)
3. Klebsiella spp . (12,1 %) Enterobacter spp. (11,6 %) P. aeruginosa (12,9 %)
4. E. coli (10,5 %) E. coli (5,8 %) C. albincans (8,8%)
5. Enterobacter spp. (9,1 %) Klebsiella spp . (5,0 %) Klebsiella spp . (6,1 %)

Besonders problematisch zeigt sich die Entwicklung bei durch Staphylokokken
verursachte Krankenhausinfektionen, da der Anteil methicillin-resistenter S. aureus

MRSA) in einigen klinischen Bereichen bereits bei tiber 40 % liegt (Tab. 4.2).
g g

Tabelle 4.2: Infektionen mit MRSA in verschiedenen klinischen Disziplinen nach Art der Infektion,
Deutschland 2002 (Epidemiologisches Bulletin des RKI, Ausgabe 35/2003) auf welcher Grundlage

beruhen diese Zahlen, da es sich nur um einen Ausschnitt aller Infektionen handelt)

Innere Intensiv | Chirurgie Neuro- Derma- Ortho- Urologie Gyni- Ohne
Medizin logie tologie padie kologie Angabe

Sepsis 39% 28 % 17 % 3% - - - - 13 %
(n=86) (n=63) (n=37) (n=7) (n=30)

Pneumonie 31 % 44 % 6 % 6 % - - - - 13 %
(n=134) | (n=192) (n=26) (n=26) (n=13,4)

Wund- 23 % 6,6 % 40 % 2,7 % 2,8 % 2,5% 1,1 % 1,2% 13,4 %
Infektion (n=291) (n=84) (n=512) (n=34) (n=35) (n=31) (n=14) (n=15) (n=162)
HWI 31 % - 10 % 8,5% - - 20 % - 30,5 %
(n=44) (n=40) (n=12) (n=29) (n=162)

Summe 27 % 16 % 29 % 3.8% 1,7 % 1,5 % 2% 0,7 % 14,2 %
(n=555) | (n=339) (n=589) (n=79) (n=35) (n=31) (n=43) (n=15) (n=295)
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Neben priaventiven MaBnahmen zur Bekdmpfung von nosokomialen Infektionen wie
z. B. strenge Hygienemalinahmen ist es wichtig, die Therapie zu verbessern. Dabei sind
auch Alternativen zur Antibiotikabehandlung notwendig und somit das Ziel vieler
aktueller Forschungsvorhaben. Die Weiterentwicklung der wunspezifischen und
spezifischen Immuntherapie nimmt dabei einen hohen Stellenwert ein und soll in dieser

Arbeit ndher betrachtet werden.

1. Einsatz von monoklonalen Antikorpern im Rahmen der

Immuntherapie

Schon im Jahre 1900 beschrieb Paul Ehrlich in der Croonian-Lecture, dass die Funktion
von Antikorpern nicht nur in der Abwehr von Infektionen zu sehen ist und stellte die
Hypothese auf, das Immunsystem zur spezifischen Therapie von Tumoren nutzen zu
konnen (Ehrlich, 1900). Leider fehlte ihm hierzu der molekulargenetische Hintergrund
iiber die Struktur der Immunglobuline. Durch den technischen Fortschritt konnten
Porter und Edelmann 1972 den molekularen Aufbau der Immunglobuline entschliisseln
und somit die Forschung auf diesem Gebiet vorantreiben (Porter, 1967; Edelmann,
1968). Immunglobuline gehdren dem spezifischen humoralen (16slichen) Immunsystem
an. Nach Eindringen des Antigens in den Organismus, bilden unspezifische
Abwehrmechanismen wie Bestandteile des zelluliren Immunsystems (NK-Zellen,
Makrophagen, Granulozyten) eine erste Abwehrfront. Dabei werden eindringende
Mikroorganismen von spezifischen Antigen prdsentierenden Zellen molekular zerlegt
und deren spezifische Antigene T-Helferzellen prisentiert, die B-Lymphozyten
aktivieren. Durch vielfdltige Botensignale und weiteren humoralen Faktoren kommt es
zur Reifung der Antikdrper produzierenden Plasmazelle. Durch klonale Selektion
(Burnet, 1959) wird genau der Antikérper synthetisiert, der den Rezeptoren des
eingedrungenen Antigens entspricht. Die Grundstruktur eines Immunglobulinmolekiils
besteht aus vier Proteinketten, zwei schweren (heavy) H-Ketten von ca. 50 kD und zwei
leichten (light) L-Ketten von ca. 25 kD, diese sind in Form eines Y iiber zwei

Disulfidbriicken verkniipft. Die Antigenbindungsstelle befindet sich an den Enden der
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beiden kurzen Arme des Y. Dieser Teil des Antikorpers, auch Fab-Fragment (,,fragment
antigen binding®) genannt, l4sst sich durch das Enzym Papain von dem homogenen Fc-
Fragment (,,fragment crystalline* — kristallisiert in Losung leicht aus) spalten. Das Fc-
Fragment ist fiir die biologische Aktivitit (ADCC-,antibody dependent cellular
cytotoxicity*, CDC-,,complement mediated cytotoxicity*) verantwortlich. Diese beiden
Teile erkliren auch die Begriffe der direkten und indirekten Schutzfunktionen der
Antikorper. Die direkte Wirkung erfolgt durch Bindung bzw. Neutralisierung des
Antigens/Toxins am Fab-Fragment. Die indirekte Wirkung entspricht der biologischen

Aktivitit des Antikorpers (Fc-Fragment).

Antikdrper sind sehr flexible Molekiile. Die Ketten bestehen aus mehreren Doménen,
welche beweglich miteinander verbunden sind. Die Doménen reprisentieren den
genetischen Aufbau des jeweiligen Immunglobulins. Der Mensch besitzt flinf
verschiedene Klassen von Immunglobulinen:

- IgA: Dimer, Hauptimmunglobulin der externen Sekretion iiber Schleimhiute
(Speichel, Schleim, Darmsekret, Trédnen, etc.),

- IgD: Oberfliachenrezeptor auf B-Lymphozyten, Beteiligung an deren
Differenzierung,

- IgE: hohe Affinitit zu Mastzellen und basophilen Leukozyten — Degranulation
dieser und Freisetzung von Histamin, Leukotriene, Heparin, etc.;
Uberempfindlichkeitsreaktion; Abwehr von Parasiten,

- IgG: fiinf Unterklassen, hdufigstes Immunglobulin, plazentagéngig,
Makrophagenaktivierung, Prozessierung des Anikorper-Antigenkomplexes,

- IgM: Antikorper der Frithphase, Komplementaktivierung.

Therapeutisch und diagnostisch einsetzbare Antikorper sollen ihren physiologischen
»Vorbildern“ entsprechen. Revolutioniert wurde dieses Gebiet durch Kohler und
Milstein, welche 1975 fiir ihre Hybridomtechnik zur Herstellung von monoklonalen
Antikorpern den Nobelpreis bekamen (Kohler and Milstein, 1975). Durch
Immunisierung von Mausen mit humanen Antigenen gewann man murine Antikorper
(Endung: -omab) mit entsprechendem antigenen Epitop. Problematisch in der

Anwendung muriner Antikorper ist jedoch die Mauskomponente, welche haufig zur
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Aktivierung des humanen Immunsystems und Bildung von Anti-Antikérpern,
sogenannten HAMASs — ,,human anti-mouse antibody*, fiihrt (Hasholzner et al., 1997).
Die murinen Antikdrper werden von den HAMAS gebunden, neutralisiert und
eliminiert. Diese ,allergische Reaktion* kann bis zur Anaphylaxie reichen. Daher
werden nun grofle Anstrengungen unternommen, die tierischen Antikorper so weit wie
moglich zu humanisieren. Eine Moglichkeit besteht in dem Ersatz des konstanten
murinen Teils des Antikorpers durch humane Komponenten. Diese erhélt man durch
vielfdltige rekombinante gentechnische Verfahren. Dabei bleibt der Antigen bindende
Teil des murinen Antikorpers bestehen, nur der konstante Teil, welcher die biologische
Aktivitdt des AntikOrpers reprédsentiert, dndert sich. Solche Antikorper nennt man
»chimdre* Antikorper (Endung: -ximab). Erste Erfolge mit chimédren Antikdrpern hatten
Veihoeven et al. 1988. Ersetzt man in weiteren Schritten noch Teile der variablen
Doméne durch humane Gensequenzen gewinnt man ,humanisierte Antikorper
(Endung: -zumab). Diese sehr zeitaufwendigen und teuren Verfahren machen es zum
Ziel der heutigen Forschung, vollstindig ,,humane* Antikorper (Endung: -umab)
produzieren zu konnen, um dadurch gezielter in das menschliche Immunsystem
einzugreifen und Nebenwirkungen durch tierische, fremde Anteile zu reduzieren. Eine
Moglichkeit wurde in der vorliegenden Arbeit angewandt, die Fusion von HAB-Zellen
(humane Hybridomzellen) mit MRSA-infizierten B-Lymphozyten, jedoch leider ohne
Erfolg. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, ,,transgene* Méuse zu gewinnen, deren
Ig-kodierende DNA durch humane Sequenzen ersetzt wurden (Li et al, 2005). Die
Gewinnung humaner Antikérper ist sehr schwer und aufwendig, daher ist es nicht
verwunderlich, dass bisher zugelassene Antikorper keine reinen humanen Antikorper

sind.

Es ist, nach wie vor, eine gro3e Herausforderung fiir die Forschung, humane Antikorper
zu entwickeln. Es wird zur Zeit an mehr als 400 moglichen Kandidaten fiir
therapeutische monoklonale Antikorper geforscht, doch nur 17 sind bisher (Stand 2004)
von der FDA (US Food and Drug Administration) bzw. einzelne nur in Deutschland,
Australien und Venezuela zugelassen (Brekke and Loset, 2003; Stern and Herrmann,

2005).
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Tabelle 4.3: Bisher von der FDA (US Food and Drug Administration) bzw. in Deutschland, Australien

und Venezuela zugelassene Antikdrper (Stand 2004), (Brekke and Loset, 2003 und Stern and Herrmann,

2005).
Antikorper Handelsname/ | Zielantigen Indikation Herstellung/Art
Firmen/ des AK
Zulassung
Muromab OKT 3®/ CD3 TransplantatabstoBung Murin
Johnson&Johnson/
Juni 1986
Abciximab ReoPro®/ GPIla/I1Ib Koronare Chimér
EliLilly/ Revaskularisation
Dezember1994
Edrecolomab Panorex®/ EpCam Colon-Ca Murin
Centocor/ Stadium Dukes C
1995
(nur in
Deutschland
zugelassen)
Rituximab Mabthera®/ CD 20 Rezidiviertes Chimér
Genentech/ follikulires B-Non-
November 1997 Hodgkin-Lymphom
Daclizumab Zenapex®/ CD 25 TransplantatabstoBung Humanisiert
Roche/
Dezember 1997
Basiliiximab Simulect®/ CD 25 Transplantatabstoung Chimair
Novartis/
Mai 1998
Pavilizumab Synagis®/ RSV Prophylaxe gegen Humanisiert
MedImmune/ RSV-Infektion
Juni 1998
Infiliximab Remicade®/ TNF-a Rheumatoide Chimér
Johnson&Johnson/ Arthritis, M. Crohn
August 1998
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Trastuzumab Herceptin®/ Her2/neu Metastasiertes Humanisiert
Genentech/ Mamma-Ca
September 1998
Gemtuzumab- Mylotarg®/ CD 33 Rezidivierte (oder Humanisiert
Zogamicin American Home rezidivierende) akute (Toxin
Products/ myeloische Leukémie gekoppelt)
Mai 2000
Alemtuzumab Campath®/ CD 52 Chronisch Humanisiert
Millenium lymphatische
Pharmaceuticals/ Leukémie
Mai 2001
Ibritumomab- Zevalin®/ CD 20 Non-Hodgkin- Chimaér
Tiuxetan IDEC Lymphom (Radionukleoid-
Pharmaceuticals/ gekoppelt
Februar 2002
Omalizumab Xolair™/ IgE-Fc-Teil Allergien Humanisiert
Tanox/Genentech/
Novartis/
2002
(nur in Australien
und Venezuela
zugelassen)
Adalimumab Humira™/ TNF-a Rheumatoide Arthritis | Humanes IgG1
Abbott/CAT/
2003
BIL Bexxar®/ CD20 B-Zell-Lymphom Murin
tositumomab | GlaxoSmithKline/ (Radionukleoid-
Corixa/ gekoppelt)
2003
Efalizumab Raptiva®/ CD1la Psoriasis Humanisiert
Serono Pharma/ Antikorper
2003
Bevacizumab Avastin®/ VEGFR Colon-Ca Humanisiert
Roche/2004
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Cetuximab Erbitux ®/ EGFR Colon-Ca Chimér
Merck/
2004

Ein Grund fiir die in dieser Arbeit misslungenen ,,Fusionsversuche* von HAB-Zellen
mit B-Lymphozyten von Patienten mit Nachweis einer MRSA-Infektion im Blut,
konnte zum einen die geringe Zahl der gewonnen B-Lymphozyten aus dem zur
Verfiigung gestellten Patientenmaterial sein. B-Lymphozyten befinden sich im
menschlichen Korper zum einen im Blut, Gewebe, Lymphknoten, -bahnen und natiirlich
dem groften lymphatischen Organ, der Milz. Leider konnte man fiir diese Arbeit nur
Blut und Lymphknotengewebe gewinnen, so dass mit einer geringeren Menge an B-

Lymphozyten die Versuche gestartet wurden.

Ein weiterer Grund konnte im defekten Immunsystem der betroffenen Patienten liegen
und damit evtl. auch defekten B-Lymphozyten, so dass keine funktionsfihige

Antikorperproduktion von Seiten der B-Lymphozyten moglich war.

Auffillig bei dem Auftreten von bakteridmischen und septischen MRSA-Infektionen ist
ndmlich die deutlich eingeschriankte Abwehrfunktion der Patienten (Bsp.: Patient mit
Myelodysplastischem Syndrom, s.o0.), ansonsten handelt es sich meist um lokale
Infektionen bei immungeschwéchten Patienten (Diabetiker, Hospitalinfektionen,
Polytraumen, geriatrische Patienten, Intensivpatienten, Kinder, v.a. Frith- und
Neugeborene). Der MRSA-Nachweis gelingt dabei nur aus Gewebe-Abstrichen, nicht
aus dem Blut. Dies ist aber auch ein wichtiger Hinweis, dass die humorale und zellulédre
Immunreaktion ein wichtiger Bestandteil der Infektion mit S. aureus ist und daher
ideale Ansatzmoglichkeiten fiir neue Therapien von bakteriellen Infektionen bietet (Etz

et al., 2002).
Weiterhin konnte man vermuten, dass es bei MRSA-Infektionen zur Produktion von

Substanzen kommt, welche das Immunsystem des Korpers zum Wachstumsvorteil der

Bakterien verdndert und so keine addquate Abwehrreaktion stattfinden kann.
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Eine weitere Moglichkeit des Scheiterns der Fusion konnte in der oft schon
stattgefundenen Antibiotikatherapie liegen, so dass zu wenige Erreger dem

Immunsystem prasentiert wurden.

Weiterhin muss auch das Antigen, gegen das ein spezifischer Antikorper produziert
werden soll, bestimmte Kriterien erfiillen. Zum einen sollte es spezifisch flir die
Zielzelle/Bakterium sein. Dieses Kriterium erfiillt IsaA wie durch Testung
verschiedener Bakterienarten im Westernblot gezeigt werden konnte. IsaA ist spezifisch
fiir S. aureus. Ein IsaA-spezifischer monoklonaler Antikérper wiirde somit nur gegen
S. aureus gerichtet sein und die physiologische Flora im Darm und auf der Haut sowie
auf Schleimhduten nicht schiddigen. Dadurch sollte die Antikdrpertherapie ein
geringeres Nebenwirkungspotential besitzen als eine herkdmmliche Antibiotikatherapie.
Allerdings ist die Moglichkeit des Entstehens von Immunkomplexen sorgfiltig zu

untersuchen.

AuBerdem muss ein potentielles Antigen in ausreichender Dichte an der Oberflache der
Zielzelle exprimiert werden, damit der Antikorper effektiv andocken kann. Ob diese
Voraussetzung fiir die Expression von IsaA zutrifft, ist nicht ausreichend dokumentiert.
Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass IsaA Zellwand-assoziiert vorliegt (Sakata, 2005).
Mittels Immunogold-Techniken konnte IsaA in der S. aureus-Zellhiille sichtbar
gemacht werden. Diese in vitro-Ergebnisse unterstiitzen in vivo-Beobachtungen von
Lorenz et al. (2000), die eine erhdhte Anti-IsaA-Immunabwehr bei Sepsispatienten

beschrieben und somit eine effektive Présentation des IsaA-Antigens nahe legten.

Dariiber hinaus ist es wichtig, dass die Antigene nicht von der Zell-/
Bakterienoberflache abgegeben werden konnen, sogenanntes ,,shedding®. Denn dadurch
wiirde das 16sliche Antigen bereits im Serum durch die Antikorper neutralisiert werden
und nicht seine Wirkung an der Zielzelle entfalten. Das Antigen darf aber auch nicht
durch die Zielzelle internalisiert werden, denn dadurch verliert der Antikorper im
Antigen-Antikorperkomplex seine Funktion in der Aktivierung immunologischer
Effektorzellen und des Komplementsystems. Ob IsaA all diese Anforderungen erfiillt,

ist noch nicht eindeutig gekléart und bedarf weiterer Forschungen.
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Aufgrund der zunehmenden Ausbreitung antibiotikaresistenter Keime und der
drastische Anstieg multiresister Staphylokokken in den Krankenhdusern ist es wichtig,
dass neue Therapiemoglichkeiten entwickelt und erprobt werden. Vor allem seit dem
Auftreten von Vancomycin-resistenten Staphylokokken in den USA im Jahre 2002.
Dies fordert nicht nur die Entwicklung von neuen potenteren Antibiotika, wie zum
Beispiel Synercid und Linezolid, sondern weitere Angriffsmoglichkeiten im Kampf

gegen MRSA.

Ist ein geeignetes Zielantigen gefunden und ein passender Antikdrper entwickelt, bieten

sich verschiedene Therapien an:

Als sogenannte naive monoklonale Antikdrper:

- Blockade des Zielantigens (Bsp.: Infilixmab — Blockade von TNF-a und
Unterbindung der Entziindungskaskade, oder Abciximab — Blockade des
Glycoproteinrezeptors GlIb/-IIIa und damit Verhinderung der
Rethrombosierung),

- Opsonierung und Vermittlung weiterer Reaktionen (Bsp.: Pavilizumab —
Prophylaxe von RSV-Infektionen bei Frithgeborenen),

- Direkte Wirkung auf die Zielzelle durch Signaltransduktion (Bsp.: Rituximab —
Eingriff in den Zellzyklus bei malignen Lymphomen).

Weiterhin konnen die gewonnenen AntikOrper mit zytotoxischen Agenzien konjugiert
werden. Diese sogenannten ,,Prodrug-Immunkonjugate* (ADEPT — ,,antibody-directed
enzyme prodrug therapy*) mittels radioaktiver Stoffe, Immuntoxine, Zytostatika und
anderen Stoffen, wie zum Beispiel Antibiotika, ist jedoch bisher nur wenig erforscht.
Die Idee der Kopplung von Antikérpern mit anderen Arzneimitteln stammt aus der

Diagnostik bestimmter Erkrankungen.

Meist sind es sogenannte ,,Problemkeime*, wie Erreger von nosokomialen Infektionen,
welche durch ihre zunehmende Virulenz und Resistenzentwicklung gegen bisherige
antimikrobielle Substanzen, die Forschung zur Etablierung von neuen Therapieansétzen

treibt.
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Vielversprechende Ergebnisse flir die Entwicklung und den Einsatz von monoklonalen
Antikorpern in der Therapie von Staphylokokkeninfektionen zeigen die Arbeiten von
Hall et al.. Diese Arbeitsgruppe hat sich mit sogenannten MSCRAMM (microbial
surface components recognizing adhesive matrix molecules), insbesondere dem
Virulenzfaktor Clumping Faktor, beschéftigt und den murinen monoklonalen
Antikorper MAb 12-9 dagegen entwickelt. Die tierexperimentellen Untersuchungen
zeigen, dass der Einsatz von MADb 12-9 in mehr als 90 % der Fille die Bindung von
Fibrinogen durch S. aureus verhindert und somit die Virulenz reduzieren. AuBlerdem
konnte gezeigt werden, dass durch eine einmalige Gabe von MADb 12-9 ein Schutz vor

einer MRSA-Sepsis erreicht wird (Hall et al., 2003).

Weitere erfolgreiche Entwicklungen von Antikorpern in der Therapie von infektidsen
Erkrankungen werden von Dunman und Nesin (2003) beschrieben. So zum Beispiel der
chimire monoklonale Antikérper BSYX-A110 gegen die Lipoteichinsdure in der
Zellwand von koagulasenegativen S. epidermidis. Dieser soll Neugeborene mit einem
sehr niedrigen Geburtsgewicht und nicht ausreichendem Immunsystem vor

Neugeborensepsen schiitzen (Weisman et al., 2001).

Ein monoklonaler Antikorper gegen Shigatoxin 2 von E. coli O157:H7, welches mit
dem hidmolytisch-urdmischem Syndrom (Gasser-Syndrom) assoziiert ist, wird derzeit in
Tierexperimenten erprobt (Mukherjee et al., 2002). Ebenso strebt man bei der
Behandlung von Infektionen mit Pseudomonas aeruginosa (Corbett et al., 2002) und
Streptokokken (Beninati et al., 2001) die Entwicklung von monoklonalen Antikdrpern

an.

In der Therapie von viralen Erkrankungen nimmt die Immuntherapie noch einen
hoheren Stellenwert ein als bei anderen infektiosen Krankheiten, da derzeit fast keine
effektiven antiviralen Chemotherapien zur Verfiigung stehen und die Entwicklung von
effizienteren antiviralen Chemotherapeutika stagniert. Meist  resultiert nur eine
Virenminderung, jedoch oft keine Elimination aus der Therapie. Die Entwicklung von
Antikdrpern in der Therapie von viralen Erkrankungen stellt jedoch ein grofles Problem

der Forschung dar und scheitert oft in der Praxis, was sich vor allem an der HIV-
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Forschung der letzten Jahre zeigt. Meist konnten dabei nur die opportunistischen
Infektionen eingeddmmt werden, jedoch nicht das HI-Virus selbst eliminiert werden.
Der erste zugelassene monoklonale Antikdrper bei viralen Infektionen ist Palivizumab

gegen RSV-Infektionen bei Neugeborenen und Kleinkindern (Sorrentino et al., 2000).

2. ELISA

Im Rahmen dieser Arbeit sollte neben der Gewinnung eines monoklonalen Antikérpers
gegen IsaA ein ELISA-Verfahren etabliert und eingearbeitet werden, um diesen
speziellen Antikorper spezifisch nachzuweisen. Grundlage aller Immuntechniken ist die
Bildung von Immunkomplexen beim Zusammentreffen von multivalenten Antigenen
mit dem spezifischen Antikorper. Diese Immunkomplexe kdnnen agglutinieren, wenn
partikuldres Antigen und agglutinierende Antikorper aufeinander treffen oder
prazipitieren, wenn sich das Antigen in Losung befindet und prézipitierende Antikorper
zugegeben werden. Entsprechend diesen Eigenschaften der Immunkomplexe sind

verschiedene vitro-Immuntechniken entwickelt worden:

e Immunpréizipitationstechniken: Immunelektrophorese, Immundiffusion nach
Ouchterlony und Mancini,

e Immunagglutinationtechniken: Blutgruppenserologie, serologische
Nachweismethoden bei Virus-/Bakterieninfektionen,

¢ Bindungstechniken: Immunfluoreszenz, Radioimmun- und

Enzymimmunassay.

Dadurch ldsst sich je nach Konzentration der zu analysierenden Substanz ein
quantitativer und qualitativer Nachweis von Antigen oder Antikdrper erbringen. Ohne
Markierung, d. h. ohne Einsatz von Fluoreszenz, radioaktiven Stoffen oder Enzymen,

lassen sich nur Substanzen in einer Konzentration von mehr als 1 mg/l nachweisen.
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In dieser Arbeit wurde als Immunverfahren zum Nachweis eines spezifischen
monoklonalen  Antikorpers gegen IsaA ein indirekter, nicht-kompetitiver
Enzymimmunassay gewahlt. Er ist eine empfindliche Methode zum Nachweis geringer
Mengen an Antikdrper. Er ist spezifisch fiir den zu analysierenden Antikorper, leicht
reproduzierbar durch etablierte und standardisierte Vorgehensweisen, die Kosten sind
im Vergleich zu anderen Immunverfahren gering. Die verwendeten Reagenzien sind
von langer Lebensdauer und die Auswertung entspricht den wissenschaftlichen
Standards fiir Tests bzw. Nachweisverfahren. Durch die Verwendung von harmlosen
Enzymen zur Detektion werden keine groflen Sicherheitsmafinahmen fiir das
entsprechende Labor vorausgesetzt, so dass der ELISA auch in kleinen Labors ohne die
Ausstattung eines groflen Zentrallabors durchfiihrbar ist. In Tablle 4.4 sind Merkmale
von ELISA, RIA und FIA gegeniibergestellt.
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Tabelle 4.4: Vergleich der Effizienz der Bindungsimmuntechniken (Boffey et al., 1985)

ELISA RIA FIA
Spezifitit + + +
Empfindlichkeit + + T
Reproduzierbarkeit + + +
Kosten + - -
Lebensdauer der + - +
Reagenzien
Auswertung + + +
(objektiv mit
Geriten)
Auswertung +/- +/- +/-
(automatisiert)
Auswertung + - -
(subjektiv)
Sicherheit + - +
Anwendbarkeit in + + +
grofien Kklein.
Zentren
Anwendbarkeit in + - +/-
kleinen
Laboratorien

Ein ELISA kann prinzipiell auf drei Arten durchfiihrt werden:
e diekter ELISA
e indirekter ELISA
e Sandwich ELISA

Aus diesen drei Arten kann dann sowohl ein kompetitives (Konkurrenz zweier Antigen

oder Antikorper) als auch ein inhibitorisches (Blockierung durch ein weiteres Antigen

bzw. Antikorper) ELISA-Verfahren entwickelt werden. Dadurch ldsst sich die Affinitét
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des zu bestimmenden Antigens oder Antikorpers genauer beurteilen. Die unter
Standardbedingungen gemessene Menge der Enzymaktivitit im ELISA-Reader ist der
Menge des gesuchten spezifischen Antigens oder Antikorpers direkt proportional.

Das einfachste Verfahren ist der direkte ELISA. Das zu bestimmende Antigen oder der
zu bestimmende Antikorper wird an die Festphase gebunden. Nach Inkubation,
Waschung und Blockierung erfolgt die Zugabe des spezifischen, an ein Enzym
gekoppelter Antikdrper oder Antigen. Nach erneuter Inkubation und Waschung setzt
man nun das Enzymsubstrat hinzu und es kommt zur Farbreaktion, welche am ELISA-
Reader gemessen werden kann. Der direkte ELISA setzt voraus, dass man das zu
bestimmende Antigen bzw. den Antikorper kennt und birgt eine gro3e Fehlerrate durch

unspezifische Bindungen.

Der indirekte ELISA, fiir welchen wir uns in dieser Arbeit entschieden haben, setzt eben
dies nicht voraus und bindet spezifischer das gesuchte Antigen bzw. in unserem Fall
den Antikorper. Aullerdem konnen dadurch Antikdrper verschiedener Spezies detektiert
und differenziert werden. Das spezifische Antigen, in unserem Fall IsaA, wird an die
feste Phase adsorbiert. Nach Inkubation, Waschen und Blockierung setzt man das
Versuchsserum, in dem man den spezifischen Antikdrper vermutet (Primédrantikorper),
hinzu. Nach der Inkubation der spezifischen Antikorpermolekiile erfolgt ein erneutes
Waschen und anschlieBend die Gabe des speziesspezifischen Sekundirantikorpers
(Anti-Immunglobulin-Serum) mit dem angekoppelten Enzym. Nach erneuter Inkubation

und Waschen wird das Enzymsubstrat zur Detektion zugesetzt.

Bei dem Sandwich-ELISA dient der Primdrantikdrper zur Beschichtung der Festphase.
Nach den Waschschritten erfolgt die Zugabe und Inkubation des Antigens von
unbekannter Menge. Nach erneutem Waschen setzt man den zweiten, an ein Enzym
gekoppelten Antikorper hinzu und inkubiert den Ansatz erneut. Den abschliefenden
Schritt bildet wieder die Detektion des enzymatischen Substratumsatzes. Der Vorteil
dieses Verfahrens ist die hohe Selektivitidt. Der Nachteil ist jedoch die Bereitstellung

zweier spezifischer Antikorper gegen das Antigen, welche sich nicht in ihrer Bindung
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behindern diirfen. Dies widerspricht den Voraussetzungen dieser Arbeit und kam daher

nicht zur Anwendung (Crowther, 2001).

Da eines der Ziele dieser Arbeit die Herstellung humaner monoklonaler Antikdrper
mittels der Hybridomtechnik gegen IsaA war, lagen zu Beginn der Etablierung des
ELISAs noch keine solchen humanen monoklonalen Antikdrper vor. So dass man sich,
wie schon erwiéhnt, flir einen indirekten ELISA mit der Mdoglichkeit des Einsatzes
verschiedener speziesspezifischer Antikorper entschied. Zuerst galt es, die optimale
Konzentration der Antigenbeschichtung fiir die Festphase durch Verwendung
verschiedener Antigenkonzentrationen zu ermitteln. Bei Antigeniiberschuss kommt es
zu einem Abfall des Messsignals am ELISA-Reader da die Antigen-Antikorper-
Komplexe in dieser Konstellation 16slich sind. Nachdem die geeignete Konzentration,
in diesem Fall bei einer Verdiinnung von 1 :50 von IsaA mit Natrium-Bicarbonat-
Puffer lag, wurde im néchsten Schritt die optimale Konzentration des Primérantikorpers
gesucht, um den Aquivalenzbereich fiir eine maximale Antigen-Antikdrper-

Komplexbildung, gemal der ,,Heidelberger-Kurve*, zu erhalten.
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Abb. 4.1: Heidelberger-Kurve (Dorner, 2001)
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Denn nur innerhalb dieses Sattigungsbereiches lassen sich Messsignalunterschiede fiir
die einzelnen Immunseren durch eine grofere Differenz der einzelnen Messsignale
feststellen. Dieser lag fiir die getesteten Kaninchenseren bei einer Verdiinnung von
1:6400 und 1: 51200. Interessant ist, dass nach der Prdimmunisierungsphase die
Antigen-Antikdrper-Komplexe in der Sekunddrimmunisierungsphase ein deutlich
besseres Messsignal im ELISA hervorrufen. Dies kann durch die Differenzierung von
Gedédchtniszellen im Immunsystem des Tieres sowie der Umstellung der Produktion
von IgM-Antikorpern der Friihphase zu IgG-Antikdrpern und der sogenannten
Maturation der Antikorper-Affinitit, d. h. Zunahme der Affinitit (Bindungsstirke)
liegen (Kleber et al., 1997). Bedauerlicherweise konnte der ELISA nicht zum
eigentlichen Nachweis humaner monoklonaler Antikérper aus den Hybridomversuchen
eingesetzt werden, da es zu keiner Bildung von monoklonalen Antikdrpern aus der
Zellfusion kam. Doch die zuverldssigen Ergebnisse mit den Antikdrpern aus den
Tierversuchen zeigen, dass der ELISA bei vorhandenen humanen Antikérpern jederzeit
angewendet werden kann. Dieser Ansatz wurde bereits im Rahmen der Entwicklung
anderer monoklonaler Antikdrper erfolgreich angewandt (Glikmann et al.,, 1995,

Tadjine et al., 2004).

3. IsaA

Nach der Entdeckung geeigneter Zielstrukturen fiir den Einsatz der Immuntherapie ist
es von groBem Interesse flir die Forschung, die Funktion bzw. Bedeutung dieser
moglichen Zielantigene flir den Mikroorganismus herauszufinden. Wie schon erwihnt,
besteht eine Anforderung an ein optimales Antigen in dessen Spezifitit fiir den zu
bekdmpfenden Mikroorganismus. Dadurch ensteht ein giinstigeres Nebenwirkungsprofil
beim Einsatz monoklonaler Antikérper, aber man kann auch neue Hinweise auf die
moglichen Exprimationsbedingungen der isolierten Struktur im Bakterium erlangen.
Solche phinotypischen Charakterisierungsexperimente speziell fiir IsaA untersuchte

Herr Lucas Wehling in einer eigenen Arbeit.
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Die Westernblots zur Testung der Spezifitit von IsaA zeigen, dass dieses Protein
ausschlieBlich  von  S. aureus exprimiert wird und nicht bei anderen

Staphylokokkenarten oder Strepto- und Enterokokken.

Die erstmalige Entschliisselung des kompletten Genoms von S. aureus durch den
Japaner Kuroda et al. (2001) und dessen weitere Erforschung erbrachten in den letzten
Jahren viele neue Erkenntnisse und Ansatzmoglichkeiten in der Therapie von S. aureus-
Infektionen, vor allem im Hinblick auf die zunehmenden Multiresistenzen und den

damit verbundenen Problemen.

Auf der Suche nach potentiellen Immunogenen zur Entwicklung einer aktiven oder
passiven Immuntherapie bei S. aureus-Infektionen haben Weichhart et al. (2003) neue
Methoden zur in vitro-Selektion von Proteinen, das sogenannte ,ribosome display*
entworfen. Damit kénnen nicht nur mogliche immunogene Proteine des S. aureus-
Genoms identifiziert, sondern auch katalogisiert werden. Mittels verschiedener Cluster
und sogenannten ,,open reading frames* ist mit dieser Methode eine rasche in vitro-

Untersuchung der Genomexpression moglich.

Dubrac und Msadek wiesen 2004 nach, dass die Expression von IsaA {iiber das
sogenannte ,,Zwei-Komponenten-System* (TCS — Two-Component System)
YycG/YycF reguliert wird. Dieses TCS wurde erstmals bei dem grampositiven
Bakterium Bacillus subtilis identifiziert und ist weit verbreitet bei grampositiven
Bakterien mit niedrigem G+C-Gehalt. Interessanterweise ist dieses TCS essentiell in
einer Reihe von grampositiven pathogenen Mikroorganismen wie S. aureus,
Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes und Listeria monocytogenes enthalten (Dubrac
and Msadek, 2004). Studien in B. subtilis konnten eine Beteiligung von YycG/YycF an
der Zellteilung nachweisen. Wahrscheinlich steuert YycG/YycF die Expression des
ftsAZ Operons. Gene die durch YycG/YycF reguliert werden, besitzen eine spezifische
Erkennungssequenz, die sich durch zwei hintereinanderliegende Hexanukleotide (5°-
TGT(A/T)A(A/T/C)-Ns-TGT(A/T)A(A/T/C)-3"), die durch fiinf Nukleotide getrennt
sind, auszeichnet (Dubrac und Msadek, 2004). Eine genomweite Suche nach dieser

spezifischen Erkennungssequenz fiihrte zur Identifizierung von 12 Genen bei S. aureus,
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die vermutlich durch YycG/YycF reguliert werden. 5 dieser 12 Gene spielen vermutlich
eine Rolle bei der Virulenz des Erregers (siche Tabelle 4.5). Durch verschiedene
in vitro-Untersuchungen konnte die Bindung des Response-Regulators YycF an
Promotor nahe Regionen der Gene isaAd, ssa4 und lytM nachgewiesen werden (Dubrac

und Msadek, 2004).

Tabelle 4.5: Putative YycG/YycF-regulierte Gene in S. aureus (nach Dubrac und Msadek, 2004).

Gen Funktion
IytM (SA0265) Peptidoglycanhydrolase
(Zellwandmetabolismus)
Prs (SA0458) Ribose-Phosphat-Pyrophosphokinase
sdrD (SA0520) Sialoproteinbindeprotein
Hu (SA1305) DNA-Bindeprotein II
ebpS (SA1312) Elastin-Bindeprotein
phoP (SA1516) Regulatorprotein fiir Transkription
sak (SA1758) Precursor fiir Staphylokinase
isaA (SA2356) Immunodomminantes Antigen
(Virulenzfaktor)
oppB (SA1214) Oligopeptidtransporter mit permeabler
Membrandoméne
ndhF (SA0411) NADH-Dehydrogenase
trx SA1221 Thioreoxinreduktase
ssaA (SA2093) Stahylococcus sekretorisches Antigen

Die Westernblots zur Testung der Speziesspezifitit von IsaA ergaben, dass IsaA
spezifisch fiir S. aureus ist und nicht von anderen Bakterien exprimiert werden. Die
bisherigen Erkenntnisse liber IsaA und die Ergebnisse aus den Westernblots sind, wie
schon erwihnt, optimale Voraussetzungen fiir die Entwicklung eines anti-IsaA
spezifischen monoklonalen Antikorpers und deren Einsatz im Rahmen einer

Immuntherapie von S. aureus-Infektionen.
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4. Phéanotypische Untersuchungen putativer Targetproteine

durch Mutationsexperimente

Neben der Gewinnung von humanen monoklonalen Antikdrpern gegen das
Targetprotein IsaA war ein weiterer Teil dieser Arbeit, Untersuchungen zur
biologischen Funktion des Targetproteins IsaB anzustellen. Dieses Protein wurde wie
IsaA von Lorenz et al. (2000) als immunodominantes Antigen von S. aureus erkannt.
Um die Bedeutung von IsaB fiir das Bakterium herauszufinden, wurde eine IsaB-
Deletionsmutante erstellt und mit dem urspriinglichen Wildtyp S. aureus 8325 in

phénotypischen Tests verglichen.

Zundchst wurde das Wachstumsverhalten der beiden Stimme in verschiedenen Medien
bei unterschiedlichen Temperaturen untersucht. Diese Wachstumsexperimente ergaben
ein unterschiedliches Wachstum von Mutante und Wildtyp. Daraus ldsst sich folgern,
dass eine Expression von IsaB das Wachstum der Bakterien beeinflusst. Unter
Standardbedingungen, d.h. bei Temperaturen von 30-37°C und physiologischen
Néhrmedien (LB- und TSB-Medien ohne Antibiotikazusidtze) ohne &duBere
Umwelteinfliisse, hat die Mutante einen leichten Wachstumsvorteil im Vergleich zum
Wildtyp. Andern sich jedoch die Umweltbedingungen, verindert sich auch das
Wachstumsverhalten der untersuchten Staimme. Erhohte Temperaturen minimieren den
Wachstumsvorteil der Mutante gegeniiber dem Wildtyp. Demnach ist IsaB fiir das
Wachstum bei hohen Temperaturen von Bedeutung. Es gibt eine Reihe von klinischen
Situationen, bei denen Infektionserreger auf verdnderte Umweltbedingungen reagieren
miissen. So ist der Stoffwechsel von polytraumatisierten, multimorbiden oder
immungeschwichten Patienten meist deutlich gestort und es kommt zu
Temperaturregulationsstérungen mit Hypo- und Hyperthermiephasen. Unter solchen
sich dndernden Umgebungsbedingungen im Wirt ist eine schnelle Anpassung der
Genexpression der Bakterien fiir ein Uberleben notwendig. IsaB kénnte als ein

wichtiger Faktor bei der Bewiltigung von Stresssituationen fungieren.

Auch Glucose- und NaCl-Konzentrationen variieren bei verschiedenen Patienten und

innerhalb verschiedener Regionen. Die Mutante wéchst unter Zusatz von Glucose oder
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NaCl deutlich schlechter als der Wildtyp, so dass IsaB hier dem Wildtyp deutliche
Vorteile gegeniiber der Mutante zu verschaffen scheint. Dies unterstreicht wiederum die
Bedeutung von IsaB bei der Bewiltigung von Stresssituationen im Rahmen einer
Infektion durch S. aureus. Demnach konnte IsaB wichtig flir die Virulenz von S. aureus
sein. Zukiinftige Arbeiten, in denen der Einfluss der isaB-Deletion auf die Infektion von
S. aureus in einem Infektionsmodell in vivo untersucht wird, werden weitere

Erkenntnisse zur Rolle von [saB wihrend einer Infektion liefern.

Um mehr iiber die Auswirkungen der isaB-Deletion auf verschiedene
Stoffwechselleistungen von S. aureus zu erfahren, wurde eine Testung mit dem
ApiStaph-System durchgefiihrt. Dieses System dient eigentlich zur Bestimmung der
Spezieszugehorigkeit von Staphylokokken-Isolaten, kann jedoch aufgrund seiner
Zusammensetzung auch zur Untersuchung von Stoffwechselverdnderungen wie
Verstoffwechslung verschiedener Zucker, Ureaseaktivitit, Arginin-Dihydrolase-
Aktivitdt u. a. eingesetzt werden. Diese Untersuchungen ergaben einen Unterschied in
der Fahigkeit Arginin als Substrat zu nutzen, so dass IsaB hochstwahrscheinlich nicht in

typische Stoffwechselwege von S. aureus involviert ist.

Um weitere Erkenntnisse {iber mogliche Virulenz-modulierende Eigenschaften von IsaB
zu erlangen, wurden Hdmolyse-, Proteolyse-, und Biofilmtests durchgefiihrt. Diese
Untersuchungen ergaben einige interessante Ergebnisse. Der Ausstrich der Mutante und
des Wildtyps auf Blutplatten ergab, dass IsaB nicht nur Einfluss auf das Wachstum von
S. aureus hat, sondern auch die Expression von Hidmolysinen beeinflusst. Der
Hamolysetest auf den Blutplatten ergab bei der Mutante einen deutlich kleineren
Héamolysehof um die Kolonie als bei dem Wildtyp. IsaB fordert demnach die
Auspriagung der Hamolysefdhigkeit von S. aureus. Inwieweit dies die Folge eines
direkten Einflusses von IsaB auf die Hdmolysinexpression ist oder der Transport der
Héamolysine betroffen ist, miissen zukiinftige Experimente zeigen. Da Hamolysine als
wichtige Virulenzfaktoren gelten, ist dieses Ergebnis der erste Hinweis, dass IsaB

bedeutsam fur die Virulenz von S. aureus ist.

127



IV. Diskussion

Weiterhin wurden die Mutante und der Wildtyp auf die Féhigkeit Proteasen zu
exprimieren untersucht. Dazu wurde die Deletionsmutante und der Wildtyp S. aureus
8325 auf Magermilchplatten ausgestrichen, um eine Lyse der dort enthaltenen
Milcheiweile zu erkennen. Die Mutante wies einen groBBeren Lysehof um die Kolonien
auf als der Wildtyp. IsaB scheint damit auch die Expression von Proteasen zu
beeinflussen. S. aureus exprimiert eine Vielzahl von Proteasen, darunter Serin-Proteasen
(z.B. sspA, splA-F), Cystein-Proteasen (z.B. sspB, sspC) und Metalloproteasen (z. B.
Aureolysin). Viele dieser Proteasen werden durch globale Regulatoren reguliert. Zum
Beispiel wird die Expression vieler Proteasen durch agr (accessory gene regulator)
positiv reguliert und von sarA4 negativ reguliert (Novick, 2003, Cheung, 2004). Es ist
gegenwadrtig nicht untersucht, ob in der isaB-Mutante eine bestimmte Protease oder eine
Gruppe von Proteasen hoch reguliert werden oder ob globale Regulatoren wie agr oder
sarA durch die Deletion von isaB in ihrer Expression moduliert werden. Dies ist Inhalt
zukiinftiger Arbeiten. Ein weiteres interessantes Ergebnis war die reduzierte Fiahigkeit
der Mutante, einen Biofilm auszubilden. Die Biofilmbildung in S. aureus ist ein
zweiphasiger Prozess an dem unterschiedliche molekulare Faktoren beteiligt sind. In
einer ersten Phase haften die Bakterien an einer Oberfliche an. Dieser Vorgang wird
initiale Adhédrenz genannt und wird durch physiko-chemische Wechselwirkungen
(hydrophobe Wechselwirkungen) und spezifischen Oberfldchenfaktoren der Bakterien
wie das Autolysin (a#/) und Teichonsduren vermittelt (Gotz, 2002). Dariliber hinaus
besitzt S. aureus eine Vielzahl von extrazellulire Matrix bindende Proteine wie das
Fibronektin-, Fibrinogen-, Laminin- und Collagen-Bindeproteine. Werden Oberflichen
mit diesen Matrixmolekiilen iiberzogen, kommt es ebenfalls zu einem Anhaften der
Bakterien an Oberfldchen. In einer zweiten Phase wird ein mehrschichtiger Biofilm
ausgebildet, der durch ein enges Zusammenkleben der Staphylokokken zustande
kommt. Hier spielt v. a. die Expression des ica-Operons (intercellular adhesin) eine
entscheidende Rolle (G6tz, 2002). Gene dieses Operons kodieren fiir Faktoren, die fiir
die Bildung extrazelluldrer Polysaccharide verantwortlich sind, die die Bakterien als
eine ,schleimige* Hiille umgeben. Staphylococcus-Biofilm besteht aus B-1,6
verkniipftem N-Acetylglucosamin und wird als PIA (polysaccharide intercellular
adhesin) bezeichnet. Mutanten, die kein PIA produzieren, sind auch nicht mehr in der

Lage, einen Biofilm zu bilden.
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Die Ergebnisse der Untersuchungen in dieser Arbeit zeigen deutlich, dass IsaB einen
wichtigen Einfluss auf die Expression unterschiedlicher Virulenzmechanismen von
S. aureus ausiibt. Bei einem Ausschalten dieses Proteins durch monoklonale Antikdrper
wiirde S. aureus vermutlich in der Pathogenitit deutlich geschwicht werden. Die
Herstellung eines humanen monoklonalen Antikdrpers wire demnach eine gute

Ergénzung oder sogar Alternative zur bisherigen antimikrobiellen Therapie.

AbschlieBend wurde der Einfluss der isaB-Mutation auf die Empfindlichkeit gegeniiber
verschiedenen Antibiotika getestet. Dazu wurde die MHK (Maximale inhibitorische
Konzentration) gegeniiber zugesetzten Antibiotika der beiden Stamme bestimmt. Dazu
wurden Antibiotika verschiedenster Klassen ausgewéhlt. Als Vertreter der
Aminoglykoside wurde Gentamicin getestet. Aminoglykoside wirken bakterizid durch
Storung der Proteinsynthese. Sie binden die 30S-Untereinheit bakterieller Ribosomen
und flihren dadurch zu einem Ablesefehler an der Messenger-RNA. In héheren Dosen
kommt es zur Synthese von sogenannten ,falschen Proteinen, welche in der
Zytoplasmamembran eingelagert sind und so die Membranpermeabilitit storen. Das
Bakterium verliert dadurch lebenswichtige Bestandteile und wird permeabel fiir
schidigende Stoffe. Die inibitorische Antibiotikakonzentration fiir Gentamicin war fiir
beide Stamme gleich. Sowohl Mutante als auch Wildtyp wiesen ab einer Konzentration
von 64 pg/ml kein Wachstum mehr auf. Ubertriigt man diese in-vitro-Experimente auf
das in-vivo-Verhalten im Klinikalltag sind Aminglykoside in hoheren Dosen effektive

Antibiotika in der Therapie von S. aureus-Infektionen.

Als Vertreter der Makrolide wurde Erythromycin ausgewdhlt. Makrolide wirken
bakteriostatisch indem sie die Proteinsynthese hemmen. Man vermutet, dass das
Ribosom nach der Peptidsynthetasereaktion an der mRNS nicht weiterriicken kann und
damit die Anlagerung eines Basentripletts am tRNS-Aminosidurekomplex ausbleibt.
Makrolide wirken vor allem im grampositiven Bereich und besitzen ein &hnliches
Wirkspektrum wie Penicillin G, das die Zellwandsynthese hemmt. Durch die
Erythromycinkassette in der Deletionsmutante erwarb die Mutante Resistenz gegeniiber
Erythromycin, welche bei dem Wildtyp nicht vorhanden ist. Gleichzeitig wurde durch

die ermB-Resistenzkassette auch eine Resistenz gegeniiber Clindamycin vermittelt

129



IV. Diskussion

(MLSg-Resistenztyp-Makrolide-Lincosamide-Streptogramine  TypB).  Lincosamide
wirken bakteriostatisch durch Hemmung der Proteinbiosynthese dhnlich den
Makroliden. Die eingefiigte Erythromycin-Kassette bewirkt demnach nicht nur eine
spezielle Resistenz gegeniiber Erythromycin, sondern auch gegeniiber Antibiotika mit
dhnlicher Wirkungsweise. Somit war das Ergebnis der MHK-Bestimmung nicht

uberraschend.

Zur Empfindlichkeitstestung gegeniiber Penicillinen wurde das penicillinasefeste
Methicillin verwendet. Penicilline wirken auf proliferierende Bakterien bakterizid durch
Hemmung der Zellwandbiosynthese. Auf ruhende Keime wirken sie bakteriostatisch
durch Unterdriickung der Proliferation. Einige Bakterien haben im Laufe der Zeit die
Féhigkeit entwickelt, B-Lactamase zu bilden (Penicillinase), welche den B-Lactam-Ring
von Antibiotika aufspaltet und sie so inaktiviert. Durch Zusatz von Hemmstoffen der -
Lactamasen, wie Clavulansdure oder synthetisch hergestellten sdurestabilen 3-Phenyl-5-
methyl-isoxazolyl-Penicillinen, wie Methicillin, Oxacillin und anderen, versucht man,
den Abbau der Penicilline durch die Bakterien zu unterdiicken. Diese Penicilline sind
jedoch starke Induktoren der bakteriellen f-Lactamase und fithren so zu einer raschen
und massiven Ausbreitung von Resistenzen gegeniiber herkommlichen Penicillinen und
sind daher nur unter gezielter und strenger Indikation anzuwenden. Sie sind bei gezielter
Gabe gegen Penicillinase produzierende Staphylokokken hoch wirksam. Die
Deletionsmutante-IsaB und der Wildtyp S. aureus 8325 unterschieden sich nicht in der
Empfindlichkeit gegeniiber Methicillin. Beide sind sensibel gegeniiber Methicillin und
unter Einhaltung der Anwendungskriterien in der Klinik, kann auch eine isaB-Mutante

effektiv mit Methicillin behandelt werden.

Weiterhin wurde die MHK beider Stimme gegeniiber dem Gyrasehemmer Ofloxacin
ermittelt. Gyrasehemmer, oder auch Chinolone genannt, haben eine bakterizide
Wirkung durch Hemmung der bakteriellen Gyrase, die eine wichtige Funktion bei der
Spiralisierung der DNA ausiibt. Dadurch sind Prozesse der Transkription und
Replikation gestort. Interessanterweise zeigte die isaB-Mutante eine erhdhte Resistenz
gegeniiber Ofloxacin. Inwieweit IsaB die Spiralisierung der DNA bei S. aureus

beeinflusst, ist unbekannt, erscheint jedoch fiir weitere Studien interessant.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Entwicklung humaner monoklonaler
Antikorper eine hervorragende Ergdnzung oder sogar Alternative fiir die Therapie
bakterieller Infektionen ist. Dies zeigt der erfolgreiche Einsatz von bisher gewonnenen
Antikorpern in der Therapie bestimmter Krankheiten, zur Zeit vor allem in der
Behandlung maligner Tumoren. Wichtig ist es, geeignete Targetstrukturen als
Zielantigene zu identifizieren und ndher zu untersuchen, damit diese die Kriterien eines
optimalen Zielantigens fiir den FEinsatz monoklonaler Antikorper erfiillen. Die
Experimente von Lucas Wehling mit IsaA und die Ergebnisse dieser Arbeit iiber IsaA
und IsaB zeigen, dass mit diesen beiden Targetstrukturen, welche das Wachstum und
die Virulenz des Erregers beeinflussen, wichtige Grundlagen fiir eine Immuntherapie

mit monoklonalen Antikdrpern geschaffen werden konnten.
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V. Zusammenfassung

Staphylococcus aureus ist einer der haufigsten Erreger von nosokomialen Infektionen.
Die grampositiven in Haufen angeordneten kokkoiden Bakterien verursachen neben
harmlosen lokal-oberflachlichen Hautinfektionen auch gefiirchtete lebensbedrohliche
Systeminfektionen. Ein grofles Problem in der Therapie von S. aureus-Infektionen
stellen die zunehmenden Multiresistenzen dieses Erregers dar. Die Entwicklung neuer
Antibiotika reicht hierbei auf Dauer oft nicht aus, da immer wieder neue Resistenzen
der Bakterien zu erwarten sind. Es besteht daher dringender Bedarf an der Entwicklung
alternativer Therapieformen im Kampf gegen multiresistente Problemkeime wie
S. aureus. Eine Moglichkeit besteht in der Immuntherapie, zum Beispiel durch
Gewinnung von monoklonalen Antikorpern gegen geeignete Targetstrukturen von

S. aureus.

In den beiden immundominanten Antigenen IsaA und IsaB scheinen solche geeigneten
Angriffsstrukturen gefunden zu sein. In dieser Arbeit wurde eine IsaB-Mutante
hergestellt und nachfolgend phénotypisch charakterisiert. Diese Arbeiten bilden die
Grundlage fiir die Aufkldrung der Funktion von IsaB. Weiterhin sollte ein humaner
monoklonaler Antikorper gegen IsaA generiert werden. Zur Testung der

Antigenspezifitit war es notwendig einen anti-IsaA-spezifischen ELISA zu entwickeln.

Durch die Fusion der Hybridomzelllinie HAB mit B-Lymphozyten aus lymphatischem
Gewebe septikdmischer Patienten sollten Fusionszellen gewonnen werden, die
spezifische anti-IsaA-Antikérper produzieren. Durch den Einsatz einer humanen
Hybridomzelllinie sollten = Kreuzspezies-Reaktionen, wie sie bei murinen
therapeutischen Antikorpern beobachtet wurden, ausgeschaltet werden. Es wurden
mehrere Fusionen mit lymphatischem Material (Lymphknoten, Blut-B-Lymphozyten)
durchgefiihrt. Eine spezifische Antikdrperproduktion blieb hierbei jedoch aus.

Ein anti-IsaA-spezifischer ELISA konnte auf der Grundlage polyklonaler anti-IsaA-

Antikorper aus immunisierten Kaninchen erfolgreich etabliert werden. Der ELISA
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zeigte die hochste Spezifitéit bei einer Antigenbeschichtung von 2 pg/ml IsaA und einer

optimalen Primdrantikdrperkonzentration von 1 : 25600.

In einem weiteren Teil der Arbeit sollte die Spezifitdt des polyklonalen Antikdrpers und
das Vorkommen von IsaA bei verschiedenen Staphylococcus aureus-Staimmen und
anderen Bakterienspezies getestet werden. Dazu wurde mittels Western-Blot die
Expression von IsaA untersucht. Ergebnis dieser Untersuchung war, dass IsaA
unabhingig von der Herkunft, vom Infektionstyp oder Resistenzeigenschaften von allen
S. aureus-Isolaten exprimiert wird. Von den anderen untersuchten Bakteriespezies
zeigte der IsaA-spezifische polyklonale Antikorper auch eine Reaktion gegen
S. haemolyticus, S. hominis, S. lugdunensis, S.warnerii und S. cohnii. Ob diese
Staphylokokkenarten ein IsaA-homologes Protein mit konservierten Domédnen
exprimieren, das mit dem Antiserum kreuzreagiert, miissen zukiinftige Untersuchungen

zeigen.

Die Herstellung der IsaB-Mutante erfolgte durch  Konstruktion eines
Inaktivierungsplasmides (pTGl), in dem eine Erythromycinkassette zwischen ein
,upstream®- und ,,downstream‘“-Fragment kloniert wurde. Als Grundlage diente der
temperatursensitive ,,shuttle“-Vektor pBT2, der bei erhdhter Temperatur in S. aureus
nicht weiter replizieren kann und dadurch homologe Fragmente auf dem Vektor mit
genomischen Abschnitten rekombinieren. Die erfolgreicher Herstellung der isaB-

Mutante wurde im Southern-Blot iiberpriift.

Die Mutante wurde verschiedenen vergleichenden Experimenten mit dem Wildtyp
unterzogen, um Informationen iiber die mogliche Funktion des Targetproteins IsaB im
Hinblick auf Wachstum und Virulenz fiir S aureus zu gewinnen. Die
Wachstumsexperimente ergaben einen deutlichen Unterschied im Wachstumsverhalten
der Mutante im Vergleich zum Wildtyp. Da die Mutante deutlich schneller wuchs als
der Wildtyp scheint IsaB wichtig fiir das Wachstum von S. aureus zu sein. In vitro-
Experimente zur Testung von moglichen in vivo-Umwelteinfliissen bzw. Stressfaktoren
auf das Wachsum der Stdmme erfolgten mittels Zusetzung von Glucose und NaCl. Hier

zeigte sich ein deutlicher Wachstumsvorteil des Wildtyps gegeniiber der isaB-Mutante,
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so dass unter extremen Umweltbedingungen IsaB S. aureus ein besseres Wachsen
ermdglicht. In weiteren Experimenten wurde das Hadmolyseverhalten der Mutante im
Vergleich zum Wildtyp untersucht. Die Mutante weist einen kleineren Himolysehof auf
Blutagarplatten als der Wildtyp auf. IsaB hat somit auch Einfluss auf die Expression
von Hamolysinen, die ein wichtiger Virulenzfaktor von S. aureus sind. Die Ergebnisse
aus den Proteolyse-Experimenten auf Magermilchplatten ergaben ein stirkeres
Lyseverhalten der Mutante im Vergleich zum Wildtyp, so dass IsaB auch in der
Expression von Proteasen involviert ist. IsaB spielt demnach eine wichtige Rolle in der
Ausprigung von Virulenzfaktoren von S. aureus. Die Untersuchungen zur Bestimmung
der minimalen Hemmkonzentration (MHK) von Wildtyp und Mutante ergaben ebenfalls
Unterschiede der beiden fiir verschiedene Antibiotika, so dass auch IsaB Einfluss auf
die Antibiotikaempfindlichkeit zu nehmen scheint. Die in dieser Arbeit erzielten
Ergebnisse verdeutlichen die prinzipielle Eignung von IsaB als Targetprotein fiir eine

Antikorpertherapie bei lebensbedrohlichen S. aureus-Infektionen.
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