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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Der menschliche Kérper wird im Laufe seiner Existenz mit einer Vielzahl von Pathogenen
konfrontiert. Darunter befinden sich vielzellige Organismen, die h&ufig parasitér in Erscheinung
treten, einzellige Organismen, zu denen das grofe Reich der Bakterien gehort, aber auch Partikel
wie Viren, die nicht zu den lebenden Organismen gezahlt werden. Der Korper ist diesen
Pathogenen jedoch nicht schutzlos ausgeliefert, sondern besitzt mit dem Immunsystem eine
wirkungsvolle Abwehrstrategie. Bei der Abwehr des invasiven Pathogens bildet sich eine
Immunantwort gegen das Pathogen aus. Diese ist das Resultat einer komplexen Interaktion des
Immunsystems mit dem Pathogen und seinen Produkten [1].

In dieser Arbeit sollte die Immunantwort auf Staphylococcus (S.) aureus qualitativ und
quantitativ untersucht werden. Zum besseren Verstandnis wird daher in den folgenden
Abschnitten zuerst eine Einfuhrung in das Immunsystem gegeben. Spater folgt dann die
Beschreibung von S. aureus, seiner Bedeutung als Pathogen und der Interaktion des

Mikroorganismus mit dem Immunsystem.

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Der menschliche Koérper wird nach auRen durch Haut und Schleimhdaute abgegrenzt. Sie stellen
die erste Barriere fur pathogene Organismen dar, die diese durchdringen missen [1]. Dies wird
erschwert indem durch mehrere Schichten von Hornzellen, leicht saurem pH-Wert und Lipide
eine physische und chemische Barriere aufgebaut wird. Zusétzlich werden durch Keratinozyten
und Epithelzellen antimikrobielle Peptide (AMPs) synthetisiert. Diese AMPs werden zum
angeborenen Immunsystem gezahlt und bestehen aus etwa 29 bis 44 Aminosauren [2-4]. Sie
wirken gegen ganz unterschiedliche Pathogene, wie Bakterien, Viren und Pilze. Dabei kénnen
sie die Zielzelle durch Porenbildung lysieren, oder sie interagieren mit der DNA im Inneren der
Zelle und schalten so deren Proteinsynthese ab [5]. Wird die erste Barriere jedoch iberwunden,
konnen sich Pathogene im Korper verbreiten. Invasive Pathogene werden vom Immunsystem
erkannt und in der Regel erfolgreich abgewehrt. Dabei spielt vor allem das angeborene

Immunsystem eine Rolle. Zellen dieses Teils des Immunsystems sitzen direkt in den

1
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Hautschichten und erkennen die eingedrungenen Pathogene, aber auch alle anderen
korperfremden Stoffe, sofort [6].

Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems zahlen dendritische Zellen (DCs),
Makrophagen, Granulozyten, Mastzellen und natirliche Killerzellen (NK-Zellen). Monozyten
gehdren auch zu den Zellen des angeborenen Immunsystems, befinden sich aber als
Vorlauferzellen der Makrophagen nur im Blutkreislauf und nicht im Gewebe [1]. Die Zellen des
angeborenen Immunsystems erkennen Mikroorganismen anhand konservierter Strukturen, den
microbe-associated molecular patterns (MAMPS), mit Hilfe ihrer Mustererkennungsrezeptoren
(PRRs) [7, 8]. Diese haben sich im Laufe der Koevolution des Immunsystems mit den
Mikroorganismen herausgebildet, so dass sie fir die Mikroben essentielle, nicht veranderbare
Strukturen binden. Zu den PRRs gehoren z. B. die toll-like Rezeptoren (TLRs) und nod-like
Rezeptoren (NLRS) [7, 9, 10]. Mit Hilfe von TLR2 und TLR6 kann z. B. die fur Gram-positive
Bakterien, wie S. aureus, essentielle Lipoteichonsduren erkannt werden [4, 11]. TLR4 dagegen
ist wichtig fur die Bindung von LPS, welches von Gram-negativen Bakterien synthetisiert wird
[12]. Durch die Bindung der PRRs an ihre Liganden werden Signalkaskaden in den Rezeptor-
tragenden Zellen aktiviert, wodurch, neben zellularen Reifungsprozessen, vor allem
Phagozytose der Pathogene und Synthese von Zytokinen ausgelost wird [9, 10, 13]. Diese
Botenstoffe werden in die Umgebung freigesetzt und koordinieren die weitere Immunantwort.
Dadurch wird ihre Qualitat bestimmt und die Immunantwort reguliert. Durch eine Gruppe von
Zytokinen, den sognannten Chemokinen, werden weitere Immunzellen zum Ort der Entzlindung

rekrutiert und unterstttzen die Beseitigung der Pathogene [1].

Neben der moglichst schnellen Abwehr von Pathogenen gehort die Aktivierung des adaptiven
Immunsystems zu den Aufgaben des angeborenen Immunsystems. Hierfur sind vor allem DCs
und Makrophagen, die sogenannten professionell Antigen-prasentierenden Zellen (APCs),
wichtig [1]. Binden Pathogene an PRRs, nehmen die APCs diese auf, prozessieren sie und
prasentieren Peptidbruchstiicke auf MHC- (major histocompatibility complex-) Molekdilen auf
ihrer Oberflache. Hieran kénnen nun Zellen des adaptiven Immunsystems binden und ihrerseits
durch Zell-Zell-Kontakt, Zytokinsignale und weitere kostimulatorische Signale aktiviert
werden [14].
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Der Vollstandigkeit halber sei an dieser Stelle noch erwahnt, dass auch B-Zellen, die zum
adaptiven Immunsystem gehoren, zu den APCs gezahlt werden [1]. Sie werden in einem

spateren Abschnitt beschrieben.

Neben den zelluldren Bestandteilen besitzt das angeborene Immunsystem auch eine humorale
Komponente: das Komplementsystem. Dieses System setzt sich aus Komplementfaktoren (zum
GroRteil Proteasen) zusammen, die sich in einer Kaskadenreaktion nacheinander spalten und so
aktivieren [1]. Zu den Komplementfaktoren zéhlen tber 30 Proteine. Am Ende der Kaskade
steht der Membran-Attacke-Komplex (Polymere aus den Proteinen C5b bis C9). Dieser
Komplex bildet Poren in der Zielzelle, so dass diese lysiert wird. Auflierdem verbleiben einige
Spaltprodukte der Komplementfaktoren, die wahrend der Kaskade entstehen, auf der Zielzelle
und dienen als Opsonisierungsfaktoren (C3b, C4b) [1, 15]. Zellen, die entsprechende
Komplementrezeptoren (CR1 bis 4) tragen, phagozytieren die opsonisierte Zelle effektiver.
Andere Spaltprodukte der Komplementfaktoren werden in die Umgebung freigelassen (C3a,
C5a) und wirken, ahnlich wie die Chemokine, als Chemoattraktant und rekrutieren weitere
Zellen zum Ort der mikrobiellen Invasion und férdern dadurch die Entziindung. Deshalb werden

sie auch Anaphylatoxine genannt [15].

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem erkennt das adaptive Immunstem neben den
konservierten Strukturen von Pathogenen vor allem deren variable Strukturen. In Folge der
Aktivierung des adaptiven Immunsystems bildet es ein Immungedéchtnis aus, wodurch bei einer
erneuten Infektion mit dem gleichen Pathogen dieses schneller beseitigt werden kann und die
Infektion haufig symptomlos verlauft [1]. Das adaptive Immunsystem besteht aus zellularen und
humoralen Bestandteilen. Zu den zellul&ren Bestandteilen werden B-, T-Zellen und NKT-Zellen
(nattirliche killer-T-Zellen) gezéhlt. Antikdrper (Immunglobuline, Ig) bilden die humorale

Komponente [1].

1.1.2.1 Aktivierung der T-Zellen — Weichenstellung flr die Qualitat der Immunantwort

Bei der Aktivierung des adaptiven Immungedéchtnisses spielen die APCs des angeborenen

Immunsystems eine entscheidende Rolle. Sie prasentieren Peptidbruchstiicke der prozessierten

3
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Pathogene und deren Produkte auf MHC I- und MHC I1-Molekiilen und kénnen so naive CD8"
bzw. CD4" T-Zellen aktivieren [16]. Die T-Zellrezeptoren (TcR) jeder T-Zelle binden nur eine
spezifische Kombination aus MHC/Peptid-Komplex [17]. Sie sind antigenspezifisch. Nach der
Aktivierung der T-Zelle proliferiert diese und bildet Klone, die wiederum nur diese eine
Spezifitat besitzen (klonale Expansion) [1]. Dass das adaptive Immunsystem ein breites
Spektrum an MHC-Peptid-Komplexen erkennen kann wird dadurch gewéhrleistet, dass durch
somatische Rekombination der TcR-Gene theoretisch mehr als 10 verschiedenen TcR-
Spezifitaten entstehen koénnen. Davon kommen nach Schitzungen mindestens 2,4 x 107 im
peripheren T-Zellpool vor [18-21].

Bei der Aktivierung von naiven T-Zellen sind drei Signale entscheidend (Abb. 1.1):

1. Durch Bindung des TcR an den MHC/Peptid-Komplex bekommt die T-Zelle ein
Aktivierungssignal [14].

2. Kostimulationssignale Gber Bindung von CD80/86 auf APC-Seite und CD28 auf T-Zell-
Seite sind fur die vollstdndige Aktivierung der T-Zelle essentiell, ansonsten verfallt sie
in Anergie [22].

3. Fur die Differenzierung der T-Zelle in verschiedene Effektorzellen, und damit fur die
Qualitat der folgenden Immunantwort, ist das umgebende Zytokinmilieu entscheidend
[14, 23]. So favorisiert Interleukin- (IL-) 12 die Differenzierung der aktivierten CD4" T-
Zelle zu einer T-Helferzelle vom Typ 1 (Th1), die Interferon y (IFN-y) sezernieren kann.
IL-4 dagegen begunstigt die Differenzierung zur Th2-Zelle, welche dann selbst auch

IL-4 sezernieren kann [24].

Die Differenzierung der T-Helferzellen wird durch die Induktion von Transkriptionsfaktoren
gesteuert. Im Fall von Thl-Zellen werden die Transkriptionsfaktoren T-bet und STAT4
induziert. Dagegen werden bei Th2-Zellen STAT6 und GATAS3 induziert [25]. Th1l-Zellen
fuhren zu einer pro-inflammatorischen Immunantwort. Th2-Zellen spielen eine zentrale Rolle
bei der sogenannten Typ 2 Immunantwort, indem sie die Zytokine 1L-4, IL-5, IL-9 und IL-13
sezernieren [26]. Dadurch kommt es zur Rekrutierung eosinophiler Granulozyten in das
entzindete Gewebe und der Klassenwechsel zu IgE-Antikorpern wird initiiert (siehe auch

1.1.2.3) [1]. Typ 2 Immunantworten sind die fir der Abwehr von Parasiten nétig. Jedoch kann
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eine solche Immunantwort auch zu allergischen Erkrankungen fuhren, wenn sie sich gegen
Umweltantigene richtet, und z. B. Asthma auslosen [1, 26]. Neben dieser klassischen Einteilung
der T-Helferzellen in Th1 und Th2 wurden in den letzten Jahren noch weitere T-Helferzellen
definiert [1]. An dieser Stelle sei auf Th17-Zellen hingewiesen, die vor allem bei der Abwehr
von extrazellularen Bakterien, wie S. aureus, eine gro3e Rolle spielen [27]. Die Differenzierung
zu Th17-Zellen wird durch die Zytokine IL-6 und IL-23 gesteuert, die den Transkriptionsfaktor
STATS3 induzieren [28, 29]. Thl7-Zellen haben ihre Bezeichnung erhalten, da sie IL-17
sezernieren kénnen. Durch IL-17 werden neutrophile Granulozyten zum Ort der Entziindung
rekrutiert. Ihnen wird ebenso eine wichtige Rolle bei der Abwehr von S. aureus zugeschrieben
[30, 31].

@ IFN-y

Dendritische Zelle Naive T-Helferzelle

Abb. 1.1: Aktivierung naiver T-Helferzellen durch dendritische Zellen (adaptiert nach [14]). Nach der
Bindung von PRR-Liganden und der Prozessierung der aufgenommenen Antigene reifen die DCs aus und
Peptidbruchstiicke der Antigene werden auf MHC Il prasentiert. Naive T-Zellen kdnnen nun an den
MHC Il/Peptidkomplex binden, wenn ihr TcR die entsprechende Spezifitat besitzt. Dadurch erhalten sie ein erstes
Signal. Das zweite Signal bekommen die T-Zellen durch die Bindung von CD80/86 mit ihren CD28-Molekilen.
Das vorherrschende Zytokinmilieu, welches von der Art des prozessierten Antigens abhangt, beeinflusst die
Differenzierung der T-Zellen. In dieser Abbildung werden Th1-Zellen durch die Sekretion von IL-12 induziert.
Abkurzungen: IL-12R, Interleukin-12 Rezeptor; MAMPs, microbe-associated molecular patterns; PRR,
Mustererkennungsrezeptor; TcR, T-Zellrezeptor; Thl, T-Helferzelle Typ 1.

Welches Zytokinmilieu bei der Aktivierung der T-Zellen vorherrscht, und welcher Typ von T-
Helferzelle in Folge dessen induziert wird, hangt ganz entscheidend vom Vorhandensein und
von der Art des Pathogens ab [14, 27]. Ohne Stimulation ihrer PRRs reifen DCs nicht aus,
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prasentieren aber korpereigene Peptidbruchstiicke auf den MHC-Molekdilen. Dabei werden
keine pro-inflammatorischen Zytokine produziert, sondern IL-10. T-Zellen, die nun mit ihren
TcRs die MHC-Peptidkomplexe binden, differenzieren zu regulatorischen T-Zellen (Tregs) aus
[16, 32]. Dies ist ein Mechanismus, der die Eigentoleranz des Immunsystems aufrechterhlt.
Erkennen DCs jedoch Mikroorganismen mit ihren PRRs, erhalten sie dadurch sogenannte
,QGefahrensignale® und reifen aus. Abhédngig von der Art des Pathogens werden dann
unterschiedliche Zytokine produziert. So induzieren z. B. Bakterien die Ausreifung zu IL-12-
produzierenden DCs, und Pilze favorisieren die IL-4-Freisetzung [16, 33]. Welche Zellen dabei
IL-4 produzieren, wird aber noch diskutiert. Zu nennen wéren z. B. NKT-Zellen und basophile
Granulozyten [24, 34].

Nach der vollstandigen Aktivierung der T-Zelle reguliert diese die o-Kette ihres IL-2-Rezeptors

hoch, bindet autokrines IL-2 und fangt daraufhin an, klonal zu expandieren [24].

1.1.2.2 Antikérperproduktion durch B-Zellen

B-Zellen binden Antigene mit ihrem B-Zellrezeptor (BcR). Jede B-Zelle besitzt nur eine BcR-
Spezifitat, die, wie bei T-Zellen, durch somatische Rekombination entstanden ist [18]. Bei einer
naiven B-Zelle handelt es sich beim BcR um membrangebundene Antikorper der Klasse M
(IgM) [1, 35, 36]. B-Zellen gehdren zu den APCs, kénnen an den BcR gebundene Antigene
aufnehmen, diese prozessieren und Peptidbruchstiicke davon auf MHC-Molekilen zusammen
mit kostimulatorischen Signalen préasentieren [37]. Somit konnen sie einerseits
antigenspezifische T-Zellen aktivieren, aber andererseits selbst durch T-Helferzellen aktiviert
werden. Diese T-Zellhilfe ist noétig, damit B-Zellen Klassenwechsel und somatische
Hypermutation ihres BcRs durchfiihren kdnnen [37]. Fir diesen in der Keimzentrumsreaktion
stattfindenden Prozess ist die Bindung von CD40L auf der T-Zellseite mit CD40 auf der B-
Zellseite essentiell [38]. Die Folge der somatischen Hypermutation kann eine Erhéhung der
Affinitat gegenuber dem Antigen sein [37]. B-Zellen, die das Antigen nun besser binden
konnen, haben einen Selektionsvorteil gegenliber den B-Zellen, die das Antigen weniger affin
binden, denn sie konkurrieren um die Bindung dieses Antigens miteinander. B-Zellen, die es
besser binden, kdnnen es erneut den T-Helferzellen présentieren und bekommen von diesen
Uberlebenssignale. So kommt es zur Affinitatsreifung der Antikérperantwort. Bei der

somatischen Hypermutation, einem stochastischen Prozess, kénnen die BcRs aber auch so
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modifiziert werden, dass sie das urspringlich gebundene Antigen nicht mehr binden. In diesem
Fall kdnnen sie es auch nicht weiter den T-Helferzellen prasentieren, und sie sterben ,,durch
Vernachléssigung®, da sie keine T-Zellhilfe erhalten [1, 39]. In der Keimzentrumsreaktion
kdnnen sich die B-Zellen zu Antikorper-produzierenden Plasmazellen differenzieren, die nun in
der Lage sind, den affinitatsgereiften und klassengewechselten BcR in Form von ldslichen
Antikorpern zu sezernieren. Es gibt funf Antikorperklassen (Immunglobulinklassen): IgM, IgA,
IgG, 1gD und IgE. Zu welcher Antikorperklasse gewechselt wird, hangt vom umgebenden
Zytokinmilieu ab, welches auch durch die T-Helferzellen mitbestimmt wird. IgM nimmt hier
eine besondere Rolle ein, da diese Antikorperklasse auch ohne T-Zellhilfe von aktivierten
Plasmazellen sezerniert werden kann. Fur die Produktion aller anderen Antikorperklassen
bendtigen B-Zellen T-Zellhilfe [1]. Hierbei sei noch erwahnt, dass bestimmte Antigene mit
repetitiven Strukturen einen T-Zell-unabhangigen Klassenwechsel induzieren kénnen. Dazu
miussen die BcRs einer B-Zelle durch das Antigen kreuzvernetzt werden und aullerdem TLRs
der B-Zelle MAMPs erkennen [40].

1.1.2.3 Antikorperklassen

Antikorper bestehen aus zwei schweren und zwei leichten Ketten, die ber Disulfidbriicken
miteinander verbunden sind. Sie bilden einen variablen und einen konstanten Bereich. Der
variable Bereich wird durch Punktmutationen bei der Affinitatsreifung in der
Keimzentrumsreaktion verandert. Er bildet die Antigen-Bindungsstelle des Antikorpers (Fab-
Teil). Der konstante Bereich unterscheidet die verschiedenen Antikdrperklassen voneinander
(Fc-Teil). Er bindet an Fc-Rezeptoren verschiedener Effektorzellen und kann so die biologische
Wirkung des Antikdrpers vermitteln [1].

In dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt auf IgG- und IgE-Antikdrper gelegt. Diese
Antikorperklassen werden folgend genauer beschrieben.

IgG-Antikorper — Inflammation und Toleranz

IgG-Antikorper haben im Serum die hdchste Konzentration (etwa 6 bis 16 mg/mL) [41]. Sie
werden unterteilt in die 1gG-Subklassen 1gG1, 1gG2, 1gG3 und IgG4, nummeriert absteigend
nach ihrem Anteil am Gesamt-1gG [42].
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Die klassischen Eigenschaften, die 1gG-Antikdrper auszeichnen, werden vor allem durch die
Subklasse 1gG1 verkdrpert. Diese macht 43 % bis 75 % vom Gesamt-1gG aus [42]. 19gG1-
Antikdrper werden durch pro-inflammatorische Zytokine wie IL-17, IL-21 und IFN-y induziert,
die von Thl- und Th17-Zellen synthetisiert werden [1, 43]. Durch die Bindung an das Antigen
wird dieses von den IgG1 opsonisiert, so dass das Antigen von entsprechenden Fcy-Rezeptor
tragenden Zellen phagozytiert werden kann. Auch das Komplementsystem wird durch die
Bildung von Immunkomplexen aus IgG1 und Antigenen, oder nach der Bindung von IgG1 an
Oberflichen aktiviert und lysiert dann Zielstrukturen. Uber beide Effektormechanismen wird,
wiederum durch Zytokine bzw. Anaphylatoxine, die Inflammation verstarkt [1]. Ahnliche
Eigenschaften besitzen auch IgG2 und IgG3 [1].

Eine besondere Rolle nehmen 1gG4-Antikorper ein. Mit einer Serumkonzentration von
0,08 mg/mL bis 1,4 mg/mL machen sie etwa 0,8 % bis 11,7 % am Gesamt-IgG aus [42]. Fur
die Induktion von IgG4 werden neben Zytokinen von Tregs (IL-10) auch klassische Th2-
Zytokine (IL-4, IL-5 und IL-13) bendtigt. Also neben eher Toleranz-vermittelnden Zytokinen
auch solche, die bei der Induktion von Allergien eine Rolle spielen [42, 44]. 1gG4-Antikdrper
besitzen nur eine sehr geringe Affinitat fir Fcy-Rezeptoren, wodurch sie nur schwach
opsonisierend wirken [42, 45]. Da 1gG4 an Position 241 statt eines Prolins ein Serin haben, kann
die Disulfidbriicke zwischen den beiden schweren Ketten der 1gG4-Antikorper leicht reduziert
werden [46]. So entstehen ,,halbe* IgG4-Molekiile, die sich mit anderen halben 1gG4-Molekilen
zu einem neuen 1gG4-Antikorper zusammensetzen kdnnen. Dieser 1gG4-Antikorper besitzt
dann zwei Antigenspezifitaten. IgG4 kann keine Immunkomplexe bilden, wodurch dieser Weg
der Komplementaktivierung nicht moglich ist. Auch der klassische Weg der
Komplementaktivierung nach der Bindung der Antikdrper an Oberflachen ist bei 1gG4 nicht
mdglich. Durch ihr Unvermdgen Effektormechanismen zu aktivieren, werden 1gG4-Antikdrper
als neutralisierende Antikdrper betrachtet, die bei Allergien oder chronischen Entziindungen der

Inflammation entgegen wirken [42, 45].

IgE-Antikorper und Allergie

IgE-Antikoper machen den geringsten Anteil aller im Serum vorkommenden Antikorperklassen
bei gesunden Erwachsenen (etwa 69 1U/mL 2 0,16 pg/mL) aus [47]. Fir ihre Induktion werden
Th2-Zytokine benétigt, die bei einer Typ 2 Immunantwort produziert werden [26]. Das sind in
erster Linie IL-4, IL-5 und IL-13 [42, 48]. Als einzige Antikorperklasse kdnnen IgE-Antikorper
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an den fur sie spezifischen Fc-Rezeptor (Fce) binden, ohne vorher ihr Antigen gebunden zu
haben. Typische Fce-Rezeptor-tragende Zellen sind Mastzellen, basophile und eosinophile
Granulozyten. lhnen wird durch die Beladung der Fce-Rezeptoren mit IgE eine Art
Antigenspezifitat geliehen. Treffen diese Zellen auf das Antigen und tragen sie relativ viel IgE
mit der entsprechenden Spezifitdt, kommt es zu einem Bruckenschlag benachbarter Fce-
Rezeptoren und in Folge dessen zur Ausschittung vorgeformter toxischer Mediatoren durch
Degranulation [1, 26, 49]. Diese Mediatoren sind z.B. Histamin, Leukotriene und
Prostaglandine. Sie vermitteln Vasodilatation, Bronchokonstriktion und Inflammation [49, 50].
Im physiologischen Kontext spielen diese Reaktionen eine Rolle bei der Abwehr von
multizellularen Pathogenen, wie Parasiten, die durch Phagozytose nicht beseitigt werden
kdnnen. Reagiert das Immunsystem aber auf eigentlich harmlose Umweltantigene mit einer
Th2/1gE-Immunantwort, kann es zur Ausbildung von einer Allergie auf das Antigen (Allergen)
kommen [1, 26].

Warum das Immunsystem auf manche Umweltallergene h&ufig mit einer Th2-Immunantwort
reagiert, ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Die modifizierte Hygienehypothese geht davon
aus, dass ein zu seltener Kontakt mit mikrobiellen Strukturen in der Kindheit, zu einer
mangelnden Auspréagung von Toleranzmechanismen des Immunsystems fiihrt und dass in der
Folge auch gegen harmlose Antigene eine Th2-Immunantwort ausgebildet werden kann [51,
52]. Eine weitere entscheidende Komponente ist aber das Allergen selbst. So sind
z.B. Allergene hdaufig Serinproteasen (wie z.B. von Aspergillus, Hausstaubmilben und
Kakerlaken). Sie lockern Zellverbindungen (tight junctions), kénnen Protease-aktivierte
Rezeptoren auf Zellen aktivieren und induzieren dariiber die Synthese von Th2-Zytokinen [53,
54].

1.2 Staphylococcus aureus

Die erste Beschreibung von S. aureus erfolgte vor etwa 130 Jahren von Sir Alexander Ogston.
Er entdeckte Mikroorganismen im Eiter von Abszessen, die er spater ,,staphylococcus nannte
und zeigte in Tierversuchen, dass sie das auslosende Agens der Abszesse waren. 1886 arbeitete
Friedrich Julius Rosenbach an der Differenzierung der ,,staphylococci* und orientierte sich bei
der Namensgebung an Ogston’s Vorschlag. Er nannte das Bakterium entsprechend der Farbe

der Kolonien Staphylococcus aureus [55].
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1.2.1 Ein facettenreiches Bakterium

S. aureus besiedelt als kommensales Gram-positives Bakterium die Nasenvorhdfe von gesunden
Menschen. Sie werden als S. aureus-Trager bezeichnet. Der S. aureus-Trégerstatus hangt unter
anderem vom Alter ab. So sind 40 % bis 50 % aller Neugeborenen in den ersten acht
Lebenswochen mit S. aureus besiedelt, was sich bis zum Erwachsenenalter auf etwa 30 %
reduziert [56-58]. Der Grund fur die Kolonisierung der Tréager ist bislang noch unbekannt.
Einige S. aureus-Oberflachenproteine scheinen aber die Kolonisierung zu unterstitzen. Sie
zahlen zu den microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules
(MSCRAMMs) [4].

Neben der Besiedlung von gesunden Individuen verursacht S. aureus aber auch eine Vielzahl
von Erkrankungen. Das Spektrum reicht dabei von oberflachlichen Infektionen der Haut, tber
Bindegewebsinfektionen, Osteomyelitis und Myokarditis bis zu systemischen Infektionen des
Blutes (Bakteriamie) und Sepsis [59].

Die Pathogenitat von S. aureus hangt vor allem vom groRen Repertoire an Virulenzfaktoren und
Toxinen ab [60]. Auf einige wird in einem spéateren Abschnitt genauer eingegangen. Die
Ausstattung an Virulenzfaktoren und Toxinen unterscheidet sich zwischen verschiedenen
S. aureus-Stdmmen, so dass sie sich in ihrer Virulenz voneinander unterscheiden. Der Grund
hierflr liegt in der Organisation des etwa 2,8 Mb groRen Genoms von S. aureus. Es baut sich
zum Teil aus einem core-Genom auf (75 %), welches unter den Stdmmen hoch konserviert ist.
Die zugehorigen Gene spielen vor allem beim Metabolismus von S. aureus und als
housekeeping-Gene eine Rolle. Zusatzlich gibt es das accessory-Genom (25 %), bestehend aus
core-variable-Genom (10 %) und mobilen genetischen Elementen (15 %). Das core-variable-
Genom beinhaltet vor allem Gene fur Oberflachenproteine, die innerhalb der klonalen Linien
von S. aureus konserviert sind (z. B. MSCRAMMSs). Mobile genetische Elemente kénnen tber
horizontalen Gentransfer zwischen den S. aureus-Stdmmen ausgetauscht werden. Dazu gehoren
Bakteriophagen, Pathogenitatsinseln, chromosomale Kassetten, Genominseln, Plasmide und
Transposons. Auf den mobilen genetischen Elementen werden vor allem Gene von

Virulenzfaktoren und Resistenzgene codiert [60, 61].

Neben dem grofl3en Repertoire an Virulenzfaktoren taucht zunehmend ein weiteres Problem auf,
das die Pathogenitdt von S. aureus erhoht: Seit der Einfihrung von Antibiotika bei der
10
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Behandlung von S. aureus-Infektionen steigt die Anzahl resistenter Stdimme. Bereits 1960 waren
uber 80 % aller S. aureus-Isolate resistent gegentber Penicillin, das gegen Ende des zweiten
Weltkrieges in die Klinik eingefiihrt worden war. Um Infektionen mit Penicillin-resistenten
S. aureus zu bekédmpfen, wurde 1959 Methicillin eingefiihrt. Auch gegen dieses Antibiotikum
wurden bereits 2 Jahre spéter die ersten resistenten S. aureus-lIsolate (MRSA) beschrieben [62,
63]. Das Resistenz-vermittelnde Gen mecA liegt auf einer chromosomalen Kassette und kann so
zwischen den S. aureus-Stammen horizontal weitergegeben werden [63]. Das Vorkommen der
ersten MRSA war auf Krankenh&user beschrénkt (hospital-acquired-MRSA, HA-MRSA). Seit
den 90er Jahren tauchen aber auch community-acquired-MRSA (CA-MRSA) aullerhalb von
Krankenh&usern auf, die virulenter als HA-MRSA sind und auch gesunde Menschen infizieren
[64]. CA-MRSA verursachen héufig tiefgreifende Infektionen der Haut, kdnnen aber auch
andere schwere Infektionen wie Pneumonien und Sepsis verursachen [65]. Zur Behandlung von
MRSA-Infektionen stehen Reserveantibiotika zur Verfligung (z. B. Vancomycin, Daptomycin
und Linezolid). Resistente S. aureus-Isolate gegen diese Antibiotika sind aber ebenfalls schon
beschrieben worden [66, 67]. Auch ist die Behandlung komplizierter, langwieriger und haufiger
erfolglos als die von Infektionen mit Methicillin-empfindlichen S. aureus-Stammen. Insgesamt
stellen S. aureus-Infektionen eine grole wirtschaftliche Belastung der Gesundheitssysteme dar.
Man schétzt, dass in Europa pro Jahr allein durch nosokomiale S. aureus-Infektionen eine
Million zusétzliche Krankenhaustage und 380 Millionen Euro Zusatzkosten entstehen [68]. Der
zunehmende Druck durch Antibiotika-resistente S. aureus-Stamme und Mangel an neuen

Wirkstoffen, machen alternative Therapiestrategien, wie Vakzinierung, dringend notwendig.

Bisher verliefen Impfstudien bei S. aureus sehr erntichternd. Wahrend man bei Mausen durch
die Gabe von S. aureus-spezifischen Antikdrpern oder auch durch aktive Vakzinierung mit
S. aureus-Proteinen Impfschutz erreichen kann, sind alle bisherigen Versuche, diese
Vakzinestrategien auf den Menschen zu Ubertragen, gescheitert [69]. Der klinische Versuch
gegen ein Protein von S. aureus zu vakzinieren, welches bei der Eisenaufnahme von S. aureus
eine Rolle spielt (IsdB), musste sogar gestoppt werden, da die Gruppe der immunisierten
Probanden bei S. aureus-Infektionen eine héhere Letalitat aufwiesen als die Placebo-Gruppe
[70, 71]. Daher wird aktuell sogar diskutiert, ob Antikorper fur die Abwehr von S. aureus-
Infektionen beim Menschen (berhaupt eine Rolle spielen. Die entscheidende Rolle bei der

Abwehr von S. aureus wird aktuell meist den Th17-Zellen zugeschrieben. Diese rekrutieren
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neutrophile Granulozyten zum Ort der Infektion und induzieren die Synthese von AMPs [72,
73].

1.2.2 Wechselwirkung zwischen S. aureus und dem Menschen

S. aureus kann eine Vielzahl von Erkrankungen verursachen. Die Barriere, die S. aureus dazu
zuvor Uberwinden muss, ist die menschliche Haut (vgl. 1.1.1) [3]. Diese ist besiedelt von
anderen Kommensalen, die die Ausbreitung von S. aureus reduzieren kdnnen
(z. B. S. epidermidis). S. aureus besitzt aber auch MSCRAMMSs, die das Anheften an Zellen und
letztendlich die Besiedlung unterstiitzen. Sie binden Fibrinogen, Fibronektin und Zytokeratine.
Keratinozyten der Epidermis besitzen PRRs, wortber sie MAMPs von eingedrungenen
S. aureus (z. B. Lipoteichonséure und Peptidoglycan) binden kénnen. Dadurch kommt es zur
Sezernierung von AMPs und Chemokinen. Durch AMPs kann die S. aureus-Vermehrung
inhibiert werden und tiber Chemokine kdnnen neutrophile Granulozyten rekrutiert werden [4,
74]. Sie gehoren zu den ersten Zellen, die bei einer S. aureus-Infektion rekrutiert werden. Sie
kdnnen S. aureus phagozytieren und durch NETosis abtoten [74]. Hierbei werden S. aureus-
Zellen durch freigesetzte DNA aus dem Kern der neutrophilen Granulozyten zusammen mit
Proteasen fixiert und abgetotet [75]. Dennoch kann es zur weiteren Ausbreitung von S. aureus
kommen. Die dabei ablaufenden VVorgénge werden geprégt durch den Erwerb von Nahrstoffen
und der Interaktion zwischen S. aureus-Oberflachenproteinen, sowie freigesetzten S. aureus-

Proteinen und dem Immunsystem.

1.2.2.1 Immunevasion durch S. aureus-Proteine

Vor allem sezernierte, extrazellulare S. aureus-Proteine spielen bei der Immunevasion durch
S. aureus eine wichtige Rolle. Darunter finden sich z. B. Toxine und Enzyme. Studien mit
15 sequenzierte S. aureus-Stamme haben gezeigt, dass sich etwa 133 sezernierte, extrazellulére
S. aureus-Proteine nachweisen lassen. Im Schnitt tragen die Stdmme 46 bis 72 dieser Proteine
[76]. Im Folgenden sollen einige dieser Proteine vorgestellt werden, die fir diese Arbeit relevant
sind. S. aureus sezerniert aber weitaus mehr Proteine, deren vollstdndige Beschreibung den
Rahmen dieser Arbeit sprengen wirde. Einen guten Uberblick findet man in der
Ubersichtsarbeit von Grumann et al. [60].

12



Einleitung

Protein A

Protein A (SpA) ist ein Oberflachenprotein Protein von S. aureus, das auch sezerniert werden
kann [77]. Es bindet die Fc-Teile von Antikérpern, so dass deren biologische Funktionen
(Opsonisierung und Komplementaktivierung durch 1gG-Antikérper) inhibiert werden [78, 79].
Auch Fab-Teile von IgM-Antikorpern, genauer gesagt die VH3-Region, kdnnen gebunden
werden. Der BcR von etwa 30 % aller humanen B-Zellen besitzt diese VH3-Region. SpA kann
deren BcRs binden und induziert Proliferation und Apoptose der B-Zellen [79, 80]. In einem
Maus-Infektionsmodell konnte gezeigt werden, dass SpA-defiziente S. aureus-Stamme (Aspa)
eine starkere Antikdrperantwort induzieren als der Wildtyp S. aureus-Stamm [81]. SpA inhibiert
also die Phagozytose von S. aureus, indem es die biologischen Funktionen von Antikdrpern

neutralisiert, und es inhibiert auch deren Produktion durch Apoptose von B-Zellen.

Superantigene

S. aureus-Superantigene (SAgs) gehoren zu den potentesten bekannten T-Zellmitogenen. Sie
kdnnen bereits in femtomolaren Konzentrationen T-Zellen antigenunabhédngig aktivieren. Es
wurden bisher 24 SAgs beschrieben, die in Staphylokokken-Enterotoxine (SE) und
Staphylokokken-Enterotoxin-&hnliche Toxine (SEIl) eingeteilt werden (SEA bis SEE, SEG bis
SEJ, SER bis SET, SEIK bis SEIQ, SEIU bis SEIX und TSST-1) [60, 82]. Die meisten SAg-
Gene sind auf mobilen genetischen Elementen codiert, aul3er selx, welches auf dem core-Genom
liegt [83]. Eine weitere Klasse an strukturell den SAgs ahnlichen Proteinen, aber ohne T-
Zellmitogen-Aktivitat, stellen die Staphylokokken Superantigen-ahnlichen Proteine (Ssl) dar
[84]. SAg-Gene sind innerhalb der S. aureus-Isolate sehr heterogen verteilt. Etwa 80 % der
Isolate tragen im Schnitt funf bis sechs SAg-Gene [60].

SAgs mussen nicht, wie konventionelle Antigene, prozessiert werden, bevor sie durch APCs
den T-Zellen prasentiert werden kdnnen. Sie erreichen ihre mitogene Wirkung durch die direkte
Vernetzung von TcR mit MHC II-Molekilen, unabhé&ngig von der TcR-Spezifitat. Dabei
vernetzen sie bestimmte TcR V[-Elemente mit der a-Kette oder B-Doméne von MHC II-
Molekilen [82]. So kann ein SAg bis zu 20 % aller T-Zellen aktivieren (konventionelle
Antigene aktivieren etwa eine aus 10° bis 10° T-Zellen) [60].

SEs erhielten ihren Namen, da sie Nahrungsmittelvergiftungen durch kontaminierte
Lebensmittel hervorrufen. SAgs verursachen aber auch lebensbedrohliche Infektionen. TSST-1

(toxic shock syndrome toxin) verursacht das toxische Schock-Syndrom mit hohem Fieber,
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Durchfall, Erbrechen, bis hin zu Organversagen. Aber auch die anderen SAgs fiihren durch die
massive T-Zellaktivierung zu einem pro-inflammatorischen Zytokinsturm mit &hnlichen

Symptomen. AnschlieBend verfallen die T-Zellen in Anergie [60].

Porenbildende Toxine

S. aureus produziert verschiedene porenbildende Toxine. Darunter fallen ein-Komponenten
Proteine (z.B. alpha-Hamolysin), zwei-Komponenten porenbildende Toxine (z. B. gamma-
H&molysin, Panton-Valentin Leukozidin) und porenbildende Peptide (Phenol-soluble modulins)
[60].

Alpha-Hamolysin (Hla) ist ein Protein, das auf dem core-Genom von S. aureus codiert ist und
von 95 % aller S. aureus-Stamme sezerniert wird [60, 85]. Es bildet nach der Bindung am
Zellrezeptor ADAM10 Poren in Epithelzellen, Erythrozyten, Fibroblasten, Monozyten,
Makrophagen und Lymphozyten. In der Pathogenese von Hautinfektionen und Pneumonien
durch den S. aureus-Stamm USA300 ist Hla beteiligt [60, 86].

Zwei-Komponenten porenbildende Toxine, kurz Leukotoxine, bestehen aus einer Klasse F-
Untereinheit und einer Klasse S-Untereinheit. Es wurden bislang finf Klasse F-Untereinheiten
(HIgB, LukF-PV, LukD, LukF-PV und LukG) und sechs Klasse S-Untereinheiten (HIgA,
HIgC, LukS-PV, LukE, LukM und LukH) beschrieben. Die Lyse humaner Zellen wurde flr
Panton-Valentin Leukozidin, (PVL (LukF-PV + LukS-PV)), gamma-Hamolysin (Hlg (HIgB +
HIgA, oder HIgB + HIgC)) und LukGH (LukG + LukH) beschrieben [60]. Hlg ist auf dem core-
Genom von S. aureus codiert. Es lysiert Erythrozyten und Granulozyten. LUKkGH lysiert vor
allem neutrophile Granulozyten. Die Gene fur PVL sind auf Phagen codiert. Sie werden oft in
CA-MRSA-Stdammen gefunden. PVL lysiert Granulozyten und spielt eine Rolle bei Haut- und
Bindegewebsinfektionen [60].

Phenol-soluble modulins (PSMs) sind kleine Peptide, deren Gene auf dem core-Genom codiert
sind (Ausnahme ist psm-mec, das auf einer chromosomalen Kassette liegt). Sie werden in
grolReren Mengen von CA-MRSA-Stdmmen sezerniert. Die funf PSMa-Peptide sind etwa 20 bis
26 Aminosauren lang und die zwei PSMp-Peptide etwa 43 bis 44 Aminosauren. Sie sind in der
Lage Inflammation und die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten tber Chemotaxis zu
induzieren, lysieren diese aber, sobald sie mit ihnen in Kontakt treten. Sie kdnnen aber auch

Erythrozyten lysieren [87, 88]. Aullerdem zeigen PSMs eine antimikrobielle Wirkung und es
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wird vermutet, dass sie bei der Besiedlung des Menschen mit anderen kommensalen Bakterien
wechselwirken [89].

S. aureus-Serinproteasen

Unter den extrazelluldren Proteinen von S. aureus befinden sich auch Serinproteasen. Die
Serinprotease V8, oder auch SspA genannt, spielt eine Rolle bei der posttranslationalen
Modifikation und Aktivierung von anderen S. aureus-Proteinen [90, 91]. Die beiden
exfoliativen Toxine ETA und ETB, ebenfalls Serinproteasen, konnen die groRflachige
Hauttoxikose staphylococcal scalded-skin syndrome auslésen, die mit Blaschenbildung und
anschlieBender Ablésung der Haut verbunden ist [92].

Neben diesen S. aureus-Serinproteasen wurde 2001 durch Reed et al. ein Operon beschrieben,
das sechs neue Serinprotease-ahnliche Proteine (S. aureus serine protease-like proteins, SplA -
SplF) von S. aureus kodiert [93]. Das spl-Operon liegt zusammen mit Genen fir
Staphylokokken-Enterotoxin-ahnlichen Toxinen und Leukotoxinen auf der Pathogenitétsinsel
SaPI3 [94]. Die Expression der Spls wird, vom agr-Regulator gesteuert, in der stationdren
Wachstumsphase induziert. Die Spl-Proteine zeigen eine 44%- bis 95%-ige Sequenzhomologie
[93].

Bislang ist die physiologische Funktion der Spl-Proteine nicht aufgeklart. Untersuchungen nach
der Substratspezifitat haben ergeben, dass die Spl-Proteine Aminosaure-Sequenzmotive sehr
spezifisch erkennen und schneiden. SplA schneidet zwischen Tyrosin und Serin/Threonin in der
Aminoséure-Sequenz  Trp/Tyr-Leu-Tyr-Thr/Ser. SplB schneidet hinter der Aminoséure-
Sequenz Trp-Glu-Leu-Glu. Beide Spl-Proteine sind in ihrer Proteaseaktivitat inhibiert, sobald
am Protein N-terminal auch nur eine weitere Aminoséure vorhanden ist. Dies lasst vermuten,
dass sie ihre Proteaseaktivitit erst erhalten, wenn das ebenfalls N-terminal lokalisierte
Signalpeptid entfernt wird. So kdnnte eine intrazelluldre Proteaseaktivitat vor ihrer Sezernierung
verhindert werden [95-97]. Im Gegensatz dazu ist SpID auch bei ein bis zwei zusétzlichen
Aminoséuren am N-Terminus noch aktiv und spaltet vor Serin in der Aminosdure-Sequenz Arg-
Tyr/Trp-Pro/Leu-Thr/Leu/lle/Val-Ser [98]. Fur SpIC, SplE und SplF wurden noch keine

Schnittsequenzen beschrieben.
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1.2.2.2 Eisenmangel — Ein ubiquitérer Stressor in vivo

Eisen ist als Elektronenakzeptor und -donator ein wichtiger Kofaktor flr viele Proteine und ist
essentiell flr die meisten Organismen. Verfligbares Eisen muss im Korper streng reguliert
werden, da es zum einen toxisch wirken wirde (freie Radikale und Fenton-Reaktion), und zum
anderen bakterielles Wachstum beguinstigen wiirde [99, 100].

Ein Mensch besitzt etwa vier bis flinf Gramm Eisen im Koérper und verliert davon taglich 0,5 mg
bis ein Milligramm. Durch die Nahrung wird dieser Verlust ausgeglichen. Im proximalen
Duodenum werden Eisenionen durch Enterozyten aufgenommen, gespeichert, oder basolateral
in das Plasma abgegeben. Gebunden an Transferrin wird es zur Zielzelle transportiert und von
dieser Uber Rezeptor-vermittelte Endozytose aufgenommen [99]. Im gesamten menschlichen
Eisenstoffwechsel ist Eisen praktisch nie als freies lon verfiigbar, sondern wird kovalent an
Proteine gebunden. So sind 99,9 % des Eisens im Kdorper intrazellular lokalisiert. Davon sind
etwa 80 % an Hamoproteine (z. B. Hamoglobin, Haptoglobin und Myoglobin) und etwa 20 %
an das Speicherprotein Ferritin gebunden. Das verbleibende extrazellulare Eisen wird im Plasma
an Transferrin gebunden und in den Schleimhéuten an Laktoferrin [101, 102]. Daraus ergibt
sich eine Eisenverfiigbarkeit im Gewebe von 108 M, was fir bakterielles Wachstum zu wenig
ist [103]. Wie wichtig diese strenge Regulierung ist, zeigt sich bei hereditarer Himochromatose
und Thalassdmie, zwei Erkrankungen bei denen das freie Eisen im Kérper der Patienten erhoht
ist. Ein erhohtes Infektionsrisiko ist die Folge. Bei der Thalassamie sind Infektionen sogar die
haufigste Todesursache [104, 105].

Trotz der geringen Eisenverfugbarkeit ist S. aureus in der Lage, den Menschen zu kolonisieren
und Infektionen zu verursachen. Dafuir muss sich das Bakterium Eisen verfligbar machen.
Hierzu besitzt S. aureus porenbildende Toxine und Eisenfangproteine. Erstere konnen
Erythrozyten lysieren und so H&moglobin zugéanglich machen. Die Expression der
Eisenfangproteine steht unter der Kontrolle des Repressors Fur (ferric uptake regulator). Bei
Eisenverfligbarkeit bindet Fur an die Fur-Box, die den eisenregulierten Genen vorgelagert ist,
und inhibiert so die Expression dieser Gene. Bei Eisenmangel bindet Fur nicht mehr an die Fur-
Box und die Expression der Gene wird nicht mehr inhibiert [70].

Vier Eisenaufnahme-Systeme von S. aureus sind bisher beschrieben worden: das Isd- (iron-
regulated surface determinant-) Eisenaufnahmesystem, Siderophore, Xenosiderophore und ein
Aufnahmesystem fiir Fe?*- und Fe®**-lonen. Alle sind unter der Kontrolle von Fur. Das Isd-
Eisenaufnahmesystem besteht aus zehn Genen (isdA, isdB, isdCDEFsrtBisdG, isdH, orfXisdl).
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Mit Hilfe der darin codierten Proteine kann S. aureus Eisen aus Hamoglobin, vermutlich die
Haupteisenquelle von S. aureus, aufnehmen und ins Zellinnere transportieren [100]. Daneben
produziert S. aureus mit Staphyloferrin A und Staphyloferrin B zwei Siderophore mit hohen
Bindungskonstanten, dem Transferrin Eisen entziehen konnen. Danach werden sie Uber
Transportsysteme in S. aureus aufgenommen [99, 100]. S. aureus besitzt auch ein
Transportsystem (Fhu) fur Hydroxamat-Siderophore, die S. aureus aber nicht selber herstellen
kann. Deshalb wird vermutet, dass S. aureus Uber Fhu Xenosiderophore, also Siderophore von
anderen Bakterien, aufnimmt [100]. SchlieRlich konnen Fe?*- und Fe®*'-lonen (ber den

Transporter Fep in S. aureus aufgenommen werden [106, 107].

1.2.3 Erkrankungen, bei denen S. aureus eine Rolle spielt

1.2.3.1 Atopische Dermatitis

Die Atopische Dermatitis (AD) ist eine chronische, ekzematdse Hauterkrankung mit einem
vorherrschenden Th2-Zytokinprofil, die bei iber 90 % der Betroffenen mit einer S. aureus-
Besiedlung der Haut assoziiert ist. Sie betrifft ungefahr 20 % aller Kinder und 9 % der
Erwachsenen in westlichen Industrielandern [108-110]. Die Ursache der Erkrankung konnte
noch nicht aufgeklart werden. Man konnte bislang zeigen, dass es durch die gestorte
Hautbarriere zu einem Wasserverlust der Haut kommt [111]. Das vorherrschende Th2-
Zytokinprofil (IL-4, IL-5, IL-13) inhibiert die Synthese von AMPs durch die Epithelzellen und
erhdhte die Synthese von Fibrinogen und Fibronektin in der Haut. Beides begunstigt die
Besiedlung der Haut mit S. aureus tber Fibrinogen- und Fibronektin-bindende Proteine [74].
Auch bestimmte Varianten des TLR2-Gens, ein wichtiger PRR zur Erkennung von S. aureus,
ist mit dem Schweregrad der AD assoziiert [74]. Hinweise, dass S. aureus den Schweregrad der
AD vorantreiben kann, sind dadurch gegeben, dass eine hohe S. aureus-Besiedlungsdichte mit
stérkeren Hautldsionen einhergeht und im Gegensatz dazu eine antimikrobielle Behandlung der
Patienten zu einer Abschwéachung der Symptome fuhrt [108, 111].

1.2.3.2 Psoriasis

Psoriasis ist eine chronische, ekzemattse Hauterkrankung, die im Gegensatz zu AD vor allem
durch pro-inflammatorische Zytokine (IFN-y, IL-17 und IL-22) getrieben wird. Diese Zytokine
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werden von Thl-, Thl7- und Th22-Zellen sezerniert [112]. Die Ursache fur diese nicht-
ansteckende Krankheit ist bislang nicht geklart. Man geht von genetischer Préadisposition und
Autoimmungeschehen aus [113]. Auch bei Psoriasis-Patienten findet man hohe
Besiedlungsraten der Haut mit S. aureus (60 %). Es wird vermutet, dass die Symptomatik durch
S. aureus verstarkt wird [114]. Somit stellt Psoriasis eine Erkrankung dar, bei der die
Immunantwort gegeniiber S. aureus, im Vergleich zu AD, mit einer vollig anderen Qualitat
ablauft.

1.2.3.3 Zystische Fibrose

Die zystische Fibrose (CF) ist die haufigste autosomal rezessive Erbkrankheit der kaukasischen
Bevolkerung. Sie wird durch Mutationen im Chlorid-Kanal CFTR verursacht, so dass dieser
keine Chlorid-lonen aus der Zelle in den extrazellularen Raum transportieren kann. Dadurch
wird nur ein geringer osmotischer Gradient aufgebaut und es folgt weniger Wasser den Chlorid-
lonen. In Folge dessen produzieren die CF-Patienten einen zahflissigen Schleim, vor allem in
der Lunge. Daneben kommt es auch zu Funktionsstérungen sekretorischer Drisen wie der
Bauchspeicheldrise, der Galle und den akzessorischen Geschlechtsdriisen. CF-Patienten leiden
vor allem unter chronischen und wiederkehrenden bakteriellen Infektionen der Lunge [115].

S. aureus ist trotz Antibiotikagabe das haufigste Pathogen in der Lunge von CF-Patienten
im Kinder- und Jugendalter. Befindet sich S. aureus in der Lunge, findet man lokale
Entzindungsreaktionen mit erhohten neutrophilen  Granulozyten-Zahlen und pro-
inflammatorischen Zytokinen. Im Erwachsenenalter wird S. aureus haufig durch Pseudomonas
(P.) aeruginosa verdréngt. Trotzdem tragen noch etwa 50 % der P. aeruginosa-positiven CF-
Patienten gleichzeitig S. aureus in der Lunge [116, 117]. Die Kolonisierungsraten von S. aureus
in den Lungen von CF-Patienten schwanken je nach Studie zwischen 48 % (Median Alter
19 Jahre) und 63 % (Median Alter 18 Jahre) bzw. 68 % (Median Alter 11,5 Jahre) [118-120].
Die Kolonisierungsrate der Nasenvorhofe ist bei CF-Patienten mit 66 %, gegentiber 30 % bei
Gesunden, erhoht [57, 121].

1.2.3.4 Hyper-IgE-Syndrom

Es gibt zwei Formen des Hyper-IgE-Syndroms (HIES): Beim STAT3-HIES (autosomal-

dominant vererbt) ist der Transkriptionsfaktor STAT3 (signal transducer and activator of
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transcription 3) durch Mutationen nicht mehr funktionsfahig. Beim DOCKS8-HIES (autosomal-
rezessiv vererbt) ist das Signalmolekil DOCKS (dedicator of cytokinesis 8) durch Mutationen
defekt. Beide Formen flihren zu stark erhdhten IgE-Konzentrationen im Serum der Patienten
(> 2000 1U/mL, normal 69 IU/mL). Das erhohte IgE ist bei STAT3-HIES jedoch polyklonal
und nicht spezifisch fur einzelne bekannte Allergene erhoht. Die Patienten haben daher trotz der
stark erhohten IgE-Konzentrationen kaum Allergien. Jedoch leiden sie von friher Kindheit an
unter schweren S. aureus-Infektionen. So fuhren S. aureus-Pneumonie meist zu
Parenchymschéden, ahnlich wie bei CF. Demgegentber haben DOCK8-HIES Patienten auch
viel allergenspezifisches IgE und bilden Allergien aus. Bei ihnen dominiert S. aureus nicht bei
Infektionen [47, 122-124]. Aus diesem Grund liegt der Fokus dieser Arbeit auf STAT3-HIES-
Patienten.

STATS3 ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression von ungefahr 40 Zytokinen und
Wachstumsfaktoren beeinflusst. Hierdurch ergibt sich bei Dysfunktion ein sehr vielseitiges
klinisches Bild. Beispielsweise leiden die STAT3-HIES-Patienten unter Fehlbildungen des
Knochenbaus (Osteoporose, Skoliose) und haben Probleme beim Zahnwechsel, so dass sie
durch verbliebene Milchzéhne ein sogenanntes Revolvergebiss ausbilden [124, 125].
Hauptursache fur die schweren und haufigen S. aureus-Infektionen bei STAT3-HIES-Patienten
sind aber die immunologischen Stérungen. Bei der Entwicklung von Th17-Zellen sind die
Zytokine 1L-6 und IL-23 entscheidend, die wéhrend der Differenzierung der naiven T-
Helferzelle STAT3 induzieren. Dieser Transkriptionsfaktor ist essentiell flir die Entstehung von
Th17-Zellen. Durch den STAT3-Defekt bleibt aber die Wirkung dieser Zytokine aus und die
Patienten besitzen kaum Th17-Zellen [122, 124, 125]. In der aktuellen Literatur werden Th17-
Zellen als eine der wichtigsten Zellpopulation bei der Abwehr von S. aureus diskutiert. Sie
rekrutieren neutrophile Granulozyten zum Ort der Infektion, damit diese bei der Bekdmpfung
von S. aureus mitwirken. Es wird vermutet, dass das Fehlen der Th17-Zellen der Grund fir die
haufigen S. aureus-Infektionen bei STAT3-HIES-Patienten ist [72, 73, 125].

1.2.3.5 Nasenpolypen und Asthma

Etwa 4 % der Bevolkerung leiden an Nasenpolypen. Dies betrifft vor allem Erwachsene im Alter
von mehr als 45 Jahren [126]. Die Polypen blockieren die Atemwege, fihren zu

Geruchsbeeintrachtigung und Rhinorrhoe [127]. Die Atiologie von Nasenpolypen ist
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unbekannt. In Polypengeweben findet man aber eine Th2-polarisierte Entziindung mit
Einwanderung von eosinophilen Granulozyten, erhohtem lokalem IL-5 und IgE. Man vermutet,
dass durch die Aktivierung von Mastzellen, deren Fce-Rezeptoren mit IgE beladen sind, das
Polypenwachstum gefordert wird [126, 127]. Etwa 45 % aller Nasenpolypen-Patienten
entwickeln Asthma und 1/3 aller Asthmapatienten besitzen Nasenpolypen [127]. Dabei ist das
Auftreten von Nasenpolypen vor allem mit dem sogenannten ,nicht-allergischen
(idiopathischen) Asthma assoziiert, bei dem das Allergen nicht bekannt ist. Diese Assoziation
der Nasenpolypen mit der Entwicklung von Asthma hat die Diskussion angeregt, ob die
Ausbreitung der Th2-polarisierten Erkrankung auf die unteren Atemwege die Entwicklung von
Asthma verursacht. Die Behandlung von Nasenpolypen erfolgt mit Glukokortikoiden, um die
allergischen Entziindungen zu hemmen. Ist dies nicht erfolgreich, werden die Nasenpolypen
chirurgisch entfernt, wobei in schweren Féllen bis zu zehn Eingriffe aufgrund des
Nachwachsens der Nasenpolypen nétig sind [126-129]. Erste Versuche, die erhohten IgE-
Mengen durch einen monoklonalen anti-IgE Antikoérper (Omalizumab) zu verringern, zeigten
gute Resultate und fuhrten zur Verkleinerung der Nasenpolypen [130].

Nasenpolypen-Patienten sind haufiger mit S. aureus besiedelt (60 %) als Gesunde. Bei etwa
49 % bis 80 % dieser Patienten lassen sich IgE-Antikorper nachweisen, die spezifisch fur SAgs
sind. Demgegentiiber findet man solche Antikdrper nur bei etwa 13 % der Gesunden [128, 131-
133]. Im Nasenpolypengewebe beobachtet man follikuldre Strukturen, die aus T- und B-Zellen
bestehen. In diesen Strukturen findet man ebenfalls IgE-Antikorper [128]. Patienten mit
Nasenpolypen, die SAg-spezifisches IgE besitzen, haben ein hoheres Risiko idiopathisches
Asthma zu entwickeln [127]. Der Schweregrad des Asthmas ist dabei assoziiert mit der Menge
an SAg-spezifischem IgE der Patienten [132]. Aufgrund der erhohten Besiedlungsrate mit
S. aureus bei Nasenpolypen-Patienten und des Auftretens von SAg-spezifischem IgE wird
S. aureus eine Rolle bei der Genese von Nasenpolypen, und in einem fortgeschrittenen Stadium
flr einen Teil der Asthmaerkrankungen, zugeschrieben. Fir die Induktion der Th2-Polarisierung
bei Nasenpolypen und der SAg-spezifischen IgE-Antikdrper machen van Zeele et al. und Patou
et al. die SAgs selbst verantwortlich. Sie konnten zeigen, dass SAgs in vitro zur Induktion von
Th2-Zytokinen in Nasenpolypen-Geweben fiihrt [134, 135]. Ob dies darauf beruht, dass die
SAgs in der Zellkultur tatsdchlich eine Th2-Polarisierung bewirken, oder ob sie vielmehr bereits
vorhandene Th2-Zellen durch ihre unspezifische mitogene Wirkung zur Zytokinproduktion

stimulieren, muss an dieser Stelle offen bleiben.
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1.2.3.6 Bakteriamie und Sepsis

Eine Bakteriamie ist das Auftreten von Bakterien im Blut. Sie kann symptomfrei vorliegen
(nach dem Z&hneputzen) oder mit Entziindungsreaktionen des Kdorpers einhergehen. Man
spricht von einer systemischen Entzundungsreaktion (SIRS), wenn mindestens zwei der

folgenden Kriterien erfillt sind [136]:

e Korpertemperatur > 38 °C, oder < 36 °C

e Herzfrequenz > 90 Schlage/min

e Hyperventilation (mehr als 20 Atemziige pro min, oder partieller CO2-Druck
< 32 mmHg)

e Leukozytenzahl > 12 000 Zellen/pL, oder < 4 000 Zellen/pL

Im Fall einer Bakteridmie mit SIRS spricht man von einer Sepsis. Die Letalitat der Sepsis ist
sehr hoch und nimmt mit dem Schweregrad zu. Man unterscheidet (unkomplizierte) Sepsis
(Letalitat 5 % bis 15 %), schwere Sepsis (Letalitat 25 % bis 35 %) und den septischer Schock
(Letalitat 40 % bis 60 %) (Tabelle 1.1) [136, 137].

Tabelle 1.1: Sepsiseinteilungen nach [136].

Sepsis Schwere Sepsis Septischer Schock
SIRS mit Infektion oder  Sepsis mit mindestens einem der Sepsis mit systolischer Blutdruck
Verdacht auf Infektion folgenden Symptomen: < 90 mmHg mit mindestens einem der
folgenden Symptomen:
Systolischer Blutdruck - Bewusstseinsstdrungen
<90 mmHg - 24 h Harnproduktion < 600 mL

Bewusstseinsstérungen
24 h Harnproduktion
< 600 mL

S. aureus ist der zweithdufigste Verursacher von Bakteriamien [72]. Die Letalitit lag vor der
Antibiotika-Ara bei etwa 75 % bis 85 %. Durch die Einfilhrung von Antibiotika und bessere
Behandlungsmadglichkeiten in der Intensivmedizin sank sie bis 1996 auf 21 %. Seit dem
stagniert sie jedoch auf etwa diesem Wert. Vor allem das Auftreten von MRSA-Stdmmen, die
mit signifikant hoherer Letalitat verbunden sind, ist hierfur verantwortlich. Kommt es infolge
bei einer S. aureus-Bakteridmie zu einer Sepsis, erhoht sich die Letalitdt mit zunehmendem
Schweregrad der Erkrankung von 38 % bis auf 86 % [138].

21



Einleitung

Vergleicht man die Todesfélle von 2 bis 10 je 100 000 Bevolkerungsmitglieder pro Jahr, die
durch S. aureus-Bakteriamien verursacht werden mit denen von Aids (3 von 100 000), viraler
Hepatitis (2,2 von 100 000), oder Brustkrebs (12,5 von 100 000), wird deutlich, wie bedrohlich
dieser Infektionserreger ist [138].

Die genannten Zahlen verdeutlichen, wie dringend neue Therapiestrategien gegen S. aureus-
Infektionen benotigt werden, ob nun in Form neuer Antibiotikawirkstoffe oder VVakzinen. Die
bisherigen Impfstrategien, die vor allem das Ziel hatten, beim Menschen Antikérper gegen
verschiedene S. aureus-Proteine zu induzieren, waren nicht erfolgreich. Dadurch sind Zweifel
uber die protektive Wirkung von Antikorpern bei S. aureus-Infektionen aufgekommen [72, 73].
Es gibt jedoch Hinweise, dass ein Immunged&chtnis fur S. aureus, und hier insbesondere auch
Antikorper, bei S. aureus-Infektionen vor schweren Krankheitsverlaufen schitzen kann. So
besitzen S. aureus-Tréger, deren Immunsystem vermutlich 6fter mit S. aureus in Kontakt tritt,
bei S. aureus-Bakteridmien eine niedrigere Letalitat (18 %) als Nicht-Trager (46 %) [139].
Ahnliches zeigen auch Epidermolysis Bullosa-Patienten, die unter S. aureus-Hautinfektionen
leiden. Sie besitzen mehr Antikdrper gegen S. aureus als gesunde Kontrollen, und entwickeln
trotz ihrer groRflachigen, dicht mit S. aureus besiedelten Wunden in der Regel keine S. aureus-
Sepsis [140].
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1.3 Ziele der Arbeit

Diese Arbeit beschaftigt sich mit zwei zentralen Fragestellungen:

1. Gibt es Hinweise fir eine protektive Wirkung der humoralen Immunantwort bei
S. aureus-Infektionen?

2. Kann S. aureus die Qualitat der Immunantwort beeinflussen?

Um beide Fragestellungen bearbeiten zu kénnen, sollte zunachst ein automatisierter 1D-Western
Blot (Simple Western Assay) fiir die Anwendung von komplexen S. aureus-Proteinproben
adaptiert werden. Damit sollten die Bindung humaner Serumantikdrper an S. aureus-Proteine
quantifizieren werden. Weiterhin sollten die in vitro Kultivierungsbedingungen von S. aureus
optimiert werden. Sie sollten das in vivo vorherrschende Milieu, mit dem S. aureus bei
Kolonisierung/Infektion konfrontiert ist, so gut wie mdglich imitieren. Ein wichtiger Aspekt ist
dabei die niedrige Eisenverfuigbarkeit, ein ubiquitdrer Stressor fir invasive Bakterien. Deshalb
sollten die Auswirkungen von Eisenlimitation auf das S. aureus-Immunom untersucht werden.
Fur diese Arbeiten sollte ein protein A-negativer S. aureus-Stamm (USA300Aspa) erstellt

werden, um unspezifische 1gG-Bindung an Protein A zu vermeiden.

Die Rolle von Antikorpern bei S. aureus-Infektionen sollte durch die Quantifizierung von
S. aureus-spezifischem 1gG in humanen Seren untersucht werden. Dazu standen Seren aus einer
prospektiven Kklinischen Studie von S. aureus-Bakteridmiepatienten zur Verfligung. Die
erhaltenen Daten sollten mit dem Verlauf der Erkrankung korreliert werden.

Fur die weitere Aufklarung einer moglichen protektiven Wirkung von S. aureus-spezifischem
IgG sollten Seren von Patienten mit zystischer Fibrose untersucht werden. Diese Patienten
entwickeln haufig S. aureus-Infektionen, sind jedoch vor einer systemischen Ausbreitung der
Infektion geschutzt. Zusatzlich standen Seren von Patienten mit Hyper-IgE-Syndrom zur
Verfugung, die ebenfalls sehr anfallig fir schwere S. aureus-Infektionen sind. Die Substitution

dieser Patienten mit IVIG beugt solchen schweren S. aureus-Infektionen effizient vor.

Es gab Hinweise aus eigenen Vorarbeiten, dass manche S. aureus-Proteine die Auspragung
einer Immunantwort vom Typ 2 verstarken und Allergien ausldsen kdnnten. Dazu gehdren die

S. aureus-Serinproteasen (Spls). Um diese Hypothese zu testen, sollten in dieser Arbeit die Spl-
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spezifische humorale Immunantwort und die spezifische T-Zellantwort bei gesunden Probanden
charakterisiert werden. Um eine maogliche allergische Reaktion gegen Spls zu untersuchen,

sollte aulRerdem Spl-spezifisches IgE in Seren von verschiedenen Patientenkohorten bestimmt

werden.
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2 Material

2.1 Laborgerate

Akta Avant 150
Analysenwaage
Aquilibrierungsschalen

Autoklav

Bakterienschuttler Certomat IS
Bakterienschiittler (linear) Grant OLS200
Beta-Counter Microbeta
Burkerzahlkammer

COo-Inkubator WTB Binder

Digitalwaage

Durchflusszytometer LSRII
Electrophoresis Power Supply EPS 3500 XL
Electrophoresis Power Supply EPS 3501 XL
Elektroporationskiivetten

ELISA Schittler KL-2

EXquest Spot Cutter

FolienschweilRgerat BSF 165
Geldokumentationsanlage GenoPlex
Glasplatte mit Space 0,75 mm

Glasplatte mit Space 1,0 mm

Glasplatte

Harvester

IEF-Kammer Multiphor 11 Electrophoresis
Unit

Inkubator 37 °C

Kihlschrank GSM 1223, 4 °C

GE Healthcare, Miinchen

Ohaus, Nénikon, Schweiz
Interfakultéres Institut fur Funktionelle
Genomforschung, Greifswald
Tuttnauer Systec, Wettenberg
Sartorius Stedim Biotech

Grant, Shepreth, United Kingdom
PerkinElmer, Waltham, USA

Brand, Wertheim

Binder GmbH, Tuttlingen

OHaus, Nanikon, Schweiz

BD, Heidelberg

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
BioRad, Miinchen

Edmund Buhler, Hechingen

BioRad, Miinchen

Alaska

VWR International GmbH, Darmstadt
BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Inotech, Brandon, USA

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

Binder GmbH, Tuttlingen
Liebherr, Ochsenhausen
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Kihlungssystem DC10
Kuhlungssystem Multi Temp 111
Kihlungssystem F25

Laufkammer Mini-PROTEAN Dodeca Cell
Laufkammer PROTEAN plus Dodeca Cell
Lichtmikroskop CKX31
Lichtmikroskop h 500

Magnetrihrer Bibby

Milliblot Graphit Electroblotter 11
Multi Gel GieRkammer

Nanodrop

NanoQuant-Platte

PCR Thermocycler T Gradient
PCR-Laufkammer OWR

Peggy Sue

Peristaltikpumpe MasterFlex
pH-Meter Lab850

Photometer GeneRay UV-Photometer
Photometer Infinite M200 Pro
Photometer Ultrospec 2100 pro
Pipetten

Pipetus-akku

Rehydratisierungsschalen

Sample Cup

Scanner Epson Expression 1680 Pro
Schnellkochtopf

Schittler 3005

Simon

Sterilwerkbank
Stromversorgungsgerat Power Pac 200

Stromversorgungsgeréat Power Pac 3000
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Thermo Haake, Karlsruhe

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Julabo, Seelbach

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Olympus, Hamburg

Hund, Wetzlar und Carl Zeiss, Jena

Bibby Sterlin LTD., Staffordshire, England
Millipore, Schwalbach/Ts.

BioRad, Miinchen

Thermo Scientific, Rockford, USA

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Biometra, Gottingen

Thermo Scientific, Rockford, USA
ProteinSimple, Santa Clara, USA
Cole-Parmer, Illinois, USA

Schott Instruments, Mainz

Biometra GmbH, Gattingen

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Eppendorf, Hamburg

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt
Interfakultéres Institut fir Funktionelle
Genomforschung, Greifswald

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Epson, Meerbusch

WMF, Geislingen

Gesellschaft fir Labortechnik, Burgwedel
ProteinSimple, Santa Clara, USA

Heraeus Instruments, Hanau

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen



Material

Stromversorgungsgerat Power Pac HC
Stromversorgungsgerét Power Pac Basis
Thermo-Magnetrihrer VMS-D
Thermomixer comfort

Tiefkihlschrank Hera freeze, -80 °C
Tiefkihlschrank KT1630, -20 °C
Ultraschallgerat HD 60

Vortex Genie 2

Wasserbad Aqua Line AL5

Western Blot Imager

Typhoon Scanner

Zentrifuge Heraeus Megafuge 16R
Zentrifuge Heraeus Multifuge X3R
Zentrifuge Heraeus Biofuge Primo R

Zentrifuge Heraeus Biofuge pico

2.2 \Verbrauchsmaterialien

3-Wege-Hahn

24-Well Mikrotiterplatten Nunc, Rundboden
96-Well Mikrotiterplatten, schwarz

96-Well Mikrotiterplatten MaxiSorp
Flachboden

96-Well Mikrotiterplatten Nunc, Rundboden
Abstrichbesteck

Amicon Ultra-15 10 kDa und 30 kDa
Columbia-Blutagarplatten

Dialyseschl&uche

Einmalspritzen 10 mL

Glasfilter

HiTrap SP FF Sdulen

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

VWR International GmbH, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg

Heraeus Instruments, Hanau

Liebherr, Ochsenhausen

BANDELIN electronic, Belin

Scientific Industrie, New York, USA
LAUDA DR. R. WOBSER GMBH & CO.
KG, Lauda-Konigshofen

Intas, Gottingen

GE Healthcare, Miinchen

Thermo Scientific, Rockford, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Thermo Scientific, Rockford, USA
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Thermo Scientific, Rockford, USA

Thermo Scientific, Rockford, USA
Sarstedt, Nimbrecht

Merck, Darmstadt

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Spectrum Laboratories, Los Angeles, USA
B. Braun Melsungen AG, Melsungen
PerkinElmer, Waltham, USA

GE Healthcare, Miinchen
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Immobilon Polyvinylidenfluorid- (PVDF-)
Membran

Impfdsen

IPG-Streifen, pH 4-7, 7 cm Immobiline™
DryStrip

IPG-Streifen, pH 6-11, 7 cm Immobiline™
DryStrip

IPG-Streifen, pH 6-11, 11 cm Immobiline™

DryStrip

IPG-Streifen, pH 4-7, 11 cm Immobiline™
DryStrip

Nylonwolle MKN-100
Parafilm

Petrischalen, 9 cm
Pharmed-Schlauch, 6,4 mm
Pharmed-BPT, 6,4 mm
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen mit Filter
Reaktionsgefale (0,5 mL; 1,5 mL; 2,0 mL)
Séaulen Kklein und grof}
Serologische Pipetten
Spritzenfilter 0,22 pm
Sterilfilter Steritop (0,22 um)
TFF Minimate Kapsel 10 kDa
Whatman Papier
Zellkulturflaschen Nunc, T75
Zellschaber
Zentrifugenréhrchen (15 mL)
Zentrifugenréhrchen (50 mL)
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Millipore, Bedford, USA

Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe
GE Healthcare, Uppsala, Schweden

GE Healthcare, Uppsala, Schweden

GE Healthcare, Uppsala, Schweden

GE Healthcare, Uppsala, Schweden

G. Kisker, Steinfurt

Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA
VWR International GmbH, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Eppendorf, Hamburg

Biozym, Hessisch Oldendorf

Eppendorf, Hamburg

Profos, Regensburg

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Millipore, Bedford, USA

Pall Corporation, Dreieich

Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, Rockford, USA
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Sarstedt, Nimbrecht

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
USA



Material

2.3 Chemikalien und Reagenzien

[*H]-Thymidin (5 mCi/185 MBq)
3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-
1-propansulfonat (CHAPS)

2,2 -Bipyridyl

5% Green GoTag Flexi Puffer

5% Phusion HF Puffer

6% Loading Dye DNA

10x Cut Smart Puffer

Acetoin

Acrylamide 4K Ldsung (40 %) Mix 37,5:1
Agar

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat
Ammoniumsulfat

Ampicilin

B-Mercaptoethanol
Beschichtungspuffer, ELISA
Blocking reagent fiir ELISA
Borsaure

Bromphenolblau

BSA (Bovines Serumalbumin)
Bsal

CaCl2

Chloramphenicol

Coomassie brilliant blue G250
D-Desthiobiotin

Dithiothreitol

dNTPs

PerkinElmer, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Promega, Mannheim

Thermo Scientific, Rockford, USA
Promega, Mannheim

New England Biolabs GmbH,
Frankfurt/Main

Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Candor Bioscience, Wangen im Allgau
Roche, Basel, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem, Darmstadt

New England Biolabs GmbH,
Frankfurt/Main

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

IBA, Gottingen

GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Sigma-Aldrich, Steinheim
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DPBS fir sterile Arbeiten

EDDA

EDTA
Eisen-111-Chlorid-Hexahydrat
Erythromycin

Essigséaure

Ethanol, vergéllt

Ethanol, unvergallt

FACS Flow

FastAP Puffer

SAP Phosphatase

FCS

Ficoll, Pancoll

Flamingo Fluorescent Gel Stain 10x
Formaldehyd 37 %

Glycerol 87 %

Glycin

GoTaq Polymerase

GroRenstandard Agarosegele 100 bp

Generuler

GroRenstandard Agarosegele 1 kb Generuler

GrolRenstandard SDS-Gele RotiMark
Standard

HIFI Polymerase Phusion F-530S
Hindlll

HPLC-Wasser

IL-2, human rekombinant
lodacetamid

Isopropanol

IPTG

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat
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PAN Biotech, Aidenbach
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

BD, Heidelberg

Thermo Scientific, Rockford, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
Biochrom, Berlin

PAN Biotech, Aidenbach

BioRad. Miinchen

Roth, Karlsruhe

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

Roth, Karlsruhe
Promega, Mannheim
Thermo Scientific, Rockford, USA

Promega, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, Rockford, USA
Fermentas, Ontario, Kanada

J.T. Baker, Griesheim

Novartis, Basel, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim

Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe



Material

Kanamycin

LB

LPS E. coli

LPS-Depletion Saulenmaterial EndoTrap
red 10

Lysostaphin

Lysozym

Methanol

MgCl;

MgSO4

Milchpulver (blotting grade)
Mineral6l Dry Strip Cover Fluid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumthiosulfat-Pentahydrat
Natriumpyruvat 100 mM

Ndel

NEBPuffer 2

NEBPuffer 3

Nicht-essentielle Aminosduren 100x
OptEIA, ELISA Substrat
PCR-Wasser DNase/RNase

Pelikan Tinte 4001
Penicillin/Streptomycin/Glutamin
Pharmalyte pH 3-10

Pharmalyte pH 8-10,5
Phosphorsaure (HsPO4)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Profos, Regensburg

Genmedics, Reutlingen

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
New England Biolabs GmbH,
Frankfurt/Main

New England Biolabs GmbH,
Frankfurt/Main

New England Biolabs GmbH,
Frankfurt/Main

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
BD, Heidelberg

Life Technologies, Darmstadt

Pelikan, Hannover

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
GE Healthcare, Uppsala, Schweden

GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Roth, Karlsruhe
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Puffer R (Regenerationspuffer mit HABA)
Redsafe

RPMI 1640

Roti-Quant

Salzsdure > 32 %

Schwefelsdure 2 N

SOC-Medium

Sodium Dodecyl Sulfat

Sorbitol

Spel

SuperSignal West Femto Maximum
Sensitivity Substrate Kit, 2D-Western Blot
Substrat

Strep-Tag Aufreinigung Regenerationspuffer
Strep-Tag Aufreinigung Strep-Tactin
Superflow

Szintilationsflissigkeit

T4 DNA-Polymerase

Tetramethylethylendiamin
Tango Puffer

Thiourea
Trichloressigsaure
Tris(hydroxymethyl)-amineinmethan
Triton X-100

Trypanblau

Tryptone Soya Broth
Tween-20

Urea, Sigma Ultra

Xbal
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IBA, Gottingen

INtRON, Gyeonggi-do, Korea
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

New England Biolabs GmbH,
Frankfurt/Main

Thermo Scientific, Rockford, USA

IBA, Gottingen
IBA, Gottingen

PerkinElmer, Waltham, USA

New England Biolabs GmbH,
Frankfurt/Main

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Fermentas, Ontario, Kanada
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Oxoid LTD, Cambridge, United Kingdom
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Fermentas, Ontario, Kanada



Material

2.4 Antikorper und Sekundarreagenzien

IVIG Intratect 50 mg/mL

IVIG Privigen 100 mg/mL

Maus anti-Human IgE, Biotin-konjugiert,
0,4 mg/mL

Maus anti-Human IgG1, Peroxidase-
konjugiert, 1 mg/mL

Maus anti-Human 1gG4, Peroxidase-
konjugiert, Img/mL

Streptavidin, Peroxidase-konjugiert,

1 mg/mL

Ziege anti-Human 1gG (Fc-spezifisch),
Peroxidase-konjugiert, 0,8 mg/mL

Ziege anti-Human 1gG (H+L), Peroxidase-
konjugiert, 0,8 mg/mL

Ziege anti-Human 1gG (Fc-spezifisch), R-
Phycoerythrin-konjugiert, 0,5 mg/mL

2.5 Medien, Puffer und Lésungen

Biotest Pharma GmbH, Dreieich

CSL Behring, Marburg
Invitrogen, Karlsruhe
Katalog-Nr.: 054740
Invitrogen, Karlsruhe
Katalog-Nr.: A-10648
Invitrogen, Karlsruhe
Katalog-Nr.: A-10654
Dianova, Hamburg
Katalog-Nr.: 016-030-084
Dianova, Hamburg
Katalog-Nr.: 109-035-098
Dianova, Hamburg
Katalog-Nr.: 109-035-088
Dianova, Hamburg
Katalog-Nr.: 109-116-098

10x Laufpuffer SDS-Gele Tris 30,09
Glycin 144 g
SDS 10¢
ag. dest. ad1lL
5% Ladepuffer SDS-Gele Glycerol 50 % in aqg. dest. 5,0 mL
Tris1 M, pH 6,8 0,6 mL
SDS 10 % 2,0mL
B-Mercaptoethanol 0,5mL
Bromphenolblau 1mL
ag. dest. ad 10 mL
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Agarose 0,5 % Agarose 05¢
Laufpuffer 1x 100 mL
Agarosegele, 1,5 % Agarose 30
TBE 1x 200 mL
Redsafe 5,7 uL
Aquilibrierungsgrundldsung (fiir Urea 159
Aquilibrierungslésung A und B) Tris 1,5M, pH 8,8 1,25 mL
Glycerol 87 % 1,15 mL
SDS 20 % 1,0 mL
HPLC-Wasser ad 5mL
Aquilibrierungslésung A Aquilibrierungsgrundlosung 2,5 mL
DTT 0,025¢g
Aquilibrierungslésung B Aquilibrierungsgrundlosung 2,5mL
IAA 0,0625 ¢
Bromphenolblau Pipettenspitze
Blockpuffer, 2D-Western Blots TBS/T 400 mL
Milchpulver 20 ¢
Blockpuffer, ELISA PBS 45 mL
FCS 5mL
Blockpuffer, Flexmap3D Assay PBS 99 mL
BSA 1mL
Blockpuffer, Simple Western Assay Blocking reagent fir ELISA 0,279
ag. dest. ad 10 mL
Coomassie-Farbeldsung Methanol 400 mL
Essigséaure 100 mL
Coomassie brilliant blue G250 2,50
ag. dest. adlL
E. coli-Aufschlusspuffer 5% Ladepuffer SDS-Gele 10 mL
Harnstoff 3,69
Kompetenz-Medium LB-Medium 1000 mL
Sorbitol 182,2 ¢
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LB-Agar LB 20,69
Agar 15¢
ag. dest. ad1lL
LB-Medium LB 20,69
ag. dest. adlL
PBS 1x,pH 7,4 NaCl 8,00
KCI 0,29
NaHPO4 1,44 g
KH2PO4 0,24 g
HCI Zum Einstellen
des pH-Wertes
ag. dest. adlL
PBS/T 0,05 % PBS 1x 1L
Tween-20 0,5mL
PBS/T 0,1 % PBS 1x 1L
Tween-20 1mL
Puffer A (Tris 0,02 M, pH 7,5) Tris 2,42 g
HCI Zum Einstellen
des pH-Wertes
ag. dest. adlL
Puffer B (Tris 0,02 M, 1 M NacCl, Tris 2,42 g
pH 7,5) HCI Zum Einstellen
des pH-Wertes
NaCl 58,44 g
ag. dest. adlL
Puffer E, steril filtriert (0,22 mM; Puffer W 200 mL
Elutionspuffer Strep-Tag) D-Desthiobiotin 0,107 g
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Puffer W, pH 8,0, steril filtriert Tris 12,114 ¢

(0,22 mM; Elutionspuffer Strep- NaCl 23,376 g

Tag) EDTA 0,292 g
HCI Zum Einstellen

des pH-Wertes

ag. dest. adlL

R5H-Medium RPMI 1640 500 mL
Humanserumpool 27 mL

Penicillin/Streptomycin/Glutamin 10 mL

Nicht-essentielle Aminosauren 5,4 mL

100x%
Natriumpyruvat 100 mM 5,4 mL
[-Mercaptoethanol 550 pL
R10F-Medium RPMI 1640 500 mL
FCS 50 mL
Penicillin/Streptomycin/Glutamin 10 mL
Rehydratisierungspuffer Urea 4,809
Thiourea 152¢g
CHAPS 0,20 g
HPLC-Wasser ad 10 mL
Sammelgel, 1D-SDS-Gele ag. dest. 3,0 mL
Tris 0,5 M, pH 6,8 1,25 mL
Acrylamid 650 pL
SDS 10 % 50 pL
APS 10 % 26 L
TEMED 6 uL
TBE 5x Tris 104 g
Borsaure 2759
EDTA 3,75¢
ag. dest. ad 21
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TBS 10%, pH 7,6 Tris 24,29

NaCl 80 g

HCI Zum Einstellen

des pH-Wertes

ag. dest. adlL
TBS/T TBS 1x 1L

Tween-20 1mL
Tintenfarbelosung Essigséaure 4 mL

PBS/T 0,1 % 400 mL

Pelikan Tinte 4001 0,4 mL
Transferpuffer, pH 8,5 Tris 6,05 g

Glycin 3049

Methanol 400 mL

HCI Zum Einstellen

des pH-Wertes

ag. dest. ad 2|
Trenngel, 1D-SDS-Gele Acrylamid 4,8 mL

SDS 10 % 120 pL

Tris 1,5 M, pH 8,8 3,0 mL

ag. dest. 4,14 mL

APS 10 % 70 pL

TEMED 7 uL
Trenngel, 2D-SDS-Gele Acrylamid 37,5 mL

Tris 1,5 M, pH 8,8 30 mL

(0,4 % SDS)

ag. dest. 52 mL

APS 10 % 600 pL

TEMED 30 pL
Trichloressigsaure 100 % TCA 125¢

ag. dest. ad 125 mL
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Tris0,5M, pH 6,8 Tris 60,6 g
HCI Zum Einstellen
des pH-Wertes
ag. dest. ad1lL
Tris1 M, pH 6,8 Tris 1213 ¢g
HCI Zum Einstellen
des pH-Wertes
ag. dest. adlL
Tris 1,5 M, pH 8,8 Tris 182 ¢
HCI Zum Einstellen
des pH-Wertes
ag. dest. adlL
Tris 1,5 M, pH 8,8 (0,4 % SDS) Tris 182 ¢
SDS 20 % 20 mL
HCI Zum Einstellen
des pH-Wertes
ag. dest. adlL
TSB-Medium TSB 159
ag. dest. ad 500 mL
2.6 Kits

CBA Human Flex Sets (IL-5, IL-8, IL-9,

IL-12p70, IL-13)
CBA Human Th1/Th2/Th17 Kit

CBA Human Soluble Protein Master Buffer Kit

DNeasy Blood and Tissue Kit
Fast-Link DNA Ligation Kit

High Pure Plasmid Isolation Kit
Pastorex Staph Plus
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BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Qiagen, Venlo, Niederlande
Epicentre Biotechnologies, Madison,
USA

Roche, Basel, Schweiz

BioRad, Miinchen



Material

Peggy Simple Western Kit Molekulare Masse

QIAquick PCR Purification Kit

ProteinSimple, Santa Clara, USA
Qiagen, Venlo, Niederlande

Simon Simple Western Kit Molekulare Masse  ProteinSimple, Santa Clara, USA

2.7 Bakterienstamme und Phagen

B. subtilis 6051HGW LS8P-D,
elektrokompetent

E. coli DH10B, elektrokompetent

E. coli One Shot BL21 (DE3) pLysS

E. coli One Shot DH5a T1 Phage-Resistant
Phage ¢11

S. aureus 302Aspa

S. aureus SA113Aspa

S. aureus USA300

S. aureus USA300Aspa

2.8 Humanblut und -seren

Zur Verfuigung gestellt von Jana Kumpfmdller
(AG Schweder, Universitat Greifswald)

Zur Verfuigung gestellt von Jana Kumpfmdller
(AG Schweder, Universitat Greifswald)
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Zur Verfugung gestellt von Dr. Marc Burian
(AG Volker, Universitat Greifswald)

Zur Verfuigung gestellt von Dr. Julia Kolata
(AG Broker, Universitat Greifswald) [141]
Zur Verfugung gestellt von Dr. Christiane
Gorke (AG Wolz, Universitat Tlbingen)

Zur Verfligung gestellt von Professor

Dr. Friedrich Gotz (Universitat Tubingen)

In dieser Arbeit erstellt

buffy coats (Humanes
Leukozytenkonzentrat von gesunden
Spendern mit unbekanntem S. aureus-

Trégerstatus)

Institut fir Transfusionsmedizin und
Immunologie, Abteilung Transfusionsmedizin,

Universitatsmedizin Greifswald
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Humanes EDTA-Vollblut von gesunden
Spendern mit bekanntem S. aureus-
Tréagerstatus (mittleres Alter: 23,1 + 1,6
Jahre, siehe Anhang Tabelle 8.4)

Institut fir Transfusionsmedizin und
Immunologie, Abteilung Immunologie,

Universitatsmedizin Greifswald

Humanserumpool (fur Zellkultur-Medium)
von gesunden Spendern mit unbekanntem

S. aureus-Trégerstatus

Institut fiir Transfusionsmedizin und

Immunologie, Abteilung Transfusionsmedizin,

Universitatsmedizin Greifswald

Humanserumpool fur Antikorperstudien
aus Seren von 20 gesunden Spendern mit

unbekanntem S. aureus-Tragerstatus

Institut fir Transfusionsmedizin und
Immunologie, Abteilung Immunologie,

Universitatsmedizin Greifswald

SH-Plasmen und -Seren (Humanplasmen
und -seren von gesunden Spendern mit

bekanntem S. aureus-Tragerstatus)

Institut fur Transfusionsmedizin und
Immunologie, Abteilung Immunologie,

Universitatsmedizin Greifswald [142]

AD-Seren (Humanseren von Atopische
Dermatitis-Patienten mit unbekanntem

S. aureus-Trégerstatus, mittleres Alter: 34
+ 11,1 Jahre)

Zur Verfligung gestellt von Professor
Dr. Thomas Werfel (MH-Hannover)

AD-Seren und Kontroll-Seren
(Humanseren von Atopische Dermatitis-
Patienten (mittleres Alter: 33,4 + 19,8
Jahre) und gesunden Spendern (mittleres
Alter: 36 = 9,6 Jahre) mit bekanntem

S. aureus-Trégerstatus, siehe Anhang
Tabelle 8.1)

Zur Verfligung gestellt von Professor

Dr. Regine Glaser (Universitét Kiel)

Bakteridmie-Seren (Humanseren von

S. aureus-Bakteriamiepatienten mit
unbekanntem S. aureus-Tragerstatus,
mittleres Alter: siehe Anhang Tabelle 8.2)

Zur Verfligung gestellt von Professor
Dr. Mary-Claire Roghmann (University of
Maryland, USA)
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CF-Seren (Humanseren von Patienten mit
zystischer Fibrose und positivem

S. aureus-Trégerstatus in der Lunge,
mittleres Alter: 20 + 8,9 Jahre)

Zur Verfuigung gestellt von Professor
Dr. Barbara Kahl (Universitat Minster)

HIES-Seren (Humanseren von Hyper-IgE-
Syndrom Patienten (STAT3) mit positivem

S. aureus-Trégerstatus, mittleres Alter:
19,1 £ 12,1 Jahre, siehe Anhang Tabelle
8.3)

Zur Verfugung gestellt von PD Dr. Eleonore

Renner (Universitat Miinchen)

Asthmatiker Seren (Humanseren von
Asthma-Patienten mit unbekanntem

S. aureus-Trégerstatus, mittleres Alter:
47,1 + 16,6)

Zur Verfugung gestellt von Professor Dr.

Claus Bachert (Universitat Gent, Belgien)

Psoriasis-Seren (Humanseren von
Psoriasis-Patienten mit unbekanntem
S. aureus-Trégerstatus, mittleres Alter:
44,1 + 12,7 Jahre)

Zur Verfugung gestellt von Professor Dr.
Thomas Werfel (MH-Hannover)

ssl-Seren (Humanseren von gesunden
Spendern mit bekanntem S. aureus-
Trégerstatus, mittleres Alter: 22,3 + 2,17
Jahre, siehe Anhang Tabelle 8.4)

Institut fir Transfusionsmedizin und
Immunologie, Abteilung Immunologie,

Universitatsmedizin Greifswald

2.9 Plasmide

pPR-IBA1
pJK267 (pMSE3-Derivat [143])

pPR-IBAL (Hla Strep-Tag)

Invitrogen, Karlsruhe

Zur Verfugung gestellt von Jana Kumpfmiller
(AG Schweder, Universitat Greifswald)

Zur Verfugung gestellt von Dr. Dorothee

Grumann (AG Broker, Universitat Greifswald)
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2.10 Rekombinante Proteine

SEB (SACOL0907), C-terminaler Strep-  Zur Verfligung gestellt von Dr. Dorothee

Tag

Grumann (AG Broker, Universitat Greifswald)

SpID (SAUSA300_1755), C-terminaler Zur Verfugung gestellt von Christopher Link

Strep-Tag

2.11 Primer

splA 5¢ SLIC-Klonierung

splA 3¢ SLIC-Klonierung

splB 5¢ SLIC-Klonierung

spIB 3¢ SLIC-Klonierung

spID 5¢ SLIC-Klonierung

splD 3¢ SLIC-Klonierung

splE 5 SLIC-Klonierung

splE 3¢ SLIC-Klonierung

splF 5¢ SLIC-Klonierung

splF 3¢ SLIC-Klonierung
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(AG Broker, Universitat Greifswald)

GTG AAC CCT AAATAG AAG GAG GAA ACA CAT
ATG AAT AAA AAT GTAATG GTT AAAG

GTT TAG AGG CCC CAAGGG GTT ATGCTA ACT
AGTTTATITTTC AAT ATTATTTTG

GTG AAC CCT AAATAG AAG GAG GAA ACACAT
ATG AAC AAA AAC GTAGTC ATC AAG A

GTT TAG AGG CCC CAA GGG GTT ATG CTAACT
AGTTTATTTATCTATGTTTTCTG

GTG AAC CCT AAATAG AAG GAG GAA ACA CAT
ATG AAT AAA AAT ATA ATC ATC AAAAGT ATT
GCG

GTT TAG AGG CCC CAAGGG GTT ATG CTAACT
AGTTTATTT ATC TAAATT ATC TGC AAT A

GTG AAC CCT AAATAG AAG GAG GAA ACACAT
ATG AAT AAA AAT ATA ATC ATC AAA AGT ATT
GCA

GTT TAG AGG CCC CAAGGG GTT ATGCTA ACT
AGTTTATTT ATCTGT GTT ATC TG

GTG AAC CCT AAATAG AAG GAG GAA ACACAT
ATG AAT AAA AAT ATA ATC ATC AAAAGT ATT
GGA

GTT TAG AGG CCC CAA GGG GTT ATG CTAACT
AGTTTATTT ATCTAAATT ATCTGC AAT G



Material

splC 5° Strep-Tag-Klonierung

ATG GTAGGT CTC AAATGG TCG TTG AAG AGA

CAC AAC AAATAG

splC 3¢ Strep-Tag-Klonierung

ATG GTAGGT CTC AGC GCT TTG TTC AAT GTG

CTTTTG AAT AAA ATC

eryr 5¢
eryr 3¢
spa 5¢
spa 3¢
PMSE3 5'
PMSE3 3'

2.12 Programme und Datenbanken

Compass 2.6.6

Delta2D 4.2

Endnote X7

FACS Diva Software 6.2
Fcap Array 3

GraphPad Prism 6
ImageQuant 5.2
Microsoft Office 2010 und 2013
PDQuest advanced
Photoshop CS5

Primer D'Signer 1.1
Swift Quant

AureoWiki
Multalin
NCBI
SignalP
Uniprot

ATT TTG AGG GTT GCC AGA
CGTGATTTT GCG GTT TTA

TAA AGA CGATCCTTC GGT GAGC
CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT
GCA AGC AGC AGATTACGCGC
CTATTCAGTTCGTTGTTT CG

ProteinSimple, Santa Clara, USA

Decodon, Greifswald

Thomson Reuters, New York, USA

BD, Heidelberg

Soft Flow, Pécs, Ungarn

GraphPad Software, La Jolla, USA
Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Microsoft, Redmond, USA

BioRad, Miinchen

Adobe Systems GmbH, Miinchen

IBA, Gottingen

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

http://www.protecs.uni-greifswald.de/aureowiki/Main_Page
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

http://www.uniprot.org/

43






Methoden

3 Methoden

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Isolation von S. aureus aus dem Nasenvorhof

Fur die Uberprifung des S. aureus-Tragerstatus wurde mit einem Wattestdbchen ein
Nasenabstrich aus beiden Nasenvorhofen des Probanden genommen. Dieser wurde

anschlieBend auf einer Blutagarplatte ausgestrichen.

3.1.2 Anzucht von S. aureus auf Blutagarplatten

Fur die Anzucht von S. aureus auf Blutagarplatten wurde ein Vereinzelungsausstrich eines
Glycerolstocks, bzw. ein groRflachiger Ausstrich eines Nasenabstriches, auf eine Blutagarplatte

angefertigt. Die Blutagarplatte wurde anschlieRend tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.1.3 Anzucht von S. aureus in Flissigmedien

Die Anzucht von S. aureus in Flussigmedium erfolgte der Versuchsbeschreibung entsprechend
in TSB- oder LB-Medium. Zunéachst wurde eine Ubernachtkultur angefertigt. Dazu wurde die
entsprechende Menge Medium mit einer S. aureus-Kolonie von einer Agarplatte angeimpft. Die
Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 37 °C und 100 rpm (linear), um eine ausreichende
Sauerstoffversorgung zu gewabhrleisten. Anschliefend wurde die OD bei 595 nm (ODsgs)
gemessen und eine Hauptkultur mit entsprechendem Volumen der Ubernachtkultur angeimpft,
so dass diese eine ODsgs von 0,05 erreichte (GeneRay UV-Photometer). Die Hauptkultur wurde
bis zum Erreichen der gewiinschten Wachstumsphase bei 37 °C und 100 rpm (linear) inkubiert.
Dabei wurde die ODsgs stiindlich gemessen. Als stationdre Wachstumsphase wurde der

Zeitpunkt 3,5 h nach Verlassen des exponentiellen Wachstums definiert.

3.1.4 Koagulationstest

Bei der Anzucht von Nasenabstrichen auf Blutagarplatten wachsen verschiedene

Bakterienkolonien. Zur Identifizierung von S. aureus-Kolonien wurde ein Agglutinationstest
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durchgefuhrt (Pastorex Staph Plus). Dieser beinhaltet Latexkiigelchen die mit S. aureus-
spezifischen monoklonalen Antikorpern (anti-Kapselpolysaccharide), Fc-Fragmenten von IgG-
Antikdrpern und Fibrinogen beschichtet sind, wodurch S. aureus-Zellen mit ihnen vernetzt
werden.

Die zu untersuchende Bakterienkolonie wurde mit den Latexkiigelchen gemischt. Bestand die

zu untersuchende Kolonie aus S. aureus-Zellen, wurde dies durch Agglutination sichtbar.

3.1.5 Anlegen von Glycerolstocks

Um S. aureus-Stamme zu verwahren, wurden Glycerolstocks angefertigt. Dazu wurde eine
S. aureus-Kolonie von einer Blutagarplatte in 3 mL LB-Medium tberfihrt und fur 5 h bei 37 °C
und 200 rpm (zirkuldr) inkubiert. AnschlieRend wurden 800 pL der S. aureus-Kultur mit 200 pL
Glycerol gemischt und der Glycerolstock bei -80 °C aufbewahrt.

3.1.6 Isolierung genomischer DNA

Die Isolierung genomischer S. aureus-DNA erfolgte mit dem DNeasy Blood and Tissue Kit der
Firma Qiagen. Dazu wurden 2,2 mL einer S. aureus-Kultur (siehe 3.1.5) flir 2 min bei 16 000 g
zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 124 pL Lysepuffer resuspendiert und anschlielend
wurden 36 pL Lysozym und 20 pL Lysostaphin dazugegeben. Die Suspension wurde 30 min
bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 25 uL Proteinase K und 200 puL Puffer AL dazugegeben
und vermischt. Nach einem weiteren Inkubationsschritt (30 min, 56 °C) wurden 200 pL
96%-iger Ethanol dazugegeben und das Lysat auf eine DNeasy Mini Spin Saule gegeben. Nach
Zentrifugation (1 min, 16 000 g) wurde der Durchlauf verworfen und 500 pL Puffer AW1 auf
die Saule gegeben. AnschlieBend wurde erneut zentrifugiert (1 min, 16 000 g), der Durchlauf
verworfen und 500 pL Puffer AW2 auf die Séule gegeben. Durch zwei Zentrifugationsschritte
(3 min und 1 min bei jeweils 16 000 g) wurde die DNeasy Membran getrocknet und die Séule
danach in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefal3 Giberfiihrt. Durch Zugabe von 100 uL PCR-Wasser
und anschliefendem Zentrifugieren (1 min, 16 000 g) wurde die in der Sdule befindliche

S. aureus-DNA eluiert.
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3.1.7 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der DNA-Konzentration wurde am Gerat Infinite M200 Pro (Tecan)
durchgefuhrt. Dazu wurden 1,5 pL der gereinigten DNA auf die NanoQuant-Platte aufgetragen
und die DNA-Konzentration entsprechend der Herstelleranweisung ermittelt. Als Leerwert
dienten 1,5 pL PCR-Wasser.

3.1.8 Gewinnung von BakterienUberstéanden

Eine S. aureus-Flussigkultur wurden wie in 3.1.3 beschrieben angelegt. Als Medium wurden
600 mL TSB eingesetzt (fur Eisen-limitierende Wachstumsbedingungen zusétzlich mit 300 uM
bis 2400 uM 2,2'-Bipyridyl versetzt). Nach Erreichen der stationdren Wachstumsphase wurde
die S. aureus-Kultur 10 min bei 8 000 g zentrifugiert, um S. aureus-Zellen und Uberstand zu
trennen. Der Uberstand wurde anschlieRend filtriert (0,22 pum) und entweder bei -20 °C gelagert

oder fur die Préparation extrazelluldrer S. aureus-Proteine weiterbenutzt (siehe 3.2.1).

3.1.9 Gewinnung von Bakterienzellen und Abtéten durch UV-Licht

Eine S. aureus-Flussigkultur wurden wie in 3.1.3 beschrieben angelegt. Als Medium wurden
40 mL TSB eingesetzt (fur eisenlimitierte Wachstumsbedingungen zusétzlich mit 600 uM 2,2'-
Bipyridyl versetzt). Nach Erreichen der stationdaren Wachstumsphase wurde die S. aureus-
Kultur 10 min bei 4 °C und 1 800 g zentrifugiert, um S. aureus-Zellen und Uberstand zu trennen.
Die S. aureus-Zellen wurden anschlielend zwei Mal mit kaltem PBS gewaschen (10 min, 4 °C,
1800 g) und nach dem letzten Waschschritt in 30 mL kaltem PBS aufgenommen. Zum Abtoten
wurden sie in Petrischalen Gberfiihrt und fir 1 h unter der Sterilwerkbank mit UV-Licht
bestrahlt. Danach wurden sie erneut gewaschen (10 min, 4 °C, 1800 g) und in PBS auf die
ODsgs 1,0 eingestellt (GeneRay UV-Photometer). Zur Kontrolle der Abtdtung wurden 50 pL

der Suspension auf eine Blutagarplatte ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Préaparation extrazellularer S. aureus-Proteine aus dem Kulturiberstand

Fur die Prdparation von extrazellularen S. aureus-Proteinen aus gefilterten
Bakterienuberstanden wurden die darin enthaltenen S. aureus-Proteine mit Trichloressigséure
(TCA, Endkonzentration: 10 %) uber Nacht bei 4 °C geféllt. Die ausgefallten Proteine wurden
durch Schwenken resuspendiert und die Losung 60 min bei 4 °C und 11 000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig entfernt und das Proteinpellet in 2 mL 70%-igem, unvergalltem
Ethanol resuspendiert und danach zentrifugiert (3 min, 16 000 g). Anschlielend wurden die
Proteine fiinf Mal mit jeweils 500 puL 70%-igem, unvergalltem Ethanol gewaschen. Dazu wurde
der Uberstand nach dem Zentrifugieren verworfen, die Proteinpellets in Ethanol aufgenommen
und 20 min bei 20 °C und 700 rpm (Thermoschiittler) inkubiert und wieder zentrifugiert (3 min,
16 000 g). Ein sechster Waschschritt wurde abschliefend mit 100%-igem, unvergalltem Ethanol
durchgefuhrt. Nach dem mdglichst vollstdndigen Entfernen des Ethanols wurde das
Proteinpellet im offenen Reaktionsgefal unter der Sterilwerkbank getrocknet. Je nach
PelletgroRe wurden dann 100 pL bis 200 pL Rehydratisierungspuffer (RHB) dazugegeben und
die Pellets 30 min bei 700 rpm (Thermoschuttler) und 20 °C aufgeldst. Nach Zentrifugation
(30 min, 16 000 g) wurden der proteinhaltige Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt

und bei -80 °C gelagert.

3.2.2  Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinlésung mit den enthaltenen extrazellularen S. aureus-Proteinen wurde 1:100 und
1:10 verdunnt. Von den Verdiinnungen wurden jeweils 5 uLL mit 795 pL aq. dest. und 200 pL
Bradford gemischt. Die ODsgs der Losungen wurde photometrisch mit Swift Quant gemessen
(Photometer Ultrospec 2100 pro). Daraus konnte mit Hilfe einer Standardkurve aus bovinem
Serumalbumin (BSA) und eines Leerwerts ohne Protein die Konzentration der Proteinlésung

ermittelt werden.
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3.2.3 Eindimensionale Gelelektrophorese

Die diskontinuierliche Natriumdodecyl-Sulfatpolyacrylamid- (SDS-)Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese (PAGE) dient zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer molekularen Masse.
Vor der Auftrennung der Proteine wurde die proteinhaltige Probe mit 5x Ladepuffer
versetzt, wovon nach dem Kochen (5 min, 95 °C) 10 L in eine Geltasche Uberfihrt wurden.
Durch Anlegen von 200 V wurde die Auftrennung gestartet. Sie wurde beendet, sobald die
Lauffront aus dem Gel lief. Durch anschlieBende Farbung der Proteine mit Coomassie
(siehe 3.2.6) und der Verwendung eines Grolienstandards konnten die molekularen Massen der

Proteinbanden ermittelt werden.

3.2.4 Zweidimensionale Gelelektrophorese

In der zweidimensionalen (2D-) Gelelektrophorese werden Proteine in der ersten Dimension
nach ihrem isoelektrischen Punkt (pl) und in der zweiten Dimension nach ihrer molekularen
Masse aufgetrennt. In der ersten Dimension werden daftir sogenannten IPG-Streifen verwendet,
die aus einer Gelschicht mit vorgegebenen pH-Gradienten bestehen. Die Proteine besitzen eine
Eigenladung, deren Betrag abhangig vom pH des umgebenen Milieus ist. Ist der pH gleich dem
pl des Proteins, so besitzt es keine Nettoladung mehr. Durch das Anlegen einer Spannung
bewegen sich die Proteine nun durch die Gelschicht bis sie den pH-Bereich der Gelschicht
erreichen der ihrem pl entspricht, wodurch die Auftrennung in der ersten Dimension
abgeschlossen ist. Fiur die zweite Dimension werden anschlieend die IPG-Streifen mit SDS-
haltigen Puffern inkubiert und danach auf SDS-Gele platziert. Die zweite Dimension erfolgt
durch Auftrennung der Proteine nach ihrer molekularen Masse, wobei beim Anlegen einer

Spannung groRere Proteine langsamer durch das SDS-Gel laufen als kleinere Proteine.

3.2.4.1 Isoelektrische Fokussierung

Je nach verwendetem pH-Bereich auf den IPG- (immobilisierter pH-Gradient) Streifen
unterscheiden sich die Durchfiihrungen fir die Auftrennung der Proteine in der ersten
Dimension voneinander. Wéhrend IPG-Streifen mit dem pH-Bereich 4-7 zeitgleich bei ihrer

Rehydratisierung mit den Proteinen beladen werden kdénnen, missen IPG-Streifen mit den pH-
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Bereich 6-11 zuerst rehydratisiert werden, um anschlieBend beim sogenannten cuploading-
System mit den Proteinen beladen werden zu kénnen.

Die Zusammensetzung der Rehydratisierungslosung (RH-Losung) fir IPG-Streifen
verschiedener Langen und pH-Bereiche ist in Tabelle 3.1 dargestellt. Vor der Rehydratisierung
wurde eine Spatelspitze Bromphenolblau der RH-LAsung beigefuigt und gut gemischt. Die RH-
Losung fir IPG-Streifen mit dem pH-Bereich 4-7 enthielt bereits die entsprechenden Proteine
(30 g Protein je 7 cm IPG-Streifen, 100 pg Protein je 11 cm IPG-Streifen). Nach Inkubation
fir 30 min bei 20 °C und 800 rpm (Thermoschittler) wurde die RH-L&sung zentrifugiert
(10 min, 16 000 g) und anschlieBend als schmaler Streifen (125 pL fir 7 cm IPG-Streifen,
150 pL fir 11 cm IPG-Streifen) in einer Rehydratisierungsschale vorgelegt. Die IPG-Streifen
wurden blasenfrei mit der Gelseite nach unten auf die vorgelegten RH-Ldsungen gelegt, mit
Mineral6l Gberschichtet und fur 24 h bei 20 °C inkubiert.

Tabelle 3.1: Ubersicht der RH-Lésungen fiir die eingesetzten IPG-Streifen.

7 cm IPG-Streifen 11 cm IPG-Streifen

Komponente pH 4-7 (uL) pH 6-11 (uL) pH 4-7 (uL)  pH 6-11 (uL)

RHB 110 (inkI. 85 132 (inkl. 102
30 ug Protein) 100 pg Protein)

10x DTT 12,5 - 15 -
25% DTT in RHB - 12,5 - 15
50 % Glycerol in RHB - 12,5 - 15
Isopropanol - 12,5 - 15
Pharmalyte pH 3-10 2,5 1,25 3,0 1,5
Pharmalyte pH 8,5-10,5 - 1,25 - 15
Summe 125 pL 125 pL 150 pL 150 pL

Nach erfolgter Rehydratisierung wurde die isoelektrische Fokussierung (IEF) in einer IEF-
Kammer durchgefuhrt. Dazu wurden die IPG-Streifen zuerst mit aqg. dest. abgespult und
anschlieBend mit der Gelseite nach oben in einer IEF-Kammer platziert. Am Pluspol wurde ein
in ag. dest.-getranktes Whatman-Papier zur Halfte auf das Ende der Gele gelegt und die
Elektrode aufgesetzt. Bei IPG-Streifen mit dem pH-Bereich 6-11 wurden nun die Proteine durch
cuploading aufgebracht (Tabelle 3.2). Dazu wurde ein cupholder direkt unter der Elektrode auf
die Gele platziert und die Dichtigkeit der cups zu den Gelen durch Zugabe von 100 pL Mineral6l
uberpruft. Anschlieend wurden 100 pL der proteinhaltige Probenldsung je cup gegeben (30 ug
Protein je 7 cm IPG-Streifen, 100 ug Protein je 11 cm IPG-Streifen).
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Tabelle 3.2: Ubersicht der cuploading-Lésungen fir IPG-Streifen pH 6-11.

Cuploading-L&sung

Schritt 7 cm IPG-Streifen (uL) 11 cm IPG-Streifen (uL)
RHB 68 (inkl. 30 pg Protein) 68 (inkl. 100 pg Protein)
25% DTT in RHB 10 10
50 % Glycerol in RHB 10 10
Isopropanol 10 10
Pharmalyte pH 3-10 1 1
Pharmalyte pH 8,5-10,5 1 1
Summe 100 pL 100 pL

Die restliche Vorbereitung der IEF war ab diesem Punkt fur beide pH-Bereiche gleich. Am

Minuspol wurde ebenfalls ein aq. dest.-getranktes Whatman-Papier zur Halfte auf das Ende der

Gele gelegt und darlber ein in 15 mM DTT-L06sung getranktes Whatman-Papier auf die Gele

gelegt. Die Elektrode wurde aufgesetzt, die IPG-Streifen mit Minerall (iberschichtet und das

IEF-Programm entsprechend der verwendeten IPG-Streifen gestartet (Tabelle 3.3 und Tabelle

3.4). Nach der IEF wurden die IPG-Streifen bis zur Auftrennung in der zweiten Dimension bei

-20 °C gelagert.

Tabelle 3.3: IEF-Programme flr 7 cm IPG-Streifen.

pH Bereich 4-7

pH-Bereich 6-11

Schritt Volt  Voltstunde  Zeit (h:min) Volt  Voltstunde Zeit (h:min)

1 200 1 00:01 200 1 00:01

2 3500 2800 01:30 3500 2800 01:30

3 3500 5200 01:30 3500 3700 01:05

Summe 8001 03:01 6501 02:36

Tabelle 3.4: IEF-Programme fiir 11 cm IPG-Streifen.

pH Bereich 4-7 pH-Bereich 6-11

Schritt Volt  Voltstunde  Zeit (h:min) Volt  Voltstunde Zeit (h:min)

1 300 1 00:01 200 1 00:01

2 3500 2900 01:30 3500 2900 01:30

3 3500 12100 03:30 3500 9100 02:30

Summe 15001 05:01 12 001 04:01
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3.2.4.2 Auftrennung nach molekularer Masse

Die Auftrennung der Proteine in der zweiten Dimension erfolgte mittels SDS-PAGE. Dazu
wurden die IPG-Streifen aufgetaut und 15 min in Aquilibrierungslosung A (2,5 mL/IPG-
Streifen) und anschlieBend 15 min in Aquilibrierungslosung B (2,5 mL/IPG-Streifen) langsam
schittelnd inkubiert. Anschlielend wurden die IPG-Streifen auf SDS-Gele mit 0,5%-iger
Agarose fixiert. Die Auftrennung der Proteine aus 7 cm IPG-Streifen erfolgte durch Anlegen
von 0,015 A je Gel bis die Lauffront begann aus den Gelen zu laufen. Fir 11 cm IPG-Streifen
wurden groRe Gele (25 cm breit) genutzt und eine konstante Leistung von 1 W eingestellt bis

die gewunschte Auftrennung erreicht war.

3.2.5 Zweidimensionaler Western Blot

Fur die Durchfiihrung der zweidimensionalen (2D-) Western Blots wurden PVDF-Membranen
in der Groe der 2D-Gele (Minigel) genutzt. Diese wurden zunéchst aktiviert, indem sie fiir 15 s
in 100%-igem Methanol getrankt und danach 2 min mit ag. dest. gewaschen wurden.
AnschlieBend wurden sie in Transferpuffer aufbewahrt. In die Blot-Apparatur wurden die
PVDF-Membranen auf jeweils drei mit Transferpuffer durchtrankte Whatman-Papiere in der
Grole der PVDF-Membranen gelegt. Auf die PVDF-Membranen wurden die SDS-Gele gelegt
und auf diese wieder jeweils drei mit Transferpuffer durchtrankte Whatman-Papiere. Die
Ubertragung der Proteine erfolgte durch das zweistiindige Anlegen einer Stromstirke von
0,08 A je Western Blot.

Die Ubertragung der Proteine auf die PVDF-Membranen wurde durch Tintenfarbung tberprift.
Dazu wurden die PVDF-Membranen 10 min in Tintenfarbelésung schittelnd inkubiert und
anschlieBend eingescannt. Durch Waschen in TBS/T wurden die PVDF-Membranen wieder
entfarbt und danach 1 h schiittelnd in Blockpuffer inkubiert, um die freien Bindungsstellen zu
blockieren. Die Inkubation mit humanem Serum (1:10 000 in Blockpuffer) erfolgte tiber Nacht
bei 4 °C auf einem Schittler. Danach wurden die Membranen fiinf Mal flr jeweils 5 min mit
TBS/T gewaschen und 1 h mit einem Peroxidase-konjugiertem Sekundérantikdrper in
Blockpuffer inkubiert (Ziege anti-Human IgG (H+L), Dianova, 4 ng/mL). Anschlieend wurden
die PVDF-Membranen funf Mal fiir jeweils 5 min mit TBS/T gewaschen und 5 min mit Luminol
(SuperSignal West Femto Maximum, BD) inkubiert. Die Lumineszenz wurde mit dem Western

Blot Imager der Firma Intas aufgenommen (Aufnahmezeiten 1 min). Die Grauwerte der Bilder
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wurden anschliefend im Programm ImageQuant 5.2 (Amersham Biosciences) einheitlich
eingestellt, um die Signale der Western Blots, die mit dem gleichen Sekundarantikdrper
inkubiert wurden, vergleichen zu kénnen. Von jedem 2D-Western Blot wurden drei technische

Replikate erstellt.

3.2.6 Proteinfarbung mit Coomassie

Fur die Farbung von Proteinen in SDS-Gelen mit Coomassie wurden die Gele fur 30 min in
Coomassie Brilliant Blau G250 langsam schwenkend inkubiert. AnschlieBend wurde die
Hintergrundfarbung durch mehrmaliges Aufkochen in ag. dest. reduziert und die Gele

eingescannt.

3.2.7 Proteinfarbung mit Flamingo

Die Flamingofarbung wurde ausschlieBlich fir 2D-Gele angewendet. Dazu wurden diese
zundachst 1 h in Fixierlésung inkubiert, zwei Mal mit ag. dest. gewaschen und anschlieRend tber
Nacht in Flamingo-Féarbelésung langsam schwenkend inkubiert. Danach wurden die Gele
15 min mit 0,1 % Tween-20 in ag. dest. gewaschen, mit ag. dest. gespult und mit 532 nm
eingescannt (100 um, Typhoon Scanner, GE Healthcare). Zur Aufbewahrung wurden die Gele
mit etwas aqg. dest. in Folien eingeschweilt und bei 4 °C gelagert.

3.2.8 Ausschneiden von Proteinspots aus 2D-Gelen

Das Ausschneiden von Proteinspots aus Flamingo-gefarbten 2D-Gelen wurde maschinell am
EXquest Spot Cutter (BioRad) durchgefuhrt. Dazu wurde eine Hohlnadel mit einem
Durchmesser von 1,5 mm verwendet. Mit dem Programm PDQuest Advanced (BioRad) wurde
ein Bild des Gels aufgenommen und dieses in Delta2D 4.2 (Decodon) geladen. Die Proteinspots,
die ausgeschnitten werden sollten, wurden markiert und eine Liste der auszuschneidenden
Proteinspots erstellt. Diese Liste wurde in PDQuest advanced geladen und das Ausschneiden
gestartet. Die Gelstuicke wurden jeweils mit 100 pL HPLC-Wasser in eine Kavitét einer 96-Well
Mikrotiterplatte Uberfiihrt.
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3.2.9 Proteinidentifizierung mittels Massenspektrometrie

Die Identifizierung der Proteine mittels Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisation-time of
flight (MALDI-ToF) wurde zusammen mit der ZIK-FunGene Nachwuchsgruppe ,,Angewandte
Proteomics™ (Greifswald) durchgefuhrt [144]. Deswegen wird an dieser Stelle auf die
Durchfiihrung nur kurz eingegangen.

Der Verdau der ausgeschnittenen Gelstiicke (siehe 3.2.8) mit Trypsin und das Ubertragen der
Peptide auf den MALDI-Probentrdger wurden automatisch in der Ettan Spot Handling
Workstation (GE Healthcare) durchgefihrt [145]. Die MALDI-ToF Analyse wurde mittels
Proteome-Analyzer 4800 (AB Sciex) durchgefiihrt [146]. Die Datenbanksuche wurde mit dem
GPS Explorer 3.6 (AB Sciex) und der MASCOT Search Engine 2.2.04 durchgefiihrt. Dabei
wurden Carboxyamidomethylierung von Cystein und Oxidation von Methionin als variable
Modifikationen mit eingeschlossen. ldentifizierungen wurden nur mit einem MOWSE-
(molecular weight search) Wert > 47 eingeschlossen. Identifizierungen und Gelbilder wurden
in PROTECS hinterlegt [147].

3.2.10 Auswertung von Antikérperbindungen in 2D-Western Blots mit Delta2D

Das Programm Delta2D 4.2 (Decodon) wurde zum einen fiir die Zuordnung von 2D-Western
Blot Signalen zu den massenspektrometrisch identifizierten Proteinen aus 2D-Gelen genutzt.
Zum anderen wurde es dazu genutzt, Unterschiede in der Antikdrperbindung von mehreren 2D-
Western Blots zu erkennen. Flr Ersteres wurden die entsprechenden 2D-Gelbilder und 2D-
Western Blot- Bilder in Delta2D geladen. Das Gelbild wurde als Masterbild verwendet, auf das
dann das Western Blot-Bild uberlagert wurde. Fur den Vergleich von mehreren 2D-Western
Blots wurden die entsprechenden Bilder ebenfalls in Delta2D geladen und eins davon als
Masterbild definiert, so dass das andere Bild darauf Uberlagert werden konnte. Signale, die nur
im Masterbild vorhanden waren wurden blau dargestellt. Signale, die nur im darauf tiberlagerten
Bild vorhanden waren wurden orange dargestellt und Signale die in beiden Bildern vorkamen

wurden schwarz dargestellt.
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3.2.11 Gel-freie Proteomanalyse

Die Gel-freie Proteomanalyse wurde durch die ZIK-FunGene Nachwuchsgruppe ,,Angewandte
Proteomics® (Greifswald) durchgefiihrt [144]. Deswegen wird an dieser Stelle auf die
Durchfiihrung nur kurz eingegangen. Durch diese Methode konnten einzelne Proteine aus
S. aureus-Uberstanden, gewonnen bei Eisenlimitation und bei Zugang zu Eisen, relativ
zueinander quantifiziert werden. Fir jede Wachstumsbedingung wurden drei biologische
Replikate erstellt und untersucht.

Die extrazelluldren S. aureus-Proteine (siehe 3.2.1) wurden 16 h bei 37 °C mit Trypsin
(0,1 pg/pL) im Verhéltnis 1:25 inkubiert. Der Verdau wurde durch Zugabe von
Trifluoressigsaure (Endkonzentration 0,1 %) flir 5 min bei 37 °C gestoppt. Nach Zentrifugation
(10 min, 13 000 g) wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt und die Proteine
nach Herstellerangaben mit ZipTip (Merck Millipore) aufgereinigt. Die verdauten Peptide
wurden mittels Ultimate 3000 RSLC (Thermo Scientific) in einer 15 cm Sdule, gepackt mit
2 um C18 Partikeln, aufgetrennt und mittels Q Exactive Massenspektrometer (Thermo
Scientific) analysiert.

Die Massenspektrometrie-Signale der drei Peptide eines Proteins, die die grofite Intensitét
zeigten (Top 3), wurden fir die Quantifizierung des Proteins genutzt [148]. Die
Medianintensitat jedes quantifizierten Proteins der drei biologischen Replikate wurde ermittelt.

Fur die statistische Auswertung siehe 3.5.

3.2.12 ELISA

Enzyme linked immunosorbent Assays (ELISAS) wurden genutzt um Antikdrperbindungen aus
humanen Seren an S. aureus-Proteine und UV-getoteten S. aureus-Zellen (siehe 3.1.9) zu
untersuchen. Dazu wurden 96-Well Mikrotiterplatten genutzt, die die Antigene gut binden
konnen (MaxiSorp, Nunc). Fur die Beschichtung der Kavitdten mit S. aureus-Proteinen wurden
diese in Beschichtungspuffer auf eine Konzentration von 5 pg/mL eingestellt und 100 pL davon
je Kavitéat tGiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Sollten die Kavitaten mit S. aureus-Zellen beschichtet
werden, wurden diese zuvor in PBS auf ODsgs 1,0 eingestellt und 75 pL davon je Kavitat Gber
Nacht bei 4 °C inkubiert (GeneRay UV-Photometer). Alle folgenden Arbeitsschritte wurden bei
Raumtemperatur durchgefihrt. Die Kavitdten wurden drei Mal mit Waschpuffer (PBS/T
0,05 %) gewaschen und 1 h bei 100 rpm mit 150 pL Blockpuffer (10 % FCS in PBS) je Kavitét
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inkubiert. Danach wurde der Blockpuffer entfernt und die Kavitdten mit 50 pL in Blockpuffer
seriell verdinntem Serum (Tabelle 3.5 und Tabelle 3.6) 1 h bei 100 rpm inkubiert. Nachdem die
Kavitdten drei Mal mit Waschpuffer gewaschen wurden, wurden 50 puL vom Peroxidase-
konjugiertem Sekundarantikorper (verdinnt in Blockpuffer, Tabelle 3.5 und Tabelle 3.6) in die
Kavitaten gefullt und 1 h bei 100 rpm inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden 50 pL
Substrat (OptEIA, BD) in jede Kavitat gegeben und die Mikrotiterplatten 10 min im Dunkeln
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 uL 2 N H2SO4 je Kavitét abgestoppt. Die
Absorption wurde bei 450 nm am Infinite M200 Pro (Tecan) gemessen. Als interner Standard
wurde humanes Serum auf jeder Mikrotiterplatte mitgefuhrt. Flr jede Verdlnnungsstufe der

Seren wurden Dubletten angefertigt.

Fur die Messung von IgE gegen Spls wurde das oben beschriebene Protokoll wie folgt
angepasst: Alle Waschschritte wurden fiinf Mal durchgefiihrt. Die Seren wurden 1:5 verdinnt
eingesetzt. Als Sekundarantikorper wurde ein biotinylierter Maus anti-Human IgE Antikorper
(10 pg/mL, Invitrogen) eingesetzt. Die Antikdrperbindung wurde mittels Peroxidase-
konjugiertem Streptavidin (3 pg/mL, Dianova) detektiert. Aufgrund von Materialmangel
wurden nur Einzelwerte fur jedes Serum bestimmt. Bei der Auswertung der IgE-Bindung an

Spls wurde der 1,5-fache Leerwert von den gemessenen ODaso-Werten abgezogen.

Tabelle 3.5: Ubersicht zu den eingesetzten Sekundarantikérper-Konzentrationen und Serumverdiinnungen fiir mit
S. aureus-Zellen beschichtete ELISAS.

Peroxidase-konjugierter Konzentration Erste Verdiinnung Serum (Faktor
Sekundarantikorper Sekundarantikérper (ng/mL) fur serielle Verdiinnung)
Ziege anti-Human 1gG (Fc- 26,7 1:2 500 (1:5)

spezifisch), Dianova

Tabelle 3.6: Ubersicht zu den eingesetzten Sekundarantikérper-Konzentrationen und Serumverdiinnungen fiir mit

S. aureus-Proteinen beschichtete ELISAs.

Peroxidase-konjugierter Konzentration Erste Verdunnung Serum (Faktor
Sekundarantikdrper Sekundarantikdrper (ng/mL) flr serielle Verdiinnung)
Maus anti-Human IgG1, 100 1:50 (1:5)
Invitrogen
Maus anti-Human IgG4, 100 1:50 (1:5)
Invitrogen
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Die Auswertung der Antikorperbindung an S. aureus-Zellen und die IgG4-Bindung an SplC,
SpID und Hla bei AD und Psoriasis (siehe 4.3.1) wurde mittels GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software) fir nicht-lineare Standardkurven durchgefihrt. Es wurden die Mittelwerte der
Dubletten (ODa4so) gebildet und davon die arbitrary units (AU) im Vergleich zum mitgefiihrten
Standardserum erstellt.

Die Auswertung aller anderen IgG1- und 1gG4-Antikorperbindungen an S. aureus-Proteine im
ELISA und Berechnung der Titer wurde mit Hilfe von Dr. rer. nat. Stephan (ZIK-FunGene
Nachwuchsgruppe ,,Angewandte Proteomics®, Greifswald) durchgefiihrt. Hierbei wurde aus
den Mittelwerten der Dubletten (ODaso) eine hyperbolische Standardkurve erstellt. Die
Halbmaximale OD4so wurde mit der Verdinnung an diesem Punkt multipliziert. Dieser Wert
wurde als Titer in AU angegeben. Diese Berechnungen wurden mit dem Programm R statistical
language 3.0.1 durchgefiihrt [149]. Fur Seren, deren spezifischer Antikorper-Gehalt zu gering
war, um eine hyperbolische Standardkurve zu erstellen, wurde der niedrigste AU-Wert aller

Seren fur das Antigen angenommen.

3.2.13 Simple Western Assay

Der auf Glaskapillaren basierende automatisierte 1D-Western Blot (Simple Western Assay) der
Firma ProteinSimple diente in dieser Arbeit zur Quantifizierung von S. aureus-spezifischen
humanen Serumantikdrpern. In diesem Assay werden die Auftrennung der Proteine nach ihrer
molekularen Masse, alle Inkubationsschritte und die Signaldetektion automatisch durchgefihrt.
Dazu werden die Proben und Lésungen in einer Mikrotiterplatte vorgelegt und vom Gerét
(Simon bzw. Peggy, ProteinSimple) an entsprechender Stelle in die Glaskapillaren
aufgenommen. Als Antigene dienten extrazelluldre S. aureus-Proteine (siehe 3.2.1). Die
Antikdrperbindung an die Proteine wurde mittels Peroxidase-konjugiertem Sekundarantikdrper
durch Umsetzung des Substrats Luminol sichtbar gemacht.

Die Durchfiihrung der Simple Western Assays orientierte sich an den vom Hersteller gemachten
Angaben. Die folgenden Schritte wurden angepasst. Die zu untersuchenden Seren und die
Sekundérantikdérper wurden im Blocking reagent fir ELISA (Roche) verdinnt (Tabelle 3.7).
Fur die Herstellung des Fluoreszenzstandards wurde der mitgelieferte 10x Probenpuffer in
ag. bidest. 1:10 verdinnt. Der Fluoreszenzstandard wurde in 20 pL 1x Probenpuffer

aufgenommen. Die extrazelluldren S. aureus-Proteine wurden mit einer Konzentration von
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1 pug/pL angesetzt. Die Einstellungen des Assay-Protokolls sind in Tabelle 3.8 dargestellt.

Dieses unterschied sich, je nach genutztem Gerét fur die Durchfuhrung der Simple Western

Assays, in einem Punkt.

Tabelle 3.7: Ubersicht zu den eingesetzten Sekundérantikérper-Konzentrationen und Serumverdinnungen fiir

Simple Western Assays.

Peroxidase-

Konzentration Sekundarantikorper

Verdiinnung

Aufnahmezeit

konjugierter (ug/mL) Serum/Plasma (sek)
Sekundarantikdrper
Ziege anti-Human 1gG 0,16 1:500 (Serum) 10
(Fc-spezifisch), Dianova
Maus anti-Human IgG4, 10 1:100 (Serum) 10
Invitrogen
Maus anti-Human 1gG4, 10 1:50 (Plasma) 30
Invitrogen

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Compass 2.6.6 (ProteinSimple). Dazu wurden die

Flachen unter den Kurven (AUC) der erhaltenen Signale eines Serums zusammenaddiert

(Gesamtsignal). Je Serum wurde mindestens ein Replikat erstellt und der Mittelwert der

Gesamtsignale aus diesen gebildet. Wichen die Gesamtsignale der Replikate um mehr als 30 %

voneinander ab, wurde ein weiteres Replikat angefertigt und die beiden am nachsten liegenden

Replikate fur die Bildung des Mittelwerts genutzt.

Tabelle 3.8: Einstellungen der Simple Western Assay-Protokolle in Simon- und Peggy-Systemen.

Aktion

Einstellung in Simon

Einstellung in Peggy

Aufziehen Trennmatrix
Aufziehen Sammelmatrix
Aufziehen Proteine

Zeit fir Proteinauftrennung
Spannung bei Proteinauftrennung
Belichtungszeit Standards
Immobilisierungszeit

Entfernung der Matrizes

Inkubationszeit Blocken
Inkubationszeit Seren

Inkubationszeit
Sekundarantikdrper
Inkubationszeit Waschschritte

100 sek

8 sek

6 sek

40 min

250 V

3sek

200 sek

140 sek

(anschlieRend 3% Waschen)
15 min

120 min

(anschlieRend 2x Waschen)
60 min

(anschlieRend 2x Waschen)
150 sek

100 sek

8 sek

6 sek

40 min

250 V

5 sek

200 sek

140 sek

(anschlieend 3% Waschen)
15 min

120 min

(anschlieend 2x Waschen)
60 min

(anschlieRend 2x Waschen)
150 sek

58



Methoden

3.2.14 Flexmap3D Assay

Eine weitere Methode Antikdrperbindungen aus humanen Seren an rekombinante S. aureus-
Proteine zu quantifizieren ist der Flexmap3D Assay. Hier werden die Proteine an beads
gekoppelt und die Antikoérperbindungen durch einen fluoreszierenden PE- (Phycoerythrin-)
konjugierten Sekundéarantikorper detektiert. Dabei werden unterschiedliche Proteine an beads
einer jeweils anderen bead-Population gekoppelt, die sich durch ihre Fluoreszenz voneinander
unterscheiden. Somit ist ein Multiplex-Ansatz mdglich. Der Flexmap3D Assay wurde
zusammen mit der ZIK-FunGene Nachwuchsgruppe ,,Angewandte Proteomics® (Greifswald)
durchgefuhrt. Deswegen wird an dieser Stelle auf die Durchfuhrung nur kurz eingegangen. Es
wurden 64 rekombinante S. aureus-Proteine eingesetzt (von zwei S. aureus-Proteinen jeweils
der N-terminale und der C-terminale Teil, siehe Anhang Tabelle 8.5).

Die Kopplung der Proteine an die beads erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die beads
wurden zuerst aktiviert, dann mit den jeweiligen Proteinen inkubiert und anschiel}end
gewaschen. Die freien Bindungsstellen der beads wurden tber Nacht in Blockpuffer (1 % BSA)
gesattigt. Die mit verschiedenen S. aureus-Proteinen gekoppelten beads wurden gemischt. Die
bead-Mischung wurde in die Kavitaten einer 96-Well Mikrotiterplatte vorgelegt, so dass spater
mindestens 35 beads je Protein gemessen werden konnten. Es wurden 50 pL Serum in jede
Kavitat gegeben und Gber Nacht bei 4 °C und 900 rpm inkubiert. Dabei wurden von jedem
Serum sieben Verdinnungsstufen genutzt (1:50, 1:500, 1:1 000, 1:10 000, 1:50 000, 1: 100 000,
1:200 000). Nach einem Waschschritt mit Waschpuffer wurden 50 puL des PE-konjugierten
Sekundarantikorpers (R-Phycoerythrin Ziege anti-Human I1gG, 5 pg/mL, Dianova) in die
Kavitdten gegeben und dieser 1 h bei Raumtemperatur und 900 rpm inkubiert. AnschlieRend
wurde ein weiterer Waschschritt durchgefiihrt, die beads in sheath fluid aufgenommen und am
Flexmap3D mit dem Programm XPONENT 4.1 gemessen.

Die Auswertung des Flexmap3D Assays wurde durch Dr. rer. nat. Stephan Michalik (ZIK-
FunGene Nachwuchsgruppe ,,Angewandte Proteomics, Greifswald) durchgefiihrt. Hierbei
wurde aus den mittleren Fluoreszenzintensitdten (MFI) der Serumverdiinnungen eine
hyperbolische Standardkurve erstellt. Die Halbmaximale MFI wurde mit der Serumverdinnung
an diesem Punkt multipliziert. Dieser Wert (Titer) wurde als AU angegeben. Die Berechnungen

wurden mit dem Programm R statistical language 3.0.1 durchgefiihrt [149].
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Fur die statistische Auswertung mittels partial least squares analysis (PLS) und principal
component analysis (PCA) mit dem Programm Genedata Analyst Software Package 7.6.6
(GeneData) siehe 3.5.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Nachweis und Amplifikation von S. aureus-Genen mittels PCR

3.3.1.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA nach ihrer Grélie erfolgte in 1,5%-igen Agarosegelen durch Anlegen
einer Spannung. Die negativ-geladene DNA bewegt sich zum Pluspol, dabei bewegen sich
kleinere DNA-Molekile schneller durch die Poren des Agarosegels als grofiere DNA-Molekiile.
Es wurden 10 pL der DNA-haltigen Probe mit 2 pL 6x Ladepuffer versetzt und damit eine
Tasche des Agarosegels beladen. Wurden PCR-Produkte aufgetragen, deren Puffer bereits
Ladepuffer enthielt (z. B. 5x Green GoTaq Flexi Puffer, Promega) wurde kein Ladepuffer
zugesetzt, sondern nur 10 pL des PCR-Produkts in die Tasche geladen. Im Agarosegel und
Laufpuffer befand sich RedSafe (iNtRON), ein interkalierender, fluoreszierender Farbstoff. Zur
Auftrennung der DNA-Molekile wurden 200 V angelegt. Nach Erreichen der gewinschten
Auftrennung wurden die Agarosegele unter UV-Licht fotografiert. Zur Bestimmung der DNA-

MolekiilgroRen wurde ein GroRenstandard mitgefihrt.

3.3.1.2 Nachweis des ProteinA-Gens und des Erythromycin-resistenz-Gens

Beim Erstellen eines proteinA-negativen S. aureus-Stamms wurde in dieser Arbeit das
ProteinA-Gen (spa) durch Transduktion mit einem Erythromycin-resistenz-Gen (eryR)
ausgetauscht.

Der Nachweis beider Gene erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und
anschlielender Auftrennung der PCR-Produkte in einem 1,5%-igem Agarose-Gel. Die
Zusammensetzung der PCR-Ansétze sowie das PCR-Programm sind in Tabelle 3.9 und Tabelle
3.10 dargestellt. In 98 pL PCR-Ansatz wurden 2 puL genomische DNA (10 ng/pL) gegeben.

Positiv-, Negativ- sowie eine Mastermixkontrolle wurden mitgefihrt.
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Tabelle 3.9: Zusammensetzung der PCR-Ansétze fur den Nachweis der spa- und eryR-Gene.

Komponente spa-PCR (uL) eryR-PCR (uL)
PCR-Wasser 47,5 47,5
5% Green GoTaq Flexi Puffer 20 20
dNTPs 20 20
MgCl: 6 6
5' Primer 2 2
3" Primer 2 2
GoTaq Polymerase 0,5 0,5
Summe 98 uL + 2 uL DNA 98 uL + 2 uL DNA

Tabelle 3.10: PCR-Programme fiir den Nachweis der spa- und eryR-Gene.

spa-PCR
Schritt Zeit (min:sek)  Temperatur (°C)
1 05:00 94
2 00:45 94
3 00:45 60
4 01:30 72
(30 Zyklen zu Schritt 2)
5 10:00 72
Pause o 4

eryR-PCR
Zeit (min:sek)  Temperatur (°C)
05:00 94
00:45 94
00:45 48
01:30 72
10:00 72
o0 4

3.3.1.3 Amplifikation von Genen mittels PCR

Fur die Amplifikation von Genen wurde eine Praparative-PCR mit einer DNA-Polymerase

durchgefuhrt, die eine Korrektur-Lesefunktion besa (HIFI Polymerase Phusion F-530S,

Finnzymes). Dadurch sollten Punktmutationen, die wahrend der DNA-Synthese am

Matrizenstrang entstehen kdnnen, weitgehend verhindert werden.

Nach der PCR erfolgte die Auftrennung der PCR-Produkte in einem 1,5%-igen Agarose-Gel.

Die Zusammensetzung der PCR-Ansétze sowie das PCR-Programm sind in Tabelle 3.11 und
Tabelle 3.12 dargestellt. In 95 pL PCR-Ansatz wurden 5 pL genomische DNA (10 ng/uL)

gegeben. Eine Positiv- und Mastermixkontrolle wurden mitgefiihrt.
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Tabelle 3.11: Zusammensetzung der praparativen PCR.

Komponente Préaparative-PCR (uL)
PCR-Wasser 62
5% Phusion HF Puffer 20
dNTPs 2
5' Primer 5
3" Primer 5
HIFI Polymerase Phusion 1

Summe

95 uL + 5 L DNA

Tabelle 3.12: PCR-Programm der préparativen PCR.

Préaparative-PCR

Schritt Zeit (min:sek) Temperatur (°C)
1 10:00 98
2 00:30 98
3 00:30 58,2
4 01:00 72
(30 Zyklen zu Schritt 2)
5 05:00 72
Pause 00 4

3.3.1.4 Kolonie-PCR

Der Nachweis von Genen direkt aus einer Bakterienkolonie wurde mittels Kolonie-PCR

durchgefiihrt.

Eine Bakterienkolonie wurde in 4,5 pL PCR-Wasser aufgenommen und in den PCR-Ansatz

gegeben. Nach der PCR erfolgte die Auftrennung der PCR-Produkte in einem 1,5%-igen

Agarose-Gel. Die Zusammensetzung der PCR-Ansédtze sowie das PCR-Programm sind in

Tabelle 3.13 und Tabelle 3.14 dargestellt. Positiv-, Negativ- und Mastermixkontrollen wurden

mitgeflhrt.

Tabelle 3.13: Zusammensetzung der Kolonie-PCR.

Komponente Kolonie-PCR (uL)
PCR-Wasser 5,3
5% Green GoTaq Flexi Puffer 5
dNTPs 2,5
MgCl: 5
5' Primer 1
3" Primer 1
GoTaq Polymerase 0,7
Summe 24 pL + 4,5 pL Kolonie
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Tabelle 3.14: PCR-Programm der Kolonie-PCR.

Kolonie-PCR
Schritt Zeit (min:sek) Temperatur (°C)
1 05:00 95
2 00:30 95
3 00:30 50
4 01:00 72
(25 Zyklen zu Schritt 2)
5 05:00 72
Pause o0 4

3.3.1.5 Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung der PCR-Produkte wurde nach Herstellerangaben mittels QlAquick PCR
Purification Kit (Qiagen) durchgefihrt. Die DNA wurde mit 50 pL PCR-Wasser eluiert (1 min,
16 000 Q).

3.3.2 Erstellung eines protein A-negativen S. aureus (USA300Aspa)

Fur die Untersuchung der humanen Antikérperbindung an S. aureus-Proteine kénnen S. aureus-
Zellen und extrazelluldre S. aureus-Proteine eingesetzt werden (Préparationen siehe 3.1.9 und
3.2.1). Dabei ist es notwendig, dass der verwendete S. aureus-Stamm kein Protein A exprimiert,
da dieses z. B. humanes IgG unspezifisch binden wirde und somit die Messung der IgG-
Bindung an S. aureus-Proteine verfalschen wirde. In dieser Arbeit sollte die 1IgG-Bindung von
verschiedenen humanen Seren an S. aureus-Proteine untersucht werden. Dafur sollte der
S. aureus-Stamm USA300 verwendet werden, von dem keine protein A-negative Mutante
vorhanden war. Deshalb wurde flr diese Arbeit ein protein A-negativer USA300-Stamm
(USA300Aspa) erstellt. Dies erfolgte mittels Transduktion. Ein Phage (¢11) wurde in einem
S. aureus-Donorstamm (SA113Aspa), bei dem das ProteinA-Gen (spa) durch ein
Erythromycin-resistzenz-Gen (eryR) ausgetauscht war, vermehrt. Die daraus resultierenden
Phagen wurden anschlielend fir die Infektion des S. aureus-Akzeptorstamms (USA300)
genutzt. Haben die Phagen das EryR-Gen Ubertragen und wurde es durch homologe
Rekombination in das Genom eingebaut, konnten die erfolgreich transduzierten USA300-

Bakterien durch Zugabe von Erythromycin in das Medium selektioniert werden.
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Fiir die Vermehrung des Phagen ¢11 im Donorstamm wurde eine 10 mL LB-Ubernachtkultur
(20 pg/mL Erythromycin) SA113Aspa angefertigt (vgl. 3.1.3). Daraus wurde eine frische Kultur
10 mL LB (20 pg/mL Erythromycin, 10 mM MgSO4 und CaClz) auf ODsgs 0,05 angeimpft und
bis zum Erreichen der ODsgs 0,2 bei 37 °C und 200 rpm (zirkuldr) inkubiert (GeneRay UV-
Photometer). AnschlieRend wurden in 500 pL der Kultur die Phagen @11 zugegeben. Die
Kulturen wurden bei 37 °C und 200 rpm (zirkul&r) weiter inkubiert, bis alle SA113Aspa-Zellen
in der Phagen-haltigen Kultur lysiert waren. Die Kultur wurde 10 min mit 3 300 g zentrifugiert
und der Phagen-haltige Uberstand filtriert (0,22 um). Der Phagenstock wurde bei 4 °C gelagert.
Eine 10 mL LB-Ubernachtkultur des Akzeptorstamms USA300 wurde fiir die Transduktion
erstellt. Diese wurde 10 min mit 3300 g zentrifugiert und das Bakterienpellet in 0,5 mL LB-
Medium resuspendiert. Davon wurden 100 pL Aliquots abgefllt, die 2 min bei 55 °C inkubiert
wurden, um die Aufnahme fremder DNA zu verbessern. Zu den Aliquots wurden dann 0,2 mL
LB-Medium (10 mM CaCl) und 10 pL Phagenstock gegeben. Die Bakterien wurden 25 min
bei 37 °C ohne schiitteln inkubiert. AnschlieRend wurden 0,5 mL eiskaltes 0,02 M Natriumcitrat
(in aqg. dest.) dazugegeben, das die Bindung der Phagen an die Bakterienzellen und somit
Sekundarinfektionen verhindern sollte. Die Aliquots wurden zentrifugiert (10 min, 4 °C,
9600 g), die Pellets in 0,5 mL eiskaltem 0,02 M Natriumcitrat resuspendiert und 3 h auf Eis
inkubiert. Es wurden je 100 pL der Aliquots auf LB-Agarplatten (1 000 pg/mL Erythromycin,
2 mM Natriumcitrat) ausgestrichen und 3 Tage bei 37 °C inkubiert. Bei erfolgreicher
Transduktion sind S. aureus USA300Aspa Kolonien gewachsen die noch zwei Mal auf neue
LB-Agarplatten (1 000 pg/mL Erythromycin, 2 mM Natriumcitrat) ausgestrichen wurden, um
verbliebende Phagen zu eliminieren. Die Transduktion wurde mittels spa- und eryR-PCR
Uberprift (siehe 3.3.1.2 und Anhang Abb. 8.1). Es wurde ein Glycerolstock des S. aureus
USA300Aspa angefertigt (siehe 3.1.5).

3.3.3 Herstellung rekombinanter S. aureus-Proteine

3.3.3.1 Plasmidisolation

Fir die Plasmidisolation wurde das High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) genutzt. Aus einer
3 mL Flussigkultur wurden die Bakterienzellen gewonnen, indem sie 1 min mit 13000 ¢

zentrifugiert und der Uberstand verworfen wurde. Die Pellets wurden in 250 pL
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Suspensionspuffer mit RNAse resuspendiert. Dazu wurden 250 pL Lysepuffer gegeben und die
Zellen 5 min inkubiert. Nachdem 350 pL Bindungspuffer dazugegeben wurden, wurden die
Suspensionen 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 16 000 g wurden die
Uberstande auf die mitgelieferten Saulen gegeben, 1 min bei 16 000 g zentrifugiert und der
Durchlauf verworfen. Die Sdulen wurden mit 700 pL Waschpuffer Il gewaschen (1 min,
16 000 g) und anschlieRend noch einmal trocken zentrifugiert. Mit 100 pL PCR-Wasser wurden
die Plasmide eluiert (1 min, 16 000 g) und bei -20 °C gelagert.

3.3.3.2 Uberexpression rekombinanter Proteine in E. coli

Die Expression rekombinanter S. aureus-Proteine in Escherichia (E.) coli erfolgte mittels
Ligation des gewinschten Gens in die multiple Klonierungsschnittstelle des Plasmids (pPR-
IBAL, IBA) und der Transformation in den E. coli-Stamm BL21. Das Plasmid codierte fiir eine
Ampicilin-Resistenz. Das rekombinante Protein besal} einen C-terminalen Strep-Tag und
konnte dadurch mittels Strep-Tactin-S&ule aufgereinigt werden.

Zunachst wurde das Gen des zu Uberexprimierenden Proteins amplifiziert. Dazu wurden 5' und
3' Primer mit dem Programm Primer D Signer 1.1 (IBA) erstellt (hergestellt von Invitrogen).
Diese enthielten zu den Enden des Gens homologe Bereiche und die Erkennungsschnittstelle
des spater verwendeten Restriktionsenzyms Bsal. Mittels PCR wurde das Gen amplifiziert
(siehe 3.3.1.3). Als Vorlage diente die genomische DNA des S. aureus-Stamms USA300. Das
PCR-Produkt wurde anschlie3end aufgereinigt (siehe 3.3.1.5).

Fur die Vorbereitung der Ligation von aufgereinigtem PCR-Produkt und Plasmid pPR-IBA1
(IBA) mussten beide zuvor mit Bsal verdaut werden. Dazu wurden 43 pL des PCR-Produkts,
5 uL NEBuffer 3 und 2 pL Bsal 3 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die Temperatur
fiir 20 min auf 65 °C erh6ht, um Bsal zu inaktivieren. Beim Plasmid wurde analog vorgegangen.
20 pL Plasmid wurden mit 5 pL NEBuffer 3 und 2 pL Bsal bei den entsprechenden
Temperaturen verdaut. Zusétzlich wurde die Relegierung des Plasmids verhindert, indem es
dephosphoryliert wurde. Dazu wurden 50 pL des geschnittenen Plasmids mit 6,11 uL Puffer
FastAP und 5 pL SAP Phosphatase 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Inaktivierung der
Phosphatase erfolgte fiir 15 min bei 65 °C. Das geschnittene und dephosphorylierte Plasmid
wurde anschlieBend aufgereinigt (siehe 3.3.1.5). Die Ligation wurde mit dem Fast Link DNA
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Ligation Kit (Epicentre Biotechnologies) durchgefiinrt. Das molare Verhdltnis PCR-
Produkt:Plasmid betrug 2:1. Der Ligationsansatz wurde bis zur Transformation in E. coli DH5a

(Invitrogen) auf Eis gelagert.

Die Amplifikation der Plasmide erfolgte in E. coli DH5a. Fir die Transformation wurde ein
Aliquot kompetenter E. coli DH5a auf Eis aufgetaut und anschlieBend 1 pL des
Ligationsansatzes dazugegeben. Die Zellen wurden 30 min auf Eis inkubiert und anschlieRend
genau 30 s in einem 42 °C warmen Wasserbad inkubiert, danach 3 min auf Eis gelagert und mit
250 pL SOC-Medium aufgefillt. Anschlieend wurden die Zellen 1 h bei 37 °C und 225 rpm
(zirkuldr) inkubiert. Es wurden 20 und 200 pL der Zellen auf LB-Agar-Platten (100 pg/mL
Ampicilin) ausplattiert und ber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Die Plasmide der gewachsenen Kolonien wurden auf Punktmutationen untersucht. Dazu wurden
3mL LB-Kulturen (100 pg/mL Ampicilin) tUber Nacht bei 37 °C und 225 rpm (zirkulér)
inkubiert und anschlielend die Plasmide isoliert (siehe 3.3.3.1).

Bevor die Plasmide zur Sequenzierung gesendet wurden, wurde durch Restriktionsverdau
untersucht, ob die isolierten Plasmide das ligierte Insert besalen. Dazu wurden 17 pL Plasmid
mit 2 pL Tango Puffer, 0,5 pL Hindlll und 0,5 pL Xbal 1,5 h bei 37 °C inkubiert und in einem
1,5%-igen Agarosegel aufgetrennt (siehe 3.3.1.1). Besal das Plasmid ein Insert war eine zweite
DNA-Bande zu sehen.

Die Untersuchung auf Punktmutationen erfolgte durch die Sequenzierung der Firma Invitrogen

mit den zuvor erstellten 5' und 3' Primern.

Plasmide ohne Punktmutationen wurden fur die Transformation in E. coli BL21 verwendet. Dies
wurde analog zur Transformation in E. coli DH5a durchgefihrt, allerdings wurden LB-Agar-
Platten mit Ampicilin (100 pg/mL) und Chloramphenicol (20 pg/mL) verwendet. Es wurden
Glycerolstocks angelegt (vgl. 3.1.5).

Fir die Uberexpression der rekombinanten Proteine wurde eine 40 mL Ubernachtkultur von
E. coli BL21 mit LB-Medium (100 pg/mL Ampicilin, 20 pg/mL Chloramphenicol) angeimpft
und daraus am néchsten Tag eine 600 mL Hauptkultur (100 pg/mL Ampicilin, 20 pg/mL
Chloramphenicol) auf ODsgs 0,05 angeimpft (vgl. 3.1.3). Die Induktion der Expression erfolgte
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bei ODsgs 0,5 durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1 mM). Nach weiteren 3 h Inkubation
wurde eine 1 mL Probe entnommen und der Rest der Hauptkultur zentrifugiert (10 min, 4 °C,
15000 g), die Pellets in je 5 mL Puffer W resuspendiert und bei -20 °C gelagert. Die Probe
wurde zur Uberpriifung der Uberexpression mit E. coli-Aufschlusspuffer in einem SDS-Gel

aufgetrennt (vgl. 3.2.3).

Fur die Aufreinigung der rekombinanten Proteine mussten die E. coli BL21 Zellen zunachst
mittels Ultraschall lysiert werden (6% 3 min hochste Stufe, dazwischen 30 s Pause). Das Lysat
wurde auf 50 mL mit Puffer W aufgefullt und der Zelldebris 20 min bei 4 °C und 15 000 g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde filtriert (20 um).

Auf die vorbereitete Strep-Tactin-Saule wurden 10 mL des Uberstands gegeben, der Durchlauf
gesammelt und auf Eis gelagert. Anschliefend wurde die Sdule mit 15 mL Puffer W gewaschen
und 2 mL Waschfraktionen auf Eis gelagert. Durch Zugabe von 10 mL Puffer E (beinhaltete
Desthiobiotin) wurde das rekombinante Protein eluiert und in 2 mL Eluationsfraktionen
aufgefangen. Zuletzt wurde die Strep-Tactin-Sdule mit 30 mL Puffer R regeneriert, mit
Puffer W aquilibriert und bei 4 °C gelagert. Durch Mischen von 10 pL Elutionsfraktion mit 40
ML Rotiquant wurden die proteinhaltigen Fraktionen identifiziert und diese im SDS-Gel
aufgetrennt (siehe 3.2.3). Die Elutionsfraktionen, die das rekombinante Protein enthielten,
wurden vereint und gegen Y2 PBS dialysiert (Porengréfle 6000 Da bis 8000 Da). Die

Proteinkonzentration wurde mit dem Nanodrop gemessen und die Proteine bei -80 °C gelagert.

3.3.3.3 Uberexpression rekombinanter Proteine in B. subtilis

Die Uberexpression rekombinanter S. aureus-Proteine in Bacillus (B.) subtilis erfolgte durch
sequence and ligation independent cloning (SLIC). Diese Methode beruht auf der 3'-5'-
Exonukleaseaktivitdt der T4-DNA-Polymerase. Die zu legierende DNA wird an ihren Enden
mit zum geschnittenen Plasmid homologen DNA-Sequenzen ausgestattet. Die T4-Polymerase
dient nun dazu die Enden der DNA und des geschnittenen Vektors enzymatisch zu
Einzelstrdngen abzubauen. Durch die so entstandenen tberlappenden und homologen DNA-
Sequenzen kann die DNA in den geschnittenen Vektor eingebracht werden. Bei der
Uberexpression in B. subtilis 6051HGW LS8P-D wurden die Tag-freien Proteine in das Medium

sezerniert. Sie wurden mittels Akta und Filtersystemen isoliert.

67



Methoden

Zunéchst wurde das Gen des zu Uberexprimierenden Proteins amplifiziert. Dazu wurden 5' und
3' Primer mit jeweils 30 und 33 zu den Enden des geschnittenen Plasmids homologen Basen
erstellt (hergestellt von Invitrogen). Die Primer enthielten auch Basen die homolog zum zu
klonierenden Gen waren. Mittels PCR wurde das Gen amplifiziert. Als Vorlage diente die
genomische DNA des S. aureus-Stamms USA300 (20 ng/pL). Die verwendete annealing-
Temperatur (Schritt 3) betrug 57 °C (vgl. 3.3.1.3). Das PCR-Produkt wurde aufgereinigt (siehe
3.3.1.5).

Das verwendete Plasmid (pJK267) wurde mit den Restriktionsenzymen Spel und Ndel
geschnitten. Dazu wurden jeweils 1 puL der Restriktionsenzyme mit 5 uL 10x Cut Smart Puffer,
1 pg Plasmid mit PCR-Wasser auf 50 pL aufgefillt und 20 min bei 37 °C inkubiert. Danach
wurde die Temperatur fir 15 min auf 80 °C erhéht, um die Enzyme zu inaktivieren.

Fur den Verdau wurden 3,8 pL des geschnittenen Plasmids mit 4 pL aufgereinigtem PCR-
Produkt, 1 pL NEB Puffer 2, 1 uL 10x BSA und 0,17 pL T4 DNA Polymerase inkubiert (40 min
bei 21 °C, 15 min bei 75 °C und 30 min bei 37 °C). AnschlieBend wurde der Verdau-Ansatz bis

zur Transformation auf Eis gelagert.

Die Ligation der verdauten Plasmide und PCR-Produkte und die Amplifikation der Plasmide
erfolgten in elektrokompetente E. coli DH10B. Dazu wurden 5 pL des Verdau-Ansatzes zu
40 pL E. coli gegeben und 10 min auf Eis inkubiert. Dann wurde der Ansatz in eine vorgekiihlte
Elektroporationskiivette tberfiihrt und die Elektroporation 5 ms bei 2,5 kV durchgefiihrt. Die
Bakterien wurden in 1 mL Kompetenz-Medium tberfuhrt und 70 min bei 37 °C und 250 rpm
(zirkular) inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 1 min mit 16 000 g wurde der Uberstand dekantiert
und die Bakterien im verbleibenden Medium resuspendiert. Danach wurden sie auf LB-
Agarplatten (30 pg/mL Kanamycin) ausplattiert und tUber Nacht bei 37 °C inkubiert. Das

Plasmid codierte ein Kanamycinresistenz-Gen.

Die Plasmide der gewachsenen Kolonien wurden auf Punktmutationen untersucht. Dazu wurde

zuerst eine Kolonie-PCR mit den zur Amplifikation des ligierten Gens benutzten Primern

durchgefihrt, um zu untersuchen welche Kolonie ein Plasmid mit Insert trug (siehe 3.3.1.4).
Aus Kolonien die ein Insert im Plasmid trugen wurden die Plasmide aus einer 3 mL LB-

Kultur (20 pg/mL Kanamycin) isoliert und Glycerolstocks angelegt (siehe 3.3.3.1 und 3.1.5).
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Die Untersuchung auf Punktmutationen erfolgte durch die Sequenzierung der Firma
Invitrogen mit den Primern pMSE3 5' und pMSE3 3'.

Plasmide die keine Punktmutationen in den Inserts enthielten wurden fiir die Transformation in
elektrokompetente B. subtilis 6051HGW LS8P-D verwendet. Es wurden 10 pL des Plasmids
mit 70 pL B. subtilis in eine vorgekihlte Elektroporationskivette (berfiihrt und die
Elektroporation 5 ms bei 2,1 kV durchgefuhrt. Die Bakterien wurden in 1 mL Kompetenz-
Medium dberfihrt und 3 h bei 37 °C und 250 rpm (zirkuldr) inkubiert. AnschlieBend wurden
die Bakterien auf LB-Agarplatten (10 pg/mL Kanamyecin) ausgestrichen und Gber Nacht bei
37 °C inkubiert. Es wurden Glycerolstocks angelegt (vgl. 3.1.5).

Fur die Uberexpression der rekombinanten Proteine wurde eine 40 mL Ubernachtkultur von
B. subtilis 6051HGW LS8P-D mit LB-Medium (10 pug/mL Kanamycin) angeimpft und daraus
am néchsten Tag eine 600 mL Hauptkultur (10 pg/mL Kanamycin, 0,5 % Acetoin) auf
ODsgs 0,05 angeimpft (vgl. 3.1.3). Die Uberexpression der rekombinanten Proteine wurde durch
Acetoin induziert. Die Hauptkultur wurde 24 h bei 37 °C und 100 rpm (linear) inkubiert. Dann
wurde sie zentrifugiert (10 min, 4 °C, 15 300 g) und der Uberstand filtriert (0,22 pum).

Fur die Isolation der rekombinanten Proteine aus dem Uberstand wurde dieser zunachst mittels
Tangentialflussfiltration (TFF) eingeengt. Es wurde das Minimate TFF Capsule System mit
einem cut off von 10 kDa (Pall) nach Herstellerangaben verwendet. Dabei wurde der Uberstand
von 1 200 mL auf 60 mL eingeengt und in Puffer A (20 mM Tris, pH 7,5) umgepuffert.

Neben den gewiinschten rekombinanten Proteinen enthielt der umgepufferte Uberstand auch
B. subtilis Proteine. Deshalb waren weitere Aufreinigungsschritte notwendig. Zuerst wurde der
Uberstand mittels Akta Avant 150 (GE Healthcare) und der Verwendung einer
Kationenaustausch-Saule (5 mL Sdulenvolumen (cv)) aufgereinigt. Die Sdule wurde
entsprechend der Herstellerangaben mit Puffer A und Puffer B aquilibriert. Der Uberstand
wurde 1:5 in Puffer A verdunnt und auf die Sdule gegeben. Fur die Elution wurde mit 15 cv
Puffer B ein linearer Gradient aufgebaut, bis der Endanteil von Puffer B 50 % betrug. Dabei
wurden 4 mL Fraktionen aufgefangen. Mittels Chromatogramm wurden die proteinhaltigen
Fraktionen identifiziert und diese im SDS-Gel auf das Vorhandensein der rekombinanten
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Proteine untersucht (siehe 3.2.3). Fraktionen die die rekombinanten Proteine enthielten wurden
vereint.

Um weitere B. subtilis-Proteine zu entfernen wurden die vereinten Fraktionen als N&chstes
durch eine 30 kDa Membran fur 15 min bei 4 °C und 4 000 g filtriert (rekombinante Proteine
waren < 30 kDa), um noch verbliebene groRere B. subtilis-Proteine zu entfernen. AnschlieRend
wurden sie mit einer 10 kDa Membran aufkonzentriert (rekombinante Proteine waren > 10 kDa).
Dabei wurden sie auch umgepuffert, indem die Filter nach der Zentrifugation (7 min bei 4 °C
und 4 000 g) mit PBS aufgefullt wurden und nochmals zentrifugiert wurden. Dies wurde drei
Mal durchgefuihrt. Die Konzentration der aufgereinigten und aufkonzentrierten Proteine wurde
am Nanodrop gemessen und diese bei -80 °C gelagert.

3.3.4 LPS-Depletion und -Bestimmung

Bei der Herstellung rekombinanter Proteine mit E. coli befindet sich Lipopolysaccharid (LPS)
in den Proteinpraparationen. LPS kann in der Zellkultur Einfluss auf die Stimulation von Zellen
nehmen und muss daher vor dem Einsatz der rekombinanten Proteine in Zellkulturen entfernt
werden.

Die Depletion von LPS erfolgte mittels EndoTrap S&ule (Profos). Diese wurde nach
Herstellerangaben vorbereitet. Die S&ule wurde mit sechs cv Regenerationspuffer gespult.
AnschlieBend wurden sechs cv Y2 PBS durch die Sdule laufen gelassen. Die in Y2 PBS
aufgenommenen rekombinanten Proteine (siehe 3.3.3.2) wurden auf die Séule gegeben und
gleich wieder aufgefangen. Die Sdule wurde mit sechs cv ¥ PBS regeneriert und sechs cv
Regenerationspuffer durch die S&ule laufen gelassen. Bei Bedarf wurde die LPS-Depletion der
rekombinanten Proteine wiederholt.

Die LPS-Bestimmung erfolgte mittels Endosafe-PTS (Charles River) nach Herstellerangaben.
AnschlieBend wurde die Konzentration der rekombinanten Proteine am Nanodrop gemessen
und diese bei -80 °C gelagert.
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3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Isolation humaner PBMCs

Fur die Isolation humaner peripherer mononuklearer Blutzellen (PBMCs) wurden humanes
EDTA-Vollblut oder buffy coats (Transfusionsmedizin, Universitaitsmedizin Greifswald) von
gesunden Spendern verwendet. Diese wurden 1:3 mit PBS verdinnt. Es wurden 8 mL Ficoll in
50 mL Zentrifugenréhrchen vorgelegt und das verdinnte Blut darlber geschichtet. Nach
Zentrifugation (15 min, 1580 g ohne Bremse) wurde der Leukozyten-Ring abgesaugt, in ein
neues 50 mL Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und mit PBS aufgefillt. Die Zellen wurden drei
Mal mit PBS gewaschen (1x 6 min, 609 g und 2x 6 min, 152 g). Nach dem letzten Waschschritt

wurden die Zellen in R10F aufgenommen, gezahlt und auf 1x10° Zellen/mL eingestellt.

3.4.2 Lebendzellzahlbestimmung

Die Lebendzellzahlbestimmung erfolgte mittels Burker-Zahlkammer. Es wurden 10 pL der
Zellsuspension mit 90 pL Trypanblau gemischt, um lebende von toten Zellen unterscheiden zu
konnen. AnschlieBend wurden die Zellen auf die Birker-Zdhlkammer gegeben und
25 Kleinquadrate ausgezahlt. Dabei wurden blau angefarbte Zellen nicht mitgezahlt. Die

Lebendzellzahl je mL ergab sich aus dem Produkt der gezahlten Zellen multipliziert mit 10°.

3.4.3 PBMC-Proliferationsassay

Die Proliferation humaner PBMCs wurde mittels Einbau des B-Strahlers Tritium-Thymidin
([*H]-Thymidin) in die Zell-DNA ermittelt. Als Analogon zu Thymidin wird [*H]-Thymidin bei
Zellteilungen in die DNA der Zelle eingebaut. Je mehr Zellen [®H]-Thymidin in ihre DNA
eingebaut haben, desto hoher ist die messbare Strahlung. Zur Stimulation wurden filtrierte
(0,22 um) S. aureus-Uberstande (USA300Aspa) mit und ohne Zugabe von 600 pM 2.2'-
Bipyridyl aus der stationdren Wachstumsphase verwendet (vgl. 3.1.8).

In eine 96-Well Mikrotiterplatten (Flachboden) wurden 100 000 PBMCs je Kavitdt ausgesét.
Die S. aureus-Uberstande wurden seriell in R10F verdinnt und 100 pL der verdinnten
Uberstande in jede Kavitat gegeben. Die Endkonzentrationen der S. aureus-Uberstiande
betrugen in Zehnerschritten 1:10, 1:100, 1:1 000, ..., 1x107. Die Zellen wurden 3 d bei 37 °C,
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5 % CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Danach wurden 20 pL [*H]-Thymidin (1:40
verdiinnt in R10F) je Kavitat dazugegeben und die Zellen weitere 17 h bei 37 °C, 5 % CO2 und
100 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. AnschlieRend wurden sie bei -20 °C eingefroren. Von jedem
Ansatz wurden Triplikate angefertigt. Zur Messung der B-Strahlung wurden die Zellen aufgetaut
und mittels Harvester (Inotech) auf Glasfilterpapier tibertragen. Diese wurden getrocknet und
mit 10 mL Szintilationsflussigkeit je Glasfilterpapier in Folien eingeschweilit. Die Messung
erfolgte am Beta-Counter (PerkinElmer). Jede Kavitat wurde 5 min gescannt. Die Ergebnisse
wurden in counts per minute (cpm) ausgegeben.

Von den gemessenen Triplikaten wurden die Mediane gebildet. Es wurden die Daten von sechs
gesunden buffy coat Blutspendern erhoben (Transfusionsmedizin, Universitdtsmedizin
Greifswald). Zum Vergleich der Proliferationsdaten beider Stimulationsansétze wurden sie auf
die gleiche CFU (Koloniebildende Einheiten) normalisiert. Die héchste Proliferation wurde auf
100 % gesetzt. Als Kontrollen dienten rekombinantes SEB (Stammkonzentration: 1 pg/mL) und
TSB-Medium mit 600 mM 2,2'-Bipyridyl.

3.4.4 Stimulation von T-Zelllinien mit S. aureus-Proteinen

Fur die Untersuchung der Reaktion von T-Zelllinien auf S. aureus-Proteine mussten diese zuvor
angereichert werden. Zuerst wurden die nicht-adh&renten Lymphozyten von adhé&renten Zellen
(feeder-Zellen) getrennt. Dazu wurden aus 100 mL EDTA-Vollblut isolierte PBMCs in 10 mL
R5H aufgenommen und in T75er-Zellkulturflaschen 45 min bei 37 °C, 5 % CO2 und 100 %
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Der Uberstand mit den Lymphozyten wurde in ein 50 mL
Zentrifugenréhrchen Gberfihrt. Die feeder-Zellen wurden mit einem Zellschaber vom Boden
geldst und ebenfalls in ein 50 mL Zentrifugenréhrchen Uberfiihrt. Beide Zellsuspensionen
wurden 10 min mit 317 g zentrifugiert und die Zellpellets in je 2 mL R5H resuspendiert und die
Lebendzellzahl bestimmt (siehe 3.4.2). Die feeder-Zellen wurden auf 200000 Zellen/mL
eingestellt 1x mit 30 Gy bestrahlt (Transfusionsmedizin, Universitdtsmedizin Greifswald).
Dadurch wurde die weitere Proliferation dieser Zellen verhindert, ihre F&higkeit zur
Antigenprésentation blieb aber erhalten.

Die T-Zellen wurden aus den Lymphozyten angereichert. Dazu wurde eine Einwegspritze am
Tag zuvor mit 1 g Nylonwolle und anschliefend mit 5 mL R5H gefillt. Die Saule wurde mit
35 mL R5H daquilibriert und tber Nacht bei 37 °C, 5 % CO. und 100 % Luftfeuchtigkeit
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inkubiert. Die 2 mL Lymphozytensuspension wurden auf die Séule gegeben, 0,5 mL frisches
R5H dazugegeben und 0,5 mL R5H abgelassen. Danach wurden weitere 2 mL R5H in die S&ule
gegeben und diese 1 h bei 37 °C, 5 % CO. und 100 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Dabei
adharieren B-Zellen und moglicherweise verbliebene adhérente Zellen an der Nylonwolle. Die
T-Zellen hingegen nicht. Nach der Inkubation wurden die T-Zellen mit 15 mL R5H eluiert und
in ein 50 mL Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt. Nach der Zentrifugation (10 min, 317 g) wurde
der Uberstand abgenommen, so dass 2 mL Restvolumen im Zentrifugenréhrchen verblieben.
Darin wurde das T-Zellpellet resuspendiert und die Lebendzellzahl bestimmt (siehe 3.4.2).

Die Stimulation der T-Zelllinien mit S. aureus-Proteinen erfolgte in einer 24-Well Platte. In
einem Volumen von 1,5 mL R5H je Kavitit wurden 2x10° T-Zellen und 200 000 feeder-Zellen
mit 5 pg/mL hitzeinaktiviertem (30 min, 65 °C) S. aureus-Protein 5 d bei 37 °C, 5 % CO2 und
100 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Am Tag funf wurden 750 uL R5H je Kavitat abgenommen
und durch 750 pL neues R5H mit 20 1U/mL IL-2 ersetzt. Nach Inkubation fur weitere 4 d bei
37 °C, 5 % CO; und 100 % Luftfeuchtigkeit wurden 150 pL Uberstand je Kavitat fiir die
Zytokinbestimmung mittels CBA entnommen und bei -80 °C gelagert.

Je Spender und Antigen wurden zwei T-Zelllinien angefertigt. Als Kontrollen dienten feeder-
Zellen die mit S. aureus-Protein inkubiert wurden und eine LPS-Kontrolle mit der jeweiligen
LPS-Konzentration des eingesetzten rekombinanten Proteins.

3.4.5 Zytokinbestimmung mittels CBA

Zur Quantifizierung von Zytokinen aus Zelliberstdnden wurde ein Cytometric Bead Array
(CBA, BD) durchgefihrt. Hier werden beads eingesetzt die mit Antikorpern gekoppelt sind, die
spezifisch Zytokine binden. Jede bead-Population tragt dabei Antikdrper einer Spezifitat und
kann von den anderen bead-Populationen mit Hilfe ihrer Floreszenzen unterschieden werden.
Die Bindung von Zytokinen durch die Antikdérper wird durch PE- (Phycoerythrin-) konjugierte,
polyklonale Sekundarantikorper detektiert. Durch Mitfiihren von Zytokinstandards konnen die
Zytokine in den ZellGberstdnden quantifiziert werden.

Die Durchfuhrung orientierte sich an den Herstellerangaben. Die VVolumina aller Proben und
Reagenzien wurden um 60 % reduziert, um Material zu sparen. Die Auswertung erfolgte am
Durchflusszytometer LSR-II. Die Rohdaten wurden mit dem Programm FCAP Array 3

ausgewertet.
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3.5 Statistik

Wenn nicht anders beschrieben, wurde der statistische Vergleich von zwei oder mehr Gruppen
mit GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software) durchgefuhrt. Die Gruppen wurden auf
Normalverteilung mittels D" Agostino-Pearson untersucht. Die statistischen Tests wurden mit
einem Konfidenzintervall von 95 % durchgefiihrt. Bei nicht-normalverteilten Gruppen wurde
der Mann-Whitney Test flr zwei statistisch zu vergleichende Gruppen angewandt und der
Kruskal-Wallis Test beim statistischen Vergleich von mehr als zwei Gruppen. Bei Letzterem
diente Dunns als Signifikanztest. Als signifikant wurden Signifikanzniveaus < 0,05 (*, p <
0,05), als sehr signifikant Signifikanzniveaus < 0,01 (**, p < 0,01) und als hochsignifikant
Signifikanzniveaus < 0,001 (***, p < 0,001) angesehen.

Die statistische Auswertung der Gel-freien Proteomanalyse, sowie des Flexmap3D Assays der
S. aureus-Bakteridmiepatienten erfolgte durch Dr. rer. medic. Frank Schmidt (ZIK-FunGene
Nachwuchsgruppe ,,Angewandte Proteomics®”, Greifswald) mit dem Programm Genedata
Analyst Software Package 7.6.6 (GeneData). Deswegen wird an dieser Stelle auf die
Durchfiihrung nur kurz eingegangen.

Gel-freie Proteomanalyse: Die quantifizierten S. aureus-Proteine aus eisenlimitierter
Wachstumsbedingung und bei Zugang zu Eisen (= TSB-Kontrolle) wurden normalisiert und der
Quotient der Expression jedes Proteins errechnet. Die Expression eines Proteins wurde als
signifikant reguliert angesehen, wenn der Quotient der log2-EffektgroRen ungleich 1 war, die
Effektgrofien im t-Test signifikant unterschiedlich waren und die Benjamini-Hochberg-Statistik
< 0,05 betrug.

Fur die partial least squares analysis (PLS) wurden die IgG-Bindungsdaten aus den Seren der
S. aureus-Bakteridmiepatienten an die 64 rekombinanten S. aureus-Proteine, sowie der
Krankheitsverlauf (Sepsis und keine Sepsis) in das Genedata Analyst Software Package 7.6.6
eingepflegt. Mittels linearer Diskriminanzanalyse nach Fisher wurden die S. aureus-Proteine
identifiziert, durch die beide Verlaufsformen in der PLS am besten voneinander getrennt werden
konnten. Die Information tiber die 1gG-Bindung aus den Seren der Patienten an diese Proteine
reichte aus, um Patienten nach ihrem Krankheitsverlauf in einer principal component analysis
(PCA) zu diskriminieren.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorarbeiten fur die Untersuchung der Immunantwort gegen S. aureus

4.1.1 Etablierung des Simple Western Assays fir die Quantifizierung S. aureus-

spezifischer Antikdrper in humanen Seren

Fur die Untersuchung Staphylococcus (S.) aureus-spezifischer Antikérper werden neben
rekombinanten S. aureus-Proteinen auch Proteine aus den Kulturiiberstdanden von S. aureus
verwendet. Diese extrazelluldaren Proteine wurden in unserer Arbeitsgruppe bisher fiir
Antikorperstudien mit 2D-Western Blots eingesetzt. Die Entwicklung von Western Blots,
insbesondere 2D-Western Blots, gestaltet sich aber sehr zeitintensiv, die Technik hat einen
kleinen linearen Messbereich, was die Quantifizierung der Signale limitiert, und die
Reproduzierbarkeit ist aufgrund von vielen manuellen Arbeitsschritten eingeschrankt [150,
151]. Aus diesen Grinden sollte in der vorliegenden Arbeit fir die Quantifizierung von
S. aureus-spezifischen humanen Antikorpern der auf Glaskapillaren basierende, automatisierte
1D-Western Blot (Simple Western Assay) der Firma ProteinSimple genutzt werden (Abb. 4.1).

1. Flllung mit den Matrizes 2. Beladung der Probe 3. Auftrennung und

Immobilisierung der Probe

[0 sammelmatrix [ Trennmatrix

Abb. 4.1: Die automatisierten Arbeitsschritte des Simple Western Assays. Glaskapillaren werden mit Trenn-
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und Sammelmatrix gefiillt, die Proteinprobe wird aufgenommen. Nach der Auftrennung der Proteine nach ihrer
molekularen Masse, werden diese durch UV-Licht immobilisiert. Die Matrizes werden entfernt, freie
Bindungsstellen mit Blockpuffer gesattigt und die Glaskapillaren mit dem Primérantikdrper und anschlieRend dem
Peroxidase-konjugiertem Sekundarantikdrper inkubiert. Die Antikérperbindung wird durch Umsetzen des
Substrats Luminol sichtbar gemacht, und die Lumineszenzsignale werden mit dem Programm Compass

(ProteinSimple) ausgewertet. Grafik adaptiert nach [152].
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Dieser Assay hat die Vorteile, dass er gegenuber konventionellen Western Blots deutlich
weniger Zeit fur die Entwicklung bendtigt, die Inkubationsschritte automatisiert ablaufen, der
lineare Messbereich grofer ist, und dass nur sehr geringe Mengen von Proteinen, Seren und

Antikorpern eingesetzt werden miissen (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Gegeniiberstellung von 2D-Western Blots und Simple Western Assays. Die angegebenen Mengen
beziehen sich auf die Entwicklung eines 2D-Western Blots bzw. einer Glaskapillare im Simple Western Assay. Die

angegebenen Zeiten beinhalten Arbeitszeit und Geratelaufzeiten.

2D-Western Blots Simple Western Assay
Proteinprobe (Antigene) 30 ug 5ug
Primérantikorper (z. B. Serum- 3L 0,02 pL
verdinnung) (fur 30 mL Verdlnnung) (fur eine Glaskapillare)
Sekundéarantikdrper (Ziege 120 ng 1,6 ng
anti-Human 1gG (Fc-spezifisch)
Zeit 18h 6 h
Linearer Bereich? 2,5 log-Stufen 3,3 log-Stufen

@ Herstellerangaben ProteinSimple [153].

Der Simple Western Assay wurde urspringlich fur die Untersuchung von definierten
Proteinproben und Antikdrperpraparationen (z. B. monoklonale Antikorper) entwickelt. Daher
musste er zunadchst fur die Quantifizierung von Antikorperbindungen aus komplexen
Kdrperfliissigkeiten (humane Seren) an komplexe Proteingemische (extrazellulére S. aureus-
Proteine aus dem Kulturiiberstand) angepasst werden. Dazu wurden Proteine eines proteinA
(spa-)-negativen S. aureus-Stamms (USA300Aspa) genutzt, um unspezifische Bindungen von
IgG-Antikorpern zu vermeiden. Die Proteine wurden in einer Konzentration von 1 mg/mL
eingesetzt. Fir die Berechnung des Gesamtsignals eines Serums wurden die AUCs aller Signale
des Serums aus der Auswertesoftware (Compass, ProteinSimple) addiert. Es wurden mindestens
zwei technische Replikate je Serum angefertigt. Wichen die beiden Gesamtsignale mehr als
30 % voneinander ab, wurde eine dritte Messung durchgefiihrt. Aus den Gesamtsignalen der
beiden am besten tibereinstimmenden Messungen wurde der Mittelwert gebildet. Dieser war das
Mal3 fur die Menge an S. aureus-spezifischen Antikdrpern des Serums. Die Signale kdnnen als
Diagramm und als virtueller 1D-Western Blot dargestellt werden (Abb. 4.2 A und B).

Bauartbedingt kann in den Kapillaren nur eine begrenzte Menge Luminol aufgenommen werden
(Lange 5 cm, Durchmesser 100 pm). Bei der Aufzeichnung der Lumineszenz kann es deshalb

bei besonders starken Signalen zu sogenannten ,,Ausbrenneffekten kommen, wenn das
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vorhandene Substrat aufgebraucht ist und infolgedessen das Lumineszenzsignal Gber die Zeit
abnimmt. Bei der Messung von Serum-Antikdrperbindungen an ein Gemisch aus extrazellularen
S. aureus-Proteinen verstarkt sich der beschriebene Effekt des ,,Ausbrennens®“ durch
unterschiedlich starke Antikoérperantworten an die verschieden immunogenen Proteine
nochmals. Um dem entgegen zu wirken, mussten die Serum- und Antikdrperkonzentrationen
entsprechend angepasst werden. Dafiir wurden fiinf Seren von gesunden S. aureus-Tragern
verwendet. Die Seren wurden 1:500 verdinnt und der Sekundéarantikdrper (Ziege anti-Human
IgG (Fc-spezifisch), Dianova) mit einer Konzentration von 0,8 ug/mL und 0,16 pg/mL
eingesetzt. Als Aufnahmezeiten wurden 5s, 10 s und 15 s ausgewahlt.

Als optimal erwiesen sich eine Sekunddrantikdrper-Konzentration von 0,16 pg/mL und eine
Aufnahmezeit von 10 s. Unter diesen Bedingungen liel3en sich stark und schwach reaktive Seren

am besten diskriminieren und die Ausbrenneffekte waren minimal (siehe Anhang Abb. 8.2).

In einer Pilotstudie wurden Seren von Atopische Dermatitis (AD-) Patienten und gesunden
Kontrollpersonen (AD-Seren, AG Glaser und jeweils drei S. aureus-Trager und Nicht-Tréager
von ssl-Seren) mit dem angepassten Simple Western Assay untersucht, und S. aureus-
spezifische 1gG-Antikorper wurden quantifiziert. Bei allen 23 Seren wichen die Ergebnisse der
technischen Replikate um maximal 30 % voneinander ab (Tabelle 4.2). Die Gesamtsignale der
Seren unterschieden sich vom Serum mit den wenigsten S. aureus-spezifischen IgG-
Antikorpern (68816,5 AUC) zum Serum mit den meisten spezifischen IgG-Antikérpern
(1125 486,5 AUC) um einen Faktor von etwa 16. Da sich die Seren in der Menge an S. aureus-
spezifischem 1gG stark unterschieden, wurde der absolute Wert des Variationskoeffizienten
(CV) genutzt, um die Streuung der Replikate fur jedes Serum zu beurteilen. Im Mittel betrug
der absolute Wert des CV 5,8 %.
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Tabelle 4.2: Ubersicht der eingesetzten Seren und zugehorigen S. aureus-spezifischen 1gG-Signalen im Simple

Western Assay.

Serum Erstes Replikat Zweites Replikat Gesamtsignal® Absoluter CV
AD1 371983 403 060 387521,5 4,01
AD 2 909 349 853 409 881379 3,17
AD 3 1079 004 1114394 1096 699 1,61
AD 4 990291 1260682 1125486,5 12,01
AD5 1049 887 1200849 1125 368 6,71
AD 6 780892 797772 789 332 1,07
AD7 386 501 361551 374026 3,34
AD 8 292 208 402533 347 370,5 15,88
AD 9 735328 570141 652 734,5 12,65
AD 10 122002 132043 127 022,5 3,95
AD 11 336 582 273737 305 159,5 10,30
H12 335311 441617 388 464 13,68
H 13 331392 266 196 298 794 10,91
H 15 427 608 472 852 450230 5,02
H 16 362940 371869 367 404,5 1,22
H17 300 344 302 167 301 255,5 0,30
H 18 415748 445190 430469 3,42
H19 (ssl001) 399 844 448 060 423952 5,69
H20 (ss1002) 200871 230450 215660,5 6,86
H21 (ss1005) 252 215 308 364 280 289,5 10,02
H22 (ss1009) 158 057 154 955 156 506 0,99
H23 (ss1010) 296 917 290 405 293661 1,11
H24 (ssl011) 68 520 69 113 68 816,5 0,43

Mittlerer absoluter CV: 5,84 %
Abkurzungen: AD, Atopische Dermatitis; CV, Variationskoeffizient; H, gesunde Kontrollen.
@ Mittelwert von zwei technischen Replikaten.

In der Pilotstudie zeigten sechs der elf AD-Patientenseren eine erhohte 1gG-Bindung an die
eingesetzten extrazelluldren S. aureus-Proteine (Abb. 4.2 C). Die Gruppe der AD-Patienten
besal signifikant mehr S. aureus-spezifisches IgG im Serum als die Kontrollgruppe (p = 0,0225,
Mann-Whitney Test).
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Abb. 4.2: Quantifizierung von S. aureus-spezifischem IgG in Seren von elf AD-Patienten und zw6lf gesunden
Kontrollen mit dem Simple Western Assay (ProteinSimple). Extrazelluldre Proteine aus dem Kulturliberstand
von S. aureus USA300Aspa (stationdre Wachstumsphase, 600 uM 2,2'-Bipyridyl) wurden in Glaskapillaren nach
ihrer molekularen Masse aufgetrennt und mit humanen Seren (1:500) inkubiert. Die 1gG-Bindung an die S. aureus-
Proteine wurde mittels Peroxidase-konjugiertem Sekundérantikdrper (Ziege anti-human I1gG (Fc-spezifisch),
Dianova, 0,16 pg/mL) detektiert (10 s Aufnahmezeit). Beispiele fir moderate (blau) und starkere (griin)
Antikdrperantwort sind als Diagramm (A) und als virtueller 1D-Western Blot (B) dargestellt. Die eingesetzten
Seren unterschieden sich stark in ihrer Menge an S. aureus-spezifischem 1gG. Seren von AD-Patienten besal3en
signifikant mehr S. aureus-spezifisches 1gG als Seren von gesunden Kontrollen (C; p =0,0225, Mann-Whitney
Test; jeder Punkt représentiert das mittlere Ergebnis von zwei technischen Replikaten eines Serums). Waagerechte
Linien zeigen den Median.

Abkurzungen: AUC, Flache unter der Kurve.

4.1.2 Eisenlimitation — Optimierung des S. aureus-Proteoms fur Antikdrperstudien

Bei der Prédparation extrazelluldrer S. aureus-Proteine fur die Quantifizierung spezifischer
Antikorper werden meist Standard-Laborbedingungen bei der Kultivierung von S. aureus
verwendet. Das heillt S. aureus hat Zugang zu allen notwendigen Nahrstoffen, gute
Sauerstoffversorgung und eine optimale Temperatur. Diese Kultivierungsbedingungen spiegeln

jedoch nicht die Situation wider, mit der S. aureus in vivo bei einer Infektion konfrontiert wird.
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Vor allem freies Eisen ist in vivo nur in duBBerst geringen Mengen vorhanden und flr S. aureus
nur schwer zu akquirieren. Solche Stressoren fihren zur Anpassung der Protein-
Expressionsmuster von S. aureus und somit auch zur Veranderung des S. aureus-
Antigenspektrums mit dem das Immunsystem konfrontiert wird [154]. Deshalb postulierten wir,
dass Wachstum in Zellkultur bei Eisenmangel das Mikromilieu von S. aureus bei Kolonisierung
und Infektion besser imitiert, und verglichen das Verhalten der Bakterien unter

Standardbedingungen und Eisenmangel.

Um zu untersuchen, ob Eisenlimitation wéhrend der Kultivierung Einfluss auf das Wachstum
von S. aureus hat, wurden zundchst zwei Eisenchelatoren (2,2’-Bipyridyl und N,N'-
Ethylendiglycin (EDDA)) in unterschiedlichen Konzentrationen dem TSB-Medium zugesetzt
und die optische Dichte (OD) liber einen Zeitraum von 24 h gemessen. Als Kontrolle diente eine
TSB-Kultur ohne Zusatz von 2,2'-Bipyridyl oder EDDA. Es wurde ein klinisches S. aureus-
Isolat (302Aspa) eingesetzt.

Durch Zugabe von EDDA konnte mit den eingesetzten Konzentrationen (300 UM bis 2 400 uM)
keine Inhibition des S. aureus-Wachstums im Vergleich zur TSB-Kontrolle festgestellt werden
(Abb. 4.3 A). Dagegen wurde das Wachstum durch 2,2'-Bipyridyl bereits ab einer
Konzentration von 300 uM gehemmt. Diese Hemmung war konzentrationsabhéngig. Durch den
Einsatz von 2,2'-Bipyridyl kam es zu einem friiheren Eintritt in die stationdre Wachstumsphase
(Abb. 4.3 B).

Da das Wachstum des S. aureus-Stamms 302Aspa durch den Einsatz von 2,2'-Bipyridyl
gehemmt werden konnte, wurde als nédchstes untersucht, ob dieser Effekt auch mit einem
anderen S. aureus-Stamm reproduziert werden konnte. Dazu wurde der fur diese Arbeit erstellte
S. aureus-Stamm USA300Aspa eingesetzt. AuBerdem wurde analysiert, ob die
Wachstumshemmung durch Supplementierung von Eisen wieder aufgehoben werden konnte.
Dazu wurde das durch 2,2’-Bipyridyl gebundene Eisen nach funf Stunden Kultivierung
supplementiert.

Auch USA300Aspa zeigte eine konzentrationsabhangige Hemmung des Wachstums
(Abb. 4.3 C). Diese war im Gegensatz zu 302Aspa erst ab einer Konzentration von 600 M 2,2'-
Bipyridyl deutlich von der TSB-Kontrolle zu unterscheiden. Durch Supplementierung mit
freiem Eisen (Eisen-I11-Chlorid-Hexahydrat) begann die OD der USA300Aspa-Kultur wieder
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zuzunehmen, so dass die S. aureus-Kultur nach 24 h OD-Werte erreicht, die mit der TSB-
Kontrolle vergleichbar waren (Abb. 4.3 D).

Fur die weiteren Untersuchungen der extrazelluléren Proteine aus dem Kulturiiberstand wurde
der S. aureus-Stamm USA300Aspa eingesetzt und 2,2'-Bipyridyl in einer Konzentration von
600 uM verwendet, da hier einerseits eine deutliche Wachstumshemmung zu beobachten war
und andererseits gentigend S. aureus-Zellen fir die Produktion von extrazelluldren Proteinen zu
erwarten waren. Es wurden die extrazellularen S. aureus-Proteine aus der stationdren
Wachstumsphase genutzt, da eigene Vorarbeiten gezeigt haben, dass sich die Antikdrperantwort

vor allem gegen dieses Subproteom richtet (siehe Anhang Abb. 8.3 und [155]).
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Abb. 4.3: Einfluss von Eisenchelatoren auf das S. aureus-Wachstum. S. aureus 302Aspa wurde in Anwesenheit
der Eisenchelatoren EDDA (A) und 2,2'-Bipyridyl (B) kultiviert. Eine konzentrationsabhangige
Wachstumsinhibition konnte ab einer Konzentration von 300 uM 2,2'-Bipyridyl erzielt werden. Dies war ebenso
der Fall beim S. aureus-Stamm USA300Aspa, allerding erst ab 600 uM 2,2'-Bipyridyl (C). Nach Supplementierung
mit freiem Eisen begann USA300Aspa wieder zu wachsen (D).
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Um zu untersuchen, ob Eisenlimitation Einfluss auf die Proteinexpression und in Folge dessen
auf die Antikorperbindung an die extrazelluldren S. aureus-Proteine aus dem Kulturtiberstand
hatte, wurde der quantitative Simple Western Assay eingesetzt. Es wurden Seren von vier
gesunden S. aureus-Tragern (SH-Seren) eingesetzt und die Antikorperbindung an die
extrazelluldren S. aureus-Proteine aus der stationdren Wachstumsphase bei eisenlimitierenden
Wachstumsbedingungen und bei Zugang zu Eisen (TSB-Kontrolle) verglichen. Es wurde ein
Peroxidase-konjugierter Sekundarantikorper eingesetzt, der hauptsachlich 1gG-Antikdrper
bindet, aber auch die leichte Kette anderer Antikdrperklassen binden kann (Ziege anti-human
IgG (H+L), Dianova), so dass mdglichst viele in vivo relevanten Antikorperspezifitaten
abgedeckt werden konnten.

Alle vier Seren zeigten, verglichen mit der TSB-Kontrolle, eine erhohte Antikdrperbindung an
die extrazelluldren Proteine aus der eisenlimitierten S. aureus-Kultur. Dieser Unterschied betrug
je nach Serum das 2,0- bis 6,2-Fache (Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Veranderung der Antikérperbindung an extrazellulédre S. aureus-Proteine durch eisenlimitierende
Wachstumsbedingungen. Die Antikdrperbindung aus vier humanen Seren (1:1 000) an extrazelluldre Proteine aus
dem Kulturiberstand von USA300Aspa (stationdre Wachstumsphase), kultiviert bei eisenlimitierten
Wachstumsbedingungen (600 uM 2,2'-Bipyridyl) und mit Zugang zu Eisen (TSB-Kontrolle), wurde mittels Simple
Western Assay quantifiziert (Sekundérantikdrper Ziege anti-human IgG (H+L), Dianova, 0,16 pg/mL). Diese war
an Proteinen, die bei Eisenlimitation freigesetzt wurden, um das 2,0- bis 6,2-Fache hoher als an Proteinen, die im
TSB-Kontrollmedium gebildet wurden.

Abkurzungen: AUC, Flache unter der Kurve.
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Um die Grinde flr die unterschiedlich starke Antikorperbindung an die extrazellularen
S. aureus-Proteine aus dem Kulturlberstand (stationdre Wachstumsphase) herauszufinden,
wurden die Proteine aus eisenlimitierten Wachstumsbedingungen (600 uM 2,2’-Bipyridyl) und
bei Zugang zu Eisen (TSB-Kontrolle) in 2D-Gelen aufgetrennt und die Proteinspots mittels
Massenspektrometrie (MS) identifiziert. Die MS-Analyse wurde zusammen mit der ZIK-
FunGene Nachwuchsgruppe ,,Angewandte Proteomics®, Greifswald durchgefiihrt. Es wurden
auflerdem 2D-Western Blots mit den aufgetrennten S. aureus-Proteinen als Antigene angefertigt
und die Antikorperbindung (Ziege anti-human IgG (H+L), Dianova) eines Pools aus humanen
Seren (20 gesunde Spender mit unbekanntem S. aureus-Tragerstatus) an die S. aureus-Proteine
nachgewiesen. Der Serumpool wurde verwendet, um maoglichst viele Antikdrperspezifitaten
abdecken zu kdnnen.

Durch die Eisenlimitation verénderten sich die Proteinmuster der 2D-Gele in beiden
untersuchten pl-Bereichen. Die Signalintensitét einiger Proteinspots veranderte sich und neue
Proteinspots kamen hinzu. Zu den prominenten neuen Proteinspots im pl-Bereich 6-11 gehorten
Proteine des S. aureus-Ham-Akquisitions-Systems (IsdA, IsdB und IsdC) (Abb. 4.5 A, sowie in
der PROTECS Datenbank als 6ffentlicher Nutzer [147]).

Um die Antikorpersignale den mit Massenspektrometrie identifizierten Proteinen zuzuordnen,
wurden die 2D-Western Blots auf das entsprechende 2D-Gelbild iberlagert.

Es wurde Antikérperbindung an 36 S. aureus-Proteine detektiert. Bei Eisenlimitation befanden
sich darunter IsdA und IsdB. AuRerdem wurde mehr Antikdrperbindung an eine Amidase (Slel)
und eine putative Hdm-abhangige Peroxidase (SAUSA300_0569) im pl-Bereich 4-7 beobachtet
(Abb. 4.5 B und Anhang Tabelle 8.6). Weitere neue Antikdrpersignale bei Eisenlimitation
lieBen sich keinem Protein zuordnen, da deren Menge in den 2D-Gelen fir eindeutige

Zuordnungen zu gering war.

Fur eine Wachstumsinhibition von USA300Aspa in vitro musste mehr 2,2'-Bipyridyl eingesetzt
werden als beim Kklinischen S. aureus-Isolat 302Aspa (siehe Abb. 4.3 B und C). Um dies auch
auf Ebene der S. aureus-Proteine zu untersuchen, wurden, zusétzlich zu den vorher
beschriebenen 2D-Western Blots, 2D-Western Blots mit extrazellularen Proteinen aus dem
S. aureus-Kulturiiberstand bei Zugabe von 300 uM 2,2'-Bipyridyl angerfertigt (siehe Anhang
Abb. 8.4). Dazu wurden die Proteine vom S. aureus-lsolat 302Aspa und S. aureus-Stamm
USA300Aspa prépariert.
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Neue Antikorperbindungen waren bei 302Aspa bereits ab einer 2,2"-Bipyridyl-Konzentration
von 300 pM zu detektieren. Bei USA300Aspa wurde dies erst ab einer 2,2'-Bipyridyl-
Konzentration von 600 uM detektierbar.
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Abb. 4.5: Einfluss von Eisenlimitation auf die Zusammensetzung des extrazelluldaren S. aureus-Proteoms
und die spezifischen Antikdrperbindungsmuster. Die extrazelluldren Proteine aus dem Kulturtberstand von
USA300Aspa (stationare Wachstumsphase), kultiviert bei eisenlimitierten Wachstumsbedingungen (600 uM 2,2'-
Bipyridyl) und mit Zugang zu Eisen (TSB-Kontrolle), wurden in 2D-Gelen aufgetrennt und auf PVDF-Membranen
Ubertragen. Ein Serumpool (20 humane Seren, 1:10 000) diente als Primarantikorper fur die Entwicklung der 2D-
Western Blots. Antikorperbindung an die S. aureus-Proteine wurde mittels Peroxidase-konjugiertem
Sekundérantikdrper detektiert (Ziege anti-human IgG (H+L), Dianova, 4 ng/mL). Nach Eisenlimitation wurden
neue Proteinspots detektiert (A, orange). An einige der neuen Proteine wurde Antikdrperbindung festgestellt
(B, orange).

Abkilrzungen: pl, isoelektrischer Punkt.

Antikorperbindung findet vor allem gegen exponierte (dem Immunsystem zugéngliche)
S. aureus-Proteine statt [155, 156]. Um den Einfluss der Eisenlimitation auf die Expression
dieser Proteine zu analysieren, wurden in einem weiteren Ansatz die Mengen der Proteine bei
beiden Kultivierungsbedingungen relativ zueinander quantifiziert.

Die Quantifizierung der exponierten (SignalP-positiven [157]) S. aureus-Proteine aus dem

Kulturiberstand wurde mittels Gel-freier Proteomanalyse durch die ZIK-FunGene
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Nachwuchsgruppe ,,Angewandte Proteomics* (Greifswald) durchgefiihrt. Von beiden
Kultivierungsbedingungen wurden jeweils drei biologische Replikate untersucht.

Beim Vergleich von Proteinextrakten aus eisenlimitierenden Wachstumsbedingungen mit
solchen aus der TSB-Kontrolle waren 78 S. aureus-Proteine in signifikant unterschiedlichen
Mengen (p < 0,05) nachweisbar (siehe Anhang Tabelle 8.7). Bei Eisenlimitation kamen sechs
Proteine in hoheren Mengen und 72 Proteine in niedrigeren Mengen vor. Finf der durch
Eisenmangel vermehrt freigesetzten Proteine spielen bei der Eisenakquise von S. aureus eine
Rolle (IsdA, IsdB, IsdC, SirA und ein SstD-homologes Protein (SAUSA300 0721)). Beim
sechsten handelt es sich um ein Superantigen-ahnliches Protein (Ssl11). Im Gegensatz dazu
waren die Mengen anderer Proteine, wie Virulenzfaktoren und Immunevasoren (Hla, PVL,
Luk), Superantigenen (SEK, SEQ), Lipasen (GIpQ, Geh) und extrazellularen Proteasen (Spls,
V8-Protease) geringer bei eisenlimitierenden Wachstumsbedingungen. Bei der funktionellen
Einteilung der Proteine bestétigte sich, dass der Anteil von Proteinen, die beim
Eisenmetabolismus eine Rolle spielen, von 0,3 % in der TSB-Kontrolle auf 23,9 % bei
Eisenlimitation gestiegen ist. Demgegeniber ist der Anteil von Hamolysinen (20,4 % auf
15,5 %), Proteasen (20,8 % auf 12,3 %) und Lipasen (18,3 % auf 4,4 %) deutlich gesunken
(Abb. 4.6).

A B
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Abb. 4.6: Einfluss von Eisenlimitation auf die Zusammensetzung exponierter (SignalP-positiver) S. aureus-
Proteine. Die extrazelluldren Proteine aus dem Kulturiberstand von USA300Aspa (stationdre Wachstumsphase),
kultiviert mit Zugang zu Eisen (A, TSB-Kontrolle) und bei eisenlimitierenden Wachstumsbedingungen (B, 600 uM
2,2"-Bipyridyl), wurden in jeweils drei biologischen Replikaten mit Gel-freier Proteomanalyse quantifiziert und
nach ihren Funktionen eingeteilt (Anhang Tabelle 8.7). Wahrend der Anteil von H&molysinen/Leukotoxinen,
Proteasen und Lipasen bei Eisenlimitation deutlich abnahm, stieg der Anteil von Proteinen aus dem

Eisenmetabolismus stark an.
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Superantigene (SAgs) fiihren zu unspezifischer Stimulation und Proliferation von T-Zellen [83].
Demgegenuber bewirken Hamolysine die Lyse von Zellen [60]. Bei der Quantifizierung der
exponierten Proteine stellte sich heraus, dass sich der Anteil beider Proteinklassen bei der
Kultivierung von S. aureus bei Eisenlimitation verringerte. Um dies funktionell zu tberpriifen,
wurden PBMC-Proliferationsassays durchgefuhrt. Die PBMCs wurden aus buffy coats von
sechs gesunden Blutspendern isoliert und drei Tage mit verschiedenen Konzentrationen der
filtrierten (0,22 pm) S. aureus-Uberstande aus eisenlimitierenden Wachstumsbedingungen
(600 uM 2,2"-Bipyridyl) und TSB-Kontrolle (beides stationare Wachstumsphase) inkubiert. Die
Proliferation wurde durch den Einbau von [®*H]-Thymidin in Triplikaten gemessen. Die Daten
von beiden Stimulationsansétzen wurden auf die gleiche CFU normalisiert und Mittelwerte von
allen sechs Spendern gebildet. Die hdchste Proliferation wurde auf 100 % gesetzt. Als
Kontrollen dienten das rekombinante SAg SEB (Stammkonzentration: 1 pg/mL) und TSB-
Medium mit 600 pM 2,2'-Bipyridyl.

Nach dreitagiger Inkubation mit S. aureus-Uberstand aus der TSB-Kontrolle war bis zur 1072-
Verdinnung des Uberstandes eine Lyse der PBMCs unter dem Mikroskop zu erkennen. Der
S. aureus-Uberstand aus eisenlimitierenden Wachstumsbedingungen zeigte diesen Effekt nur
bei einer 102-Verdiinnung. Durch Inkubation der PBMCs mit den S. aureus-Uberstanden (107-
Verdunnungen und hoher) kam es zur messbaren Proliferation der T-Zellen. Diese war aber bei
der Inkubation mit dem S. aureus-Uberstand aus der Eisenlimitation weniger stark ausgepragt
als bei der Inkubation mit dem Uberstand aus der TSB-Kontrolle (Abb. 4.7).
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Abb. 4.7: Proliferation von PBMCs bei Inkubation mit S. aureus-Kulturiiberstdnden aus eisenlimitierenden
Wachstumsbedingungen und mit Zugang zu Eisen. PBMCs von sechs gesunden Blutspendern wurden drei Tage
mit Uberstdnden von USA300Aspa (stationare Wachstumsphase) inkubiert, die von Bakterien bei
eisenlimitierenden Wachstumsbedingungen (USA300Aspa 600 uM 2,2'-Bipyridyl) oder bei Zugang zu Eisen
(USA300Aspa TSB-Kontrolle) freigesetzt worden waren. Die Proliferation wurde durch den Einbau von [°*H]-
Thymidin nachgewiesen. Jeder Punkt représentiert den Mittelwert aller sechs Spender ausgedriickt in Prozent der
hochsten Proliferation (100 %). Der S. aureus-Uberstand aus eisenlimitierenden Wachstumsbedingungen war
weniger potent bei der Proliferationsinduktion als die TSB-Kontrolle.
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4.2 Die Immunantwort gegen S. aureus — Schutz durch Antikérper?

Bisher konnte durch Vakzinierung beim Menschen noch kein Schutz vor S. aureus-Infektionen
induziert werden. Einige Forschungsgruppen berichten, dass Antikdrper fur die Protektion keine
Rolle spielen, aber Th17-Zellen entscheidend dafur sein sollen. Aufgrund dieser Ergebnisse
wird in aktuellen Ubersichtsartikeln die Schutzfunktion von Antikorpern bei S. aureus-
Infektionen angezweifelt [69, 72, 73]. Die in den beiden vorherigen Abschnitten dieser Arbeit
beschrieben Methoden zur Untersuchung von S. aureus-spezifischen Antikdrpern wurden nun

flr die Untersuchung der Protektion durch Antikdrper in klinischen Studien angewandt.

4.2.1 Die Menge an S. aureus-spezifischem 1gG zu Beginn einer S. aureus-Bakteridamie

korreliert mit dem Verlauf der Erkrankung

In dieser Arbeit wurde zunéchst untersucht, ob die Menge von S. aureus-spezifischem 1gG im
Serum von S. aureus-Bakteridmiepatienten Aussagen zum Verlauf der Erkrankung zulésst.
Dazu wurden in einer prospektiven Studie 46 immunkompetenten S. aureus-
Bakteriamiepatienten (AG Roghmann, siehe Anhang Tabelle 8.2) untersucht. Ihnen wurde zu
Beginn der Erkrankung, nicht spater als vier Tage nach Beginn der Symptome, Blut enthommen
und daraus Serum gewonnen. Das S. aureus-spezifische 1gG wurde mittels Simple Western
Assay (Ziege anti-human 1gG (Fc-spezifisch), Dianova) bestimmt. Dabei wurden extrazellulére
S. aureus-Proteine aus dem Kulturtiberstand (USA300Aspa, stationdre Wachstumsphase,
600 uM 2,2'-Bipyridyl) als Antigene eingesetzt. Die Ergebnisse wurden mit dem Verlauf der
Bakteridmie korreliert. Mogliche Krankheitsverlaufe der S. aureus-Bakteriamiepatienten waren
dabei keine Sepsis (24 Patienten), Sepsis (10 Patienten) und schwere Sepsis (12 Patienten). Der
S. aureus-Stamm USA300Aspa wurde verwendet, da er ein komplexes extrazellulares Proteom
mit vielen fir 1gG-Bindung relevanten Toxinen besitzt, und weil USA300-Isolate in den
Patienten die haufigsten infektionsauslésenden S. aureus waren (35 %) [76, 158]. Alter,
Geschlecht, Methicillin-Resistenz des infizierenden S. aureus-Stamms und weitere Parameter
waren nicht mit dem Verlauf der Bakteridmie korreliert (siehe Anhang Tabelle 8.8). Die Seren
der drei Verlaufsgruppen unterschieden sich im Mittel auch nicht in ihren Gesamt-1gG-
Konzentrationen (siehe Abb. 8.5).

Die Messungen zeigten, dass es eine grof3e Varianz in der Menge des S. aureus-spezifischen
IgGs im Serum der Patienten gab (Abb. 4.8 A). Der Faktor zwischen dem Serum mit den
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hochsten spezifischen 1gG-Mengen und den niedrigsten betrug 27. Die Patienten wurden nun
nach dem Krankheitsverlauf in Gruppen eingeteilt. Sepsis und schwere Sepsis wurden dabei zu
einer Gruppe zusammengefasst (Abb. 4.8 B). Patienten, die im spéteren Verlauf der Bakteridmie
keine Sepsis entwickelten, besalen zu Beginn der Erkrankung mehr S. aureus-spezifisches 1gG
(Median: 560 543 AUC) als Patienten, die eine Sepsis entwickelten (Median: 396 261 AUC).
Dieser Unterschied war signifikant (p = 0,0481, Mann-Whitney Test).
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Abb. 4.8: Assoziation zwischen spezifischem IgG gegen extrazelluldre S. aureus-Proteine im Serum von
S. aureus-Bakteriamiepatienten zu Beginn der Erkrankung mit dem Verlauf der Erkrankung. Die 1gG-
Bindung aus 46 Patientenseren (1:500) an extrazelluldre Proteine aus dem Kulturiiberstand von USA300Aspa
(stationdre Wachstumsphase, 600 uM 2,2'-Bipyridyl) wurde mittels Simple Western Assay quantifiziert
(Sekundéarantikdrper Ziege anti-human 1gG (Fc-spezifisch), Dianova, 0,16 pug/mL). Spezifisches IgG variierte stark
zwischen den Patientenseren (A, Faktor 27). Patienten, die im Verlauf der Erkrankung keine Sepsis entwickelten,
besaRen signifikant mehr spezifisches 1gG zu Beginn der Erkrankung als Patienten die eine Sepsis entwickelten
(B, p =0,0481, Mann-Whitney Test).

Jeder Punkt reprasentiert das Ergebnis eines Patientenserums. Gezeigt werden Mediane und Interquartilsabstande.
Abkilrzungen: AUC, Flache unter der Kurve.

Da die Gruppe der Patienten, die im Verlauf der Bakteridamie keine Sepsis entwickelten,
signifikant mehr spezifisches 1gG gegen extrazelluldare S. aureus-Proteine aus dem
Kulturiiberstand besal als die Sepsisgruppe, wurde als néchstes untersucht, ob sich dies auch
im Schweregrad der Sepsis widerspiegelt. Dazu wurde die Gruppe Sepsis nach dem

Schweregrad der Erkrankung in Sepsis und schwere Sepsis unterteilt.
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Je mehr S. aureus-spezifisches 1gG zu Beginn der Bakteriamie im Serum vorhanden war, desto
milder war der Verlauf der Erkrankung (Abb. 4.9 A). Dies zeigte sich auch bei der Einteilung
der Patienten nach ihrer S. aureus-spezifischen IgG-Menge im Serum in Quartile (Abb. 4.9 B).
So entwickelten drei von elf Patienten mit viel spezifischem IgG eine Sepsis und sieben von elf

Patienten mit wenig spezifischem IgG.
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Abb. 4.9: Korrelation des Schweregrads des Krankheitsverlaufs mit der spezifischen 1gG-Menge gegen
extrazellulare S. aureus-Proteine. Die IgG-Bindung aus 46 Patientenseren (1:500) an extrazelluldre Proteine aus
dem Kulturiiberstand von USA300Aspa (stationdre Wachstumsphase, 600 uM 2.2'-Bipyridyl) wurde mittels
Simple Western Assay quantifiziert (Sekundarantikdrper Ziege anti-human lgG (Fc-spezifisch), Dianova,
0,16 pg/mL). Tendenziell besaBen Patienten, die im Verlauf keine Sepsis entwickelten, zu Beginn der Erkrankung
mehr spezifisches 1gG als Patienten mit Sepsis oder schwerer Sepsis (A). Die Einteilung der Patienten in Quartile

nach ihrer spezifischen 1gG-Menge zeigte, dass 63 % aus dem unteren Quartil und 27 % aus dem oberen Quartil
eine Sepsis entwickelten.

Jeder Punkt repréasentiert das Ergebnis eines Patientenserums. Gezeigt werden Mediane und Interquartilsabstande
(A). Abkilrzungen: AUC, Flache unter der Kurve.

Die Untersuchung von spezifischem 1gG gegen extrazelluldre S. aureus-Proteine zeigte einen
Zusammenhang zwischen der Menge des 1gGs zu Beginn der Bakteridmie und dem Verlauf der
Erkrankung. Als ndchstes sollte untersucht werden, ob es diesen Zusammenhang auch in der
Menge des spezifischen-lgGs gegen die S. aureus-Zelloberflache gab. Dazu wurden UV-
getotete USA300Aspa-Zellen als Antigen in einem ELISA genutzt und die 1gG-Bindung aus
den Patientenseren an die S. aureus-Zelloberfliche mittels Peroxidase-konjugiertem
Sekundérantikdrper (Ziege anti-human 1gG (Fc-spezifisch), Dianova) quantifiziert.

Zunachst wurden, analog zum vorherigen Versuch, alle Sepsispatienten in eine Gruppe
zusammengefasst. Auch hier zeigte sich, dass Patienten mit unkomplizierten Verlauf der

Bakteridmie zu Beginn der Erkrankung signifikant (p = 0,0409, Mann-Whitney Test) mehr
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S. aureus-spezifisches 1gG im Serum besalRen (Median: 15241 AU) als Patienten, die eine
Sepsis (Sepsis oder schwere Sepsis) entwickelten (Median: 7 991 AU; Abb. 4.10 A). Aufgeteilt
nach ihrem Sepsisverlauf besalen Patienten, die eine ,,einfache Sepsis entwickelten, im Mittel
9274 AU und Patienten, die eine schwere Sepsis entwickelten, dagegen im Mittel nur 5601 AU
S. aureus-spezifisches IgG. (Abb. 4.10 B). Die Einteilung der Patienten nach ihrem spezifischen
IgG-Menge in ein oberes und unteres Quartil ergab, dass sieben Patienten aus dem unteren
Quartil und vier Patienten aus dem oberen Quartil eine Sepsis entwickelten (siehe Anhang
Abb. 8.6).
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Abb. 4.10: Korrelation des Krankheitsverlaufs mit der spezifischen 1gG-Menge gegen die S. aureus-
Zelloberflache. Die 1gG-Bindung aus 46 Patientenseren (ab 1:2 500, seriell 1:5 verdiinnt) an USA300Aspa-Zellen
(stationdre Wachstumsphase, 600 uM 2.2'-Bipyridyl) wurde mittels ELISA quantifiziert (Sekundarantikorper
Ziege anti-human 1gG (Fc-spezifisch), Dianova, 26,7 ng/mL). Patienten, die im Verlauf der Erkrankung keine
Sepsis entwickelten, besallen signifikant mehr spezifisches 1gG zu Beginn der Erkrankung als Patienten, die eine
Sepsis entwickelten (A, p = 0,0409, Mann-Whitney Test). Je schwerer der Verlauf der Erkrankung war, desto
weniger spezifisches 1gG war zu Beginn der Bakteridmie im Serum enthalten (B).

Jeder Punkt reprasentiert das Ergebnis eines Patientenserums. Gezeigt werden Mediane und Interquartilsabsténde.
Abkiirzungen: AU, arbitrary units.

Um zu Gberprufen, ob die Qualitat der Immunantwort gegen S. aureus mit dem Verlauf der
Bakteridmie korrelierte, wurde die Bindung der 1gG-Subklasse 4 (1gG4) an die extrazelluléaren
S. aureus-Proteine aus dem Kulturiberstand (USA300Aspa, stationdre Wachstumsphase,
600 uM 2,2'-Bipyridyl) mittels Simple Western Assay quantifiziert.

Es gab keinen Zusammenhang zwischen dem Serumgehalt an S. aureus-spezifischem 19G4 zu
Beginn der Erkrankung und dem Verlauf der Erkrankung (Abb. 4.11 A). Auch der Quotient von
spezifischem 1gG4/1gG korrelierte nicht mit dem Krankheitsverlauf (Abb. 4.11 B).
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Da S. aureus-spezifisches Serum-Gesamt-1gG, nicht aber IgG4, mit dem weiteren Verlauf
korrelierte, wurde in den folgenden Versuchen auf die Bestimmung von 1gG4 verzichtet.
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Abb. 4.11: Kein Zusammenhang zwischen spezifischem 1gG4 gegen extrazelluldre S. aureus-Proteine im
Serum von S. aureus-Bakteriamiepatienten zu Beginn der Erkrankung mit dem Verlauf der Erkrankung.
Die 1gG4-Bindung aus 40 Patientenseren (1:100) an extrazelluldre Proteine aus dem Kulturiiberstand von
USA300Aspa (stationdre Wachstumsphase, 600 uM 2.,2'-Bipyridyl) wurde mittels Simple Western Assay
quantifiziert (Maus anti-human 1gG4, 10 pug/mL). Patienten, die im Verlauf der Erkrankung keine Sepsis
entwickelten, besallen nicht mehr spezifisches 1gG4 zu Beginn der Erkrankung als Patienten, die eine Sepsis
entwickelten (A). Dies war ebenso der Fall fir den Anteil an spezifischem 1gG4 am S. aureus-spezifischem
IgG (B). Jeder Punkt représentiert das Ergebnis eines Patientenserums. Gezeigt werden Mediane und
Interquartilsabstande. Abkiirzungen: AUC, Flache unter der Kurve.

Die erhobenen Daten bezogen sich bis hier auf komplexe S. aureus-Proteinproben
(extrazellulare Proteine aus dem Kulturiberstand und Oberflachenproteine). Um die
Antikdrperbindung an S. aureus molekular zu definieren wurde ein Flexmap3D Assay genutzt,
mit dem die IgG-Bindung an 64 rekombinante S. aureus-Proteine simultan gemessen werden
konnte. Der Flexmap3D Assay wurde zusammen mit der ZIK-FunGene Nachwuchsgruppe
,Angewandte Proteomics® (Greifswald) durchgefiihrt. In der prospektiven Studie wurden
44 Patientenseren (Serumentnahme nicht spéter als Diagnose Bakteridmie, siehe Anhang
Tabelle 8.2) eingeschlossen. Die S. aureus-Bakteridmiepatienten wurden nach ihrem
Krankheitsverlauf in drei Gruppen klassifiziert: keine Sepsis (23 Patienten), Sepsis
(10 Patienten) und schwere Sepsis (11 Patienten). Die Seren der drei Gruppen unterschieden
sich nicht in ihren mittleren Gesamt-lgG-Konzentrationen (siehe Abb. 8.5).
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Bei 21 der 64 untersuchten S. aureus-Proteine lief3 sich bei Patienten, die im Krankheitsverlauf
keine Sepsis entwickelten, zu Beginn der Erkrankung signifikant mehr spezifisches 1gG
nachweisen als bei den anderen beiden Gruppen. Bei diesen 21 Proteinen fiel der groRe Anteil
extrazellularer bzw. an der Oberflache exponierter S. aureus-Proteine auf. Eingeteilt nach ihrer
Lokalisation befanden sich unter den 21 Proteinen 14 sezernierte Proteine, vier
Oberflachenproteine, ein intrazelluldres Protein und zwei bisher nicht néher charakterisierte
Proteine mit Signalpeptid (siehe Tabelle 4.3 und Anhang Tabelle 8.5, sowie Abb. 8.7 und
Abb. 8.8).

Tabelle 4.3: Ubersicht der 21 im Flexmap3D Assay eingesetzten S. aureus-Proteine, gegen die S. aureus-

Bakteriamiepatienten, die im Krankheitsverlauf keine Sepsis entwickelten, zu Krankheitsbeginn signifikant mehr

1gG besalien als Patienten, die spater eine Sepsis entwickelten. Geordnet nach p-Werten.

Abklrzung Beschreibung Funktion p=2

Plc 1-Phosphatidylinositol Phosphodiesterase Lipase 0,0002
SspB Staphopain B Protease 0,0011
SEM Staphylokokken Enterotoxin M Superantigen 0,0018
IsaA Transglycosylase Virulenzfaktor 0,0027
GIpQ Glycerolphosphoryldiester-Phosphodiesterase Lipase 0,0029
SpiB Serin-Protease SpIB Protease 0,0037
SACOL0985 Oberflachenprotein, putativ - 0,0045
HigC Gamma-Hamolysin Komponente C Héamolysin/Leukotoxin 0,0054
SACOL0444 Uncharakterisiertes Protein - 0,0088
Sak Staphylokinase Protease 0,0108
Efb-c Fibrinogen-bindendes Protein Adhésionsmolekiil 0,0149
LukF-PV Panton-Valentin Leukozidin Héamolysin/Leukotoxin 0,0170
SACOL0480 Uncharakterisiertes Protein - 0,0192
HigB Gamma-Hamolysin Komponente B Héamolysin/Leukotoxin 0,0204
AtlP Bifunktionales Autolysin Protease 0,0217
TSST-1 Toxisches-Schock-Syndrom-Toxin-1 Superantigen 0,0231
Coa Koagulase Adhasionsmolekdl 0,0242
SplIC Serin-Protease SplC Protease 0,0366
CHIPS Chemotaxis-inhibierendes Protein Virulenzfaktor 0,0432
SEI Staphylokokken Enterotoxin | Superantigen 0,0435
GreA Trankriptions-Elongationsfaktor Proteinsynthese und -faltung 0,0495

@ p-Werte des Vergleichs der Protein-spezifischen IgG-Mengen in den Seren beider Patientengruppen (keine Sepsis

und Sepsis); Mann-Whitney Test.

b N-terminaler Teil des Proteins.
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Als néchstes sollte versucht werden, die Patienten nach ihrem Bakteridmieverlauf anhand der
IgG-Bindungsdaten an die 64 rekombinanten S. aureus-Proteine zu stratifizieren. Zuerst wurden
die Bakteriamiepatienten gemaR ihres Krankheitsverlaufs in die drei Gruppen keine Sepsis,
Sepsis und schwere Sepsis eingeteilt. Die IgG-Bindungsdaten an die 64 rekombinanten
S. aureus-Proteine wurde mit Genedata Analyst ausgewertet. Eine partial least squares analysis
(PLS) ergab, dass die Gruppen Sepsis und schwere Sepsis zusammen segregierten
(Abb. 4.12 A).
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Abb. 4.12: 19G Bindung an rekombinante S. aureus-Proteine bei Patienten mit S. aureus-Bakteridmie. Die
19gG-Bindung an 64 rekombinante S. aureus-Proteine wurde in 44 Patientenseren (sieben Verdinnungsstufen, 1:50
bis 1:200 000) mittels Flexmap3D Assay quantifiziert (Sekundérantikorper Ziege anti-Human 1gG (Fc-spezifisch),
Dianova, 5 pg/mL) und mit Genedata Analyst ausgewertet. Patienten, die im spateren Krankheitsverlauf eine
Sepsis oder schwere Sepsis entwickelten, fielen bei der Analyse mittels partial least squares analysis (PLS) in den
gleichen Bereich (A). Wurden alle Sepsispatienten in eine Gruppe zusammengefasst, lieBen sie sich mittels PLS
von Patienten, die keine Sepsis entwickelten, gut unterscheiden (B). Daflir waren die IgG-Bindungsdaten an acht
der 64 rekombinanten Proteine ausschlaggebend (Tabelle 4.4). Auf Basis der IgG-Bindung an diese acht Proteine
konnten Patienten, die im Krankheitsverlauf eine Sepsis entwickelten, von denen, die keine Sepsis entwickelten,
mit einer principal component analysis unterschieden werden (C).

Jeder Punkt reprasentiert einen Patienten. Die Abbildung wurde von Dr. rer. medic. Frank Schmidt zur Verfigung

gestellt.

Deshalb wurden sie zu einer Gruppe ,,Sepsis® zusammengefasst und die PLS erneut
durchgefihrt (Abb. 4.12 B). Nun lie3en sich Patienten, die keine Sepsis entwickelten, und die

Sepsis entwickelten, gut voneinander trennen. Die 20 Proteine, die fur diese Diskriminierung
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beider Gruppen entscheidend waren, sind in Tabelle 4.4 aufgelistet. Mittels linearer
Diskriminanzanalyse nach Fisher stellte sich heraus, dass die 1gG-Bindungsdaten der ersten acht
Proteine aus dieser Liste am besten diskriminierten (Tabelle 4.4, grau unterlegt). Diese Daten
wurden fiir eine principal component analysis (PCA) genutzt. In der PCA konnten die beiden
Patientengruppen (Sepsis und keine Sepsis) voneinander getrennt werden (Abb. 4.12 C).
»Sepsis wurde bei 16 von 21 Patienten richtig vorhergesagt, ,keine Sepsis® bei 17 von
23 Patienten. Die Vorhersage war in 75 % der Falle mit einer Sensitivitat von 76 % und einer

Spezifitat von 74 % richtig.

4.2.2 Weitere Hinweise auf die mogliche protektive Rolle von S. aureus-spezifischem 1gG

4.2.2.1 S. aureus-Trager und Nicht-Trager besitzen unterschiedliche Mengen an S. aureus-

spezifischem IgG

S. aureus-Trager haben ein hoheres Risiko, eine Infektion des Blutkreislaufes mit S. aureus zu
bekommen als Nicht-Trager. Kommt es aber zu einer solchen Infektion, ist der Verlauf der
Erkrankung bei S.aureus-Trdgern milder als bei Nicht-Tragern [139]. Dieses als
Carrierparadoxon bezeichnete Phanomen konnte sich dadurch erkldren lassen, dass S. aureus-
Tréger im Laufe ihrer Kolonisierung mit dem Bakterium ein schitzendes Immungedéchtnis
aufgebaut haben. Um dies zu priifen, wurden die Seren von 17 gesunden S. aureus-Tragern und
neun Nicht-Tréagern (ssl-Seren) verglichen. Gemessen wurde die 1gG-Bindung an extrazellulare
S. aureus-Proteine aus dem Kulturiberstand (Antigene: USA300Aspa, stationére
Wachstumsphase, 600 uM 2,2'-Bipyridyl), und an die S. aureus-Zelloberflache. Daflr wurden
Simple Western Assays bzw. ELISA-Verfahren genutzt. Als Sekundarantikorper wurde ein
Peroxidase-konjugierter Ziege anti-human (Fc-spezifisch) Antikdrper (Dianova) eingesetzt.

Serum von S. aureus-Tragern beinhaltete signifikant mehr S. aureus-spezifisches 19G
als Serum von Nicht-Tragern, sowohl gegen extrazelluldre S. aureus-Proteine (p = 0,018, Mann-
Whitney Test) als auch gegen die S. aureus-Zelloberflache (p = 0,0043, Mann-Whitney Test;
Abb. 4.13).

95



Ergebnisse

Tabelle 4.4: Ubersicht der 20 rekombinanten S. aureus-Proteine, die im Flexmap3D Assay die Patienten am besten nach Bakteriamieverlauf stratifizieren konnten. Die

acht Proteine, die die Patienten bei der principal component analysis am besten diskriminierten, sind grau hinterlegt.

f\ubnl;ur— Beschreibung Funktion Genort Protein Lokalisation?
Psortb LocateP SignalP »
Doméne
Plc 1-Phosphatidylinositol Lipase SAUSA300_0099 extrazellular membrangebunden ja 1
Phosphodiesterase
SspB Staphopain B Protease SA0900 extrazellular extrazellular ja 1
IsaA Transglycosylase Virulenzfaktor SAOUHSC 02887  extrazellular membrangebunden ja 0
- Uncharakterisiertes Protein - SACOL0444 membrangebunden extrazellular ja 0
SEM Staphylokokken Enterotoxin M Superantigen SA1647 extrazellular membrangebunden ja 0
- Oberflachenprotein, putativ - SACOL0985 membrangebunden membrangebunden ja 0
GlpQ Glycerolphosphoryldiester- Lipase SAUSA300 0862 extrazellular membrangebunden ja 0
Phosphodiesterase

HlgC Gamma-Hamolysin Komponente C  Hamolysin/Leukotoxin ~ SACOL2421 extrazellular extrazellular ja 0
SpiB Serin-Protease SpiB Protease SAOUHSC 01941  extrazellular membrangebunden ja 1
Sak Staphylokinase Protease SAOUHSC_02171  extrazellular extrazellular ja 0
Atl Bifunktionales Autolysin Protease SAOUHSC_00994°  extrazellular extrazellular ja 0
Efb-c Fibrinogen-bindendes Protein Adhésionsmolekdl SAOUHSC 01114  extrazellular membrangebunden ja 0
- Uncharakterisiertes Protein - SACOL0480 membrangebunden membrangebunden ja 1
GreA Trankriptions-Elongationsfaktor Proteinsynthese/-faltung SA1438 zytoplasmatisch zytoplasmatisch nein 0
LukF-PV  Panton-Valentin Leukozidin Héamolysin/Leukotoxin  SAUSA300_1381 - - - -
TSST-1  Toxisches-Schock-Syndrom-Toxin-1 Superantigen SA1819 extrazellular extrazellular ja 1
HigB Gamma-Hamolysin Komponente B Hamolysin/Leukotoxin ~ SACOL2422 extrazellular extrazellular ja 0
Coa Koagulase Adhésionsmolekdl SAOUHSC 00192  extrazellular extrazellular ja 0
Lip Triacylglycerol Lipase 1 Lipase SAUSA300_2603 extrazellular membrangebunden ja 1
- Uncharakterisiertes Protein - SACOL0908 membrangebunden membrangebunden ja 0

Abkirzungen: TM, Transmembran.
2 Die Protein Lokalisation wurde in AureoWiki abgefragt [159].
b N-terminaler Teil des Proteins.
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Abb. 4.13: S. aureus-spezifisches IgG in den Seren von 17 gesunden S. aureus-Tragern und neun Nicht-
Tragern. Die 1gG-Bindung an extrazellulére Proteine aus dem Kulturuberstand von USA300Aspa (A), sowie an
die S. aureus-Zelloberflache (B) (stationdre Wachstumsphase, 600 uM 2,2’-Bipyridyl) wurde mittels Simple
Western Assay bzw. ELISA (Sekundérantikorper Ziege anti-human IgG (Fc-spezifisch), Dianova) quantifiziert.
S. aureus-Tréager besaBen signifikant mehr spezifisches 1gG gegen beide S. aureus-Proteinpraparationen
(A, p=0,018; B, p = 0,0043, Mann-Whitney Test).

Jeder Punkt reprasentiert das Ergebnis eines Serums. Gezeigt werden Mediane und Interquartilsabsténde.
Abkilrzungen: AUC, Flache unter der Kurve; AU, arbitrary units.

4.2.2.2 Patienten mit zystischer Fibrose entwickeln eine starke humorale Immunantwort gegen
S. aureus

Die Lunge von Patienten mit zystischer Fibrose (CF) wird h&ufig durch S. aureus infiziert [116,
117]. Trotz dieser manchmal schweren S. aureus-Infektionen entwickeln CF-Patienten jedoch
keine S. aureus-Sepsis (personliche Mitteilung Professor Dr. Barbara Kahl, Universitat
Minster). Der Grund hierfir ist noch nicht geklért.

Der Vergleich von 20 CF-Patienten mit Seren von gesunden 17 S. aureus-Tragern ergab, dass
Serum von CF-Patienten signifikant mehr spezifisches IgG gegen extrazelluldre S. aureus-
Proteine enthielt (p = 0,014, Mann-Whitney Test; Abb. 4.14 A). Die Serum-1gG-Bindung an die
S. aureus-Zelloberflache unterschied sich dagegen nicht zwischen CF-Patienten und S. aureus-
Tréagern (Abb. 4.14 B).
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Abb. 4.14: S. aureus-spezifisches IgG in den Seren von 20 CF-Patienten und 17 gesunden S. aureus-Tragern.
Die 1gG-Bindung an extrazellulére Proteine aus dem Kulturtiberstand von USA300Aspa (A), sowie an die
S. aureus-Zelloberflache (B) (stationdre Wachstumsphase, 600 pM 2,2’-Bipyridyl) wurde mittels Simple Western
Assay bzw. ELISA (Sekunddrantikdrper Ziege anti-human 1gG (Fc-spezifisch), Dianova) quantifiziert. CF-
Patienten besaRen signifikant mehr spezifisches 1gG gegen extrazellulére S. aureus-Proteine (A, p = 0,014, Mann-
Whitney Test), nicht aber gegen die S. aureus-Zelloberflache (B).

Jeder Punkt reprasentiert das Ergebnis eines Serums. Gezeigt werden Mediane und Interquartilsabsténde.
Abkilrzungen: AUC, Flache unter der Kurve; AU, arbitrary units.

4.2.2.3 Patienten mit Hyper-Ige-Syndrom profitieren von der Substitution mit S. aureus-
spezifischem IgG

Patienten mit einer Mutation im Transkriptionsfaktor STAT3 (STAT3-HIES) haben einen
Defekt bei der Bildung von Th17-Zellen und bilden ein Hyper-IgE-Syndrom aus. Sie leiden
bereits kurz nach der Geburt an schweren S. aureus-Infektionen der Lunge und der Haut. Die
Ursache daftir wird im Th17-Zelldefekt vermutet. Dieser kdnnte dazu fuhren, dass neutrophile
Granulozyten nicht ausreichend gut rekrutiert werden konnen, so dass die Patienten S. aureus
nicht effektiv abwehren kénnen [72, 73]. Uber die S. aureus-spezifische 1gG-Antwort bei diesen
Patienten war dagegen wenig bekannt [160]. Deshalb wurde in dieser Arbeit die S. aureus-
spezifische 1gG-Antwort bei 15 STAT3-HIES-Patienten untersucht und mit der wvon
17 gesunden S. aureus-Tragern und 20 CF-Patienten verglichen. Letztere leiden dhnlich haufig
wie STAT3-HIES-Patienten an S. aureus-Lungeninfektionen, besitzen allerdings keinen
Immundefekt und erscheinen vor der Entwicklung einer S. aureus-Sepsis geschutzt (personliche
Mitteilung Professor Dr. Barbara Kahl, Universitat Minster).
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Seren von STAT3-HIES-Patienten beinhalteten signifikant weniger S. aureus-spezifisches IgG
als Serum von CF-Patienten, sowohl gegen extrazellulére S. aureus-Proteine (p < 0,001, Dunns)
als auch gegen die S. aureus-Zelloberflache (p <0,001, Dunns; Abb. 4.15). Auch gesunde
S. aureus-Tréager hatten mehr spezifisches IgG im Serum als STAT3-HIES-Patienten, jedoch
war dieser Unterschied beim statistischen Vergleich der drei Gruppen nicht signifikant.
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Abb. 4.15: S. aureus-spezifisches 1gG in den Seren von 15 STAT3-HIES-Patienten, 17 gesunden S. aureus-
Tréagern und 20 CF-Patienten. Die IgG-Bindung an extrazellulére Proteine aus dem Kulturiiberstand von
USA300Aspa (A), sowie an die S. aureus-Zelloberflache (B) (stationdre Wachstumsphase, 600 uM 2,2’-Bipyridyl)
wurde mittels Simple Western Assay bzw. ELISA (Sekundérantikérper Ziege anti-human 1gG (Fc-spezifisch),
Dianova) quantifiziert. STAT3-HIES-Patienten besalen, im Vergleich zu CF-Patienten, signifikant weniger
spezifisches 1gG gegen beide S. aureus-Proteinpraparationen (A und B, p < 0,001, Dunns). Tendenziell zeigte sich
dies auch im Vergleich zu gesunden S. aureus-Tragern.

Jeder Punkt reprasentiert das Ergebnis eines Serums. Gezeigt werden Mediane und Interquartilsabsténde.
Abkiirzungen: AUC, Fl&che unter der Kurve; AU, arbitrary units.

STAT3-HIES-Patienten werden unter anderem durch die Substitution mit IVIG behandelt,
wodurch die S. aureus-Infektionen zuriickgehen [161-164]. IVIG beinhaltete S. aureus-
spezifisches 1gG (vgl. Abb. 8.9). Um zu untersuchen, ob durch IVIG-Substitution die Menge an
S. aureus-spezifischem 1gG in den Seren der STAT3-HIES-Patienten ansteigt, wurde S. aureus-
spezifisches IgG in den Patientenseren vor und nach IVIG-Substitution mit den beschriebenen
Verfahren gemessen. In dieser Pilotstudie wurden die Seren nach IVIG-Substitution allerdings
erst kurz vor einer erneuten 1VIG-Substitution entnommen, d. h. im Nadir der Konzentration.
Deshalb kdnnen keine Aussagen uber einen Anstieg kurz nach Substitution gemacht werden.
Selbst im Nadir der IVIG-Konzentration im Serum war eine Erhéhung der S. aureus-
spezifischen 1gG-Bindung durch die Substitutionstherapie nachweisebar: gegen extrazellulére
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S. aureus-Proteine in drei von vier Seren (jeweils um den Faktor 7,5; 6,1 und 1,7) und gegen
die S. aureus-Zelloberflache in zwei von vier Seren (jeweils um den Faktor 2 und 1,2;
Abb. 4.16).
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Abb. 4.16: S. aureus-spezifisches IgG in den Seren von vier STAT3-HIES-Patienten vor und nach der IVIG-
Substitutionsbehandlung. Die IgG-Bindung an extrazelluldre Proteine aus dem Kulturiiberstand von
USA300Aspa (A), sowie an die S. aureus-Zelloberflache (B) (stationdre Wachstumsphase, 600 uM 2,2’-Bipyridyl)
wurde mittels Simple Western Assay bzw. ELISA (Sekundérantikdrper Ziege anti-human 1gG (Fc-spezifisch),
Dianova) quantifiziert. Der frilheste Messerwert jedes Patienten stellt das Serum vor erstmaliger IVIG-Gabe dar.
Alle weiteren Messerwerte entstammen Seren unter 1VV1G-Substitutionstherapie. Unter IVIG-Substitution erhdhte
sich das S. aureus-spezifische 1gG gegen extrazellulére S. aureus-Proteine in drei von vier Seren (A) und gegen
die S. aureus-Zelloberfl&che in zwei von vier Seren (B).

Jeder Punkt reprasentiert das Ergebnis eines Serums. Gezeigt werden Mediane und Interquartilsabsténde.
Abkilrzungen: AUC, Flache unter der Kurve; AU, arbitrary units.
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4.3 Modulation der Immunantwort durch S. aureus

4.3.1 S. aureus-Serinproteasen zeigen Auffalligkeiten bei der 1gG4-Bindung

S. aureus ist mit einer Vielzahl von Erkrankungen assoziiert. Flr diesen Abschnitt der Arbeit
sind vor allem solche von Interesse, die die durch eine Th2-dominierte Entziindung
charakterisiert sind, wie Atopische Dermatitis (AD), Nasenpolypen oder auch Asthma.
Patienten mit diesen Erkrankungen sind wesentlich haufiger mit S. aureus besiedelt als Gesunde
[109, 127, 128]. Moglicherweise ist S. aureus bei diesen Erkrankungen so h&ufig zu finden, weil
das Bakterium durch die anti-inflammatorischen Bedingungen in einem Th2-Millieu besser
kolonisieren kann. S. aureus kdnnte sogar in der Lage sein, die Immunreaktion in Richtung eines
Th2-Profils zu verschieben und sich so Vorteile verschaffen [108, 129]. Bei einer
Immunantwort, die Th2- bzw. Treg-Zellen dominiert ist, kann es zur Produktion von
antigenspezifischen 1gG4 kommen [42, 44]. Eigene Vorarbeiten (Diplomarbeit Sebastian
Stentzel) nutzen deshalb 1gG4 als Surrogatmarker fir eine Th2- oder Treg-getriebene
Immunantwort. Sie haben gezeigt, dass die Qualitat der Immunantwort bei gesunden S. aureus-
Trégern sehr heterogen ausfallen kann (siehe Anhang Abb. 8.10) [155]. Einige Tréger besitzen
relativ viel S. aureus-spezifisches 1gG4 gegen extrazelluldre Proteine ihres korrespondierenden

S. aureus-Stamms und andere weniger oder gar kein 1gG4.

Um diese Beobachtung auf eine breitere Basis zu stellen, wurde die Plasma-lgG4-Bindung an
extrazellulére S. aureus-Proteine bei 16 S. aureus-Tragern und 16 Nicht-Tragern (SH-Plasmen)
untersucht. Dazu wurde der Simple Western Assay unter Verwendung von extrazellularen
S. aureus-Proteinen aus dem Kulturiiberstand (USA300Aspa, stationdre Wachstumsphase,
600 uM 2,2'-Bipyridyl) genutzt. Die 1gG4-Bindung wurde durch einen Peroxidase-konjugierten
Sekundarantikorper detektiert.

Es bestétigte sich in der grélReren Kohorte, dass S. aureus-spezifisches IgG4 im Plasma von
gesunden Spendern eine grol3e Varianz aufweist (Abb. 4.17 A). S. aureus-Trager und Nicht-
Tréger unterschieden sich dabei nicht. Bei drei der 16 S. aureus-Tréager und vier der 16 Nicht-
Tréger lieR sich kein S. aureus-spezifisches 1gG4 nachweisen. Der Faktor zwischen den
Plasmen mit der geringsten nachweisbaren und der hochsten spezifischen lgG4-Menge
betrug 20,4.
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Abb. 4.17: 19gG4-Bindung an extrazelluldre S. aureus-Proteine in Plasmen gesunder Spender. Die 1gG4-
Bindung aus 32 Plasmen (1:50) an extrazellulare Proteine aus dem Kulturliberstand von USA300Aspa (stationdre
Wachstumsphase, 600 uM 2.2'-Bipyridyl) wurde mittels Simple Western Assay quantifiziert (Maus anti-Human
19G4, 10 ug/mL). S. aureus-Tréger und Nicht-Trager unterschieden sich nicht in der Menge des S. aureus-
spezifischen 1gG4. Die Menge des spezifischen 1gG4 war aber zwischen den Spendern in beiden Gruppen sehr
variabel (A). Bei der Analyse der Bindungsmuster an die S. aureus-Proteine zeigte sich, dass es Spender gab, die
kein S. aureus-spezifisches 1gG4 besallen (griin), solche, die Proteine unterschiedlicher molekularer Massen
erkannten (grau), und schlie3lich Spender, die nur ein S. aureus-spezifisches Signal im Bereich von 32 kDa bis
34 kDa besalen (blau) (B).

Jeder Punkt reprasentiert das Ergebnis eines Plasmas. Gezeigt werden die Mediane. Abkirzungen: AUC, Flache
unter der Kurve.

Bei der Betrachtung der IgG4-Bindungsmuster der Spenderseren an die extrazellulédren
S. aureus-Proteine im Simple Western Assay stellte sich heraus, dass es drei Typen von
Spendern gab: Spender, die kein 1gG4 besalien (7/32), Spender, die mehr als ein 1gG4-Signal
besalRen (20/32) und Spender, die ein distinktes Signal zeigten (5/32). Dieses eine Signal befand
sich stets im Bereich zwischen 32 kDa und 34 kDa (Abb. 4.17 B).

Um die bakteriellen Antigene mit einer molekularen Masse zwischen 32 kDa bis 34 kDa zu
identifizieren, die fur diese auffalligen singuléren 1gG4-Signale verantwortlich waren, wurden
die Ergebnisse der massenspektrometrischen Protein-ldentifikation aus eigenen Vorarbeiten
(Diplomarbeit Sebastian Stentzel) unter diesem Aspekt neu gesichtet [155]. Prominente 1gG4-
Signale auf den 2D-Western Blots der flinf S. aureus-Tréger befanden sich in einem Bereich, in
dem auch die Serinproteasen (Spls) von S. aureus in den 2D-Gelen lokalisiert waren
(siehe Anhang Abb. 8.10). Bis zu sechs Spls sind bei S. aureus in wechselnden Kombinationen
auf einem Operon kodiert: SplA, SpIB, SpIC, SpID, SplE und SplF [93].
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Zur Uberpriifung, ob die Spls die dominanten 1gG4-bindenden Proteine sind, wurden zwei
rekombinante Spls mit C-terminalem Strep-Tag (SpIC und SplD) hergestellt, im Protein Simple
Assay aufgetrennt und auf 1gG4-Bindung getestet. Dazu wurde ein Plasma eingesetzt, welches
nur ein IgG4-Signal gegen extrazelluldare S. aureus-Proteine gezeigt hatte, und eines mit
mehreren 1gG4-Signalen gegen extrazellulare S. aureus-Proteine. Die 19G4-Bindung wurde
durch einen Peroxidase-konjugierten Sekundarantikorper (Maus anti-Human 1gG4, Invitrogen)
detektiert.

Beide Plasmen zeigten 1gG4-Bindung an SplC und SpID im Bereich von 34 kDa bis 35 kDa
(siehe Anhang Abb. 8.11). Vermutlich bedingt durch die Methode entsprach die molekulare
Laufweite beider Spls nicht ihrer theoretischen molekularen Masse von ca. 26 kDa.

Die Daten der 2D-Western Blots und die Analyse extrazelluldrer Proteine und rekombinanter
Spls im Simple Western Assay legten nahe, dass es sich bei den Spls um die dominanten 1gG4-
bindenen Proteine von S. aureus handeln kdnnte. In diesem Fall 1&sst sich vermuten, dass Spls
die Immunantwort in Richtung eines Th2- bzw. eines anti-inflammatorischen Reaktionsprofil

modifizieren kdnnen.

Um dies weiter zu prufen, wurde in einem Pilotexperiment die AntikOrperantwort von zwei
Erkrankungen untersucht, die stellvertretend zwei Polarisierungen der Ausrichtung der
Immunantwort reprasentieren: Die Th2-dominierte AD und die Th1-dominierte Psoriasis. Dafiir
gab es folgende Grunde:

S. aureus wird eine Rolle bei einer Vielzahl von Erkrankungen zugeschrieben. Neben Th2-
dominierten Erkrankungen wie AD, findet sich der Erreger haufig auch bei Psoriasis, einer Th1-
dominierten chronischen Entziindung der Haut [114]. Um zu untersuchen, ob die Ausrichtung
der Immunantwort gegen S. aureus in beiden Erkrankungen diese Thl- bzw. Th2-Profile
reflektiert, wurde im Serum von Patienten (AD- (n=37) und Psoriasis-Seren (n=20),
AG Werfel) S. aureus-spezifisches 1gG4 mittels Simple Western Assay bestimmt wie oben
mehrfach beschrieben (USA300Aspa, stationdre Wachstumsphase, 600 uM 2.2'-Bipyridyl).
AuBerdem wurde die 1gG4-Bindung an rekombinantes alpha-Hamolysin (Hla), SplC und SpIlD
im ELISA quantifiziert. Hla wurde als Kontrollprotein ausgewéhlt, da dieses S. aureus-Protein
eine Immunantwort mit Th1/Th17-Profil ausldst [60]. Es sollte untersucht werden, ob Spls auch

bei den Patienten im Vergleich mit Hla bevorzugt 1gG4 binden.

103



Ergebnisse

Die Ergebnisse des Simple Western Assays zeigten, dass bei AD generell hochsignifikant mehr
S. aureus-spezifisches 1gG4 gebildet wird als bei Psoriasis-Patienten (Abb. 4.18 A; p = 0,0003,
Mann-Whitney Test). Von den AD-Patienten besal’en 5,4 % kein S. aureus-spezifisches 1gG4
und von den Psoriasis-Patienten 10 %. Die Intensitét der IgG4-Bindung an SplC und SpID war
ebenfalls signifikant hoher bei AD-Patienten (Abb. 4.18 B und C; p = 0,0155 und p =0,0039,
Mann-Whitney Test). Demgegeniber unterschied sich die 1gG4-Bindung an Hla bei AD- und
Psoriasis-Patienten nicht signifikant (Abb. 4.18 D). Sie war, wie bei Hla erwartet, in beiden
Gruppen sehr niedrig.

Die Ausrichtung der Immunantwort auf extrazelluldre S. aureus-Proteine war also insgesamt
entsprechend der Erkrankung in Richtung Th2 bzw. Thl verschoben. AulRerdem zeigten die
Daten, dass selbst vor dem Hintergrund einer Th2-dominierten Immunantwort bei AD-Patienten
die Immunantwort gegen Hla nicht signifikant in diese Richtung verschoben ist. Umgekehrt
zeigten viele Psoriasis-Patienten mit ausgeprédgtem S. aureus-spezifischen Th1-Profil eine
IgG4-Bindung an Spls. Dies verdeutlicht, dass die Spls mit einer Immunreaktion besonderer
Qualitat beantwortet werden. Moglicherweise sind sie sogar in der Lage, die Immunantwort zu

modulieren.
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Abb. 4.18: Vergleich von S. aureus-spezifischem 1gG4 in AD- und Psoriasis-Patienten. Die 1gG4-Bindung aus
37 AD-Patientenseren und 20 Psoriasis-Patientenseren (beide 1:100) an extrazelluldre Proteine aus dem
Kulturuberstand von USA300Aspa (stationdre Wachstumsphase, 600 pM 2,2'-Bipyridyl) wurde mittels Simple
Western Assay quantifiziert (Maus anti-human 1gG4, 10 ug/mL). Die IgG4-Bindung an rekombinante S. aureus-
Proteine wurde mittels ELISA ermittelt (Seren ab 1:50 seriell verdiinnt, Sekundarantikérper 0,1 pg/mL). AD-
Patienten besallen mehr S. aureus-spezifisches 1gG4 als Psoriasis-Patienten (A, p = 0,0003, Mann-Whitney Test).
Dies war auch der Fall bei den beiden S. aureus-Serinproteasen SpIC (B, p = 0,0155, Mann-Whitney Test) und
SpID (C; p = 0,0039, Mann-Whitney Test). Hla-spezifisches 1gG4 war bei AD im Vergleich zu Psoriasis nicht
erhoht (D).

Jeder Punkt reprasentiert das Ergebnis eines Patientenserums. Gezeigt werden Mediane und Interquartilsabsténde.
Abkiirzungen: AUC, Fl&che unter der Kurve; AU, arbitrary units.

4.3.2 Die humorale Immunantwort auf S. aureus-Serinproteasen ist in Richtung

Th2/Treg verschoben

Um zu Uberprifen, ob die humorale Immunantwort gegen Spls in Richtung Th2/Treg
verschoben ist, wurden ELISAs fir die Testung von Seren gesunder Spender (ssl-Seren)
entwickelt. Dazu wurden funf rekombinanten Spls (Tag-frei) hergestellt und die IgG1- und
IgG4-Bindung gesunder S. aureus-Trager (n =19) und Nicht-Tréger (n=27) an diese Proteine

und Hla gemessen. Einzig SpIC lieR sich mit dem Tag-freien Expressionssystem nicht
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rekombinant herstellen. Aus diesem Grund konnte SplC in den folgenden Experimenten nicht
untersucht werden. Die Messungen wurden unter meiner Anleitung in Zusammenarbeit mit
Maria Nordengriin durchgefthrt. Damit die Ergebnisse zwischen den verschiedenen Proteinen
vergleichbar sind, wurden die Antikorper-Titer errechnet. Dies wurde zusammen mit
Dr. rer. nat. Stephan Michalik (ZIK-FunGene Nachwuchsgruppe ,,Angewandte Proteomics®,
Greifswald) durchgefuhrt.

Die gesunden Spender besallen, verglichen mit Hla, signifikant mehr 1gG4-Bindung an SplB,
SpID und SpIF (p<0,001, Dunns; Abb. 4.19 A). Fir SplA und SplE besalien sie tendenziell
mehr spezifisches 1gG4 als fur Hla. Im Gegensatz dazu dominierte bei Hla die spezifische 1gG1-
Bindung im Vergleich zu SplA signifikant (p < 0,001, Dunns; Abb. 4.19 B).

A B
3000_ **.* dkk *k % 400_ * kK

=) 5 3001

< 2000- <

o o

2 2 200

3 1000 3 . :

= = 1001 Eo. 5.
o s &4 £ ':':‘

oLus R ol . s
SpA SpB SpD SpE SpF  Hia SplA SpB SpD SpE SpF  Hia

Abb. 4.19: 1gG4- und 1gG1-Bindung an S. aureus-Serinproteasen und Hla in Seren von gesunden S. aureus-
Tragern (n=19) und Nicht-Tragern (n=27). Die Seren wurden im ELISA seriell verdinnt, die 1gG4- bzw.
IgG1-Bindung mit Peroxidase-konjugierten Sekundarantikorpern (100 ng/mL) detektiert und die halbmaximale
ODuso mit der Verdlnnung an diesem Punkt multipliziert, um den spezifischen Antikoérpertiter zu errechnen. Die
Spender besalRen, im Vergleich zu Hla, signifikant mehr 1gG4 gegen SpIB, SpID und SplF (A, p < 0,001, Dunns,
Vergleich mit Hla). Demgegeniber war die Menge an SplA-spezifischem 1gG1 signifikant kleiner als gegen Hla
(B, p<0,001, Dunns, Vergleich mit Hla).

Jeder Punkt reprasentiert das Ergebnis eines Serums. Gezeigt werden Mediane und Interquartilsabsténde.

Abkiirzungen: AU, arbitrary units.

Die Qualitat der Immunantwort gegen ein Protein kann besser beurteilt werden, wenn man sich
das Verhaltnis der spezifischen 19G4- zur spezifischen IgG1-Bindung veranschaulicht. Daher
wurde nun der Quotient von 19G4 zu 1gG1 gebildet.

Bei allen flinf getesteten Spls war der 1gG4/1gG1-Quotient im Vergleich zu Hla hochsignifikant
groler (p < 0,001, Dunns; Abb. 4.20).
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Abb. 4.20: Verhdltnis von S. aureus-Serinproteasen- und Hla-spezifischem 1gG4 zum spezifischen 1gG1 in
Seren von gesunden S. aureus-Tragern (n=19) und Nicht-Tragern (n=27). Die IgG4/1gG1-Quotienten aus
den quantifizierten Antikdrpermengen gegen Spls und Hla aus Abb. 4.19 wurde gebildet. Der 1gG4/1gG1-Quotient
war bei allen Spls im Vergleich zu Hla signifikant groer (p < 0,001, Dunns, Vergleich mit Hla).

Jeder Punkt reprasentiert das Ergebnis eines Serums. Gezeigt werden Mediane und Interquartilsabstéande.
Abkilrzungen: AU, arbitrary units.

S. aureus-Trager besallen tendenziell mehr 19gG1 gegen SpIB, SpID, SplE und SplF als Nicht-
Trager (siehe Anhang Abb. 8.12). In ihrer 1gG4-Menge unterschieden sich beide Gruppen bei
SplE. Hier besallen S. aureus-Trager signifikant mehr 1gG4 als Nicht-Tréager (0,0192, Mann-
Whitney Test; siehe Anhang Abb. 8.13). Der Quotient von Spl-spezifischem 1gG4/IgG1 zeigte,
dass S. aureus-Trager tendenziell mehr 19G4 gegen SpIB, SpID und SplF bildeten als Nicht-
Trager. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (Abb. 4.21 A und siehe Anhang
Abb. 8.14).
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Abb. 4.21: Unterschiede im Verhéltnis von Spl-spezifischem 1gG4 zum spezifischen 1gG1 zwischen gesunden
S. aureus-Tréagern (n =19) und Nicht-Tragern (n=27). Die 1gG4/lgG1-Quotienten aus Abb. 4.20 wurden nach
dem S. aureus-Tragerstatus der Spender eingeteilt. S. aureus-Trager besaRen tendenziell verhdltnismaRig mehr
spezifisches 1gG4 gegen SpIB, SpID und SplF als Nicht-Trager. Diese Tendenzen waren nicht signifikant.

Jeder Punkt repréasentiert das Ergebnis eines Serums. Gezeigt werden Mediane. Abkirzungen: AU, arbitrary units.

Insgesamt zeigten die Ergebnisse deutlich und reproduzierbar eine Verschiebung der humoralen
Immunantwort gegen Spls zugunsten einer spezifischen 1gG4-Bildung. Da der Klassenwechsel
zu 1gG4 Th2/Treg-Zytokine erfordert, stellte sich nun die Frage nach der Qualitat der
spezifischen T-Zellantwort.

4.3.3 S. aureus-Serinproteasen-spezifische T-Zellen zeigen ein Th2/Treg-Zytokinprofil

Fur die Charakterisierung Spl- und Hla-spezifischer T-Zellen wurden T-Zellen aus EDTA-
Vollblut gesunder Spender (n =9) isoliert und zusammen mit feeder-Zellen und dem jeweiligen
Antigen inkubiert. Je Antigen wurden fur jeden Spender zwei Replikate angefertigt. Am Tag
neun wurden die Uberstinde entnommen und darin mittels CBA pro-inflammatorische Zytokine
(IFN-y, TNF, IL-6, IL-17) und anti-inflammatorische (IL-10), sowie Th2-Zytokine (IL-4, IL-5,
IL-13) bestimmt. Die Ergebnisse der Replikate wurden gemittelt und Kontrollwerte nicht
stimulierter T-Zellen wurden abgezogen. Die Versuche wurden unter meiner Anleitung in
Zusammenarbeit mit Maria Nordengriin durchgefthrt.

Pro-inflammatorische Zytokine wurden vor allem bei der Stimulation der T-Zellen mit Hla
induziert und in weit geringeren Mengen mit den Spls (Abb. 4.22 A). Dieser Unterschied war
bei IL-6 am groRten (Hla Median: 4995 pg/mL; Spls Median: 32 pg/mL) und bei TNF am
niedrigsten (Hla Median: 89 pg/mL; Spls Median: 12 pg/mL).
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4.22: Zytokinfreisetzung nach Stimulation von T-Zellen gesunder Spender mit S. aureus-

Serinproteasen oder Hla. Die T-Zellen von neun Spendern wurden mit 5 pg/mL rekombinanten S. aureus-Protein

(Spls bzw. Hla) und feeder-Zellen inkubiert. Am Tag neun wurden die Uberstande entnommen und die

Zytokinkonzentration mittels CBA bestimmt. Verglichen mit Spls, wurden durch die Inkubation mit Hla grof3e

Mengen pro-inflammatorischer Zytokine induziert (A). Dagegen wurden, verglichen mit Hla, durch die Inkubation

mit Spls zum Teil relativ groBe Mengen anti-inflammatorischer und Th2-Zytokine induziert (B).

Jeder Punkt représentiert den Mittelwert zweier Replikate eines Spenders. Gezeigt werden Mediane.
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Das umgekehrte Bild zeigte die Untersuchung der anti-inflammatorischen (IL-10) und Th2-
Zytokine (IL-4, IL-5 und IL-13) (Abb. 4.22 B). Th2-Zytokine wurden vor allem durch die
Inkubation der T-Zellen mit den Spls induziert. Durch Hla wurden dagegen, bis auf IL-10,
vergleichsweise geringe Mengen von Th2-Zytokinen induziert.

Die Zahl der antigenspezifischen T-Zellen im Blut gesunder Spender ist je nach S. aureus-
Antigen sehr variabel [165]. Aus diesem Grund wurde an dieser Stelle auf eine statistische

Auswertung verzichtet.

Da die Menge an produzierten Zytokinen neben dem Antigen auch davon abhéngig ist, wie viele
antigenspezifische T-Zellen reagieren, wurden in einem ndchsten Schritt die relativen Anteile
der anti-inflammatorischen und Th2-Zytokine an allen gemessenen Zytokinen berechnet. So
konnte eine Aussage Uber die Qualitdt der Immunantwort auf die jeweiligen Antigene
unabhangig von der Anzahl spezifischer T-Zellen getroffen werden.

In dieser Darstellung wird sehr deutlich, dass Spls mehr Th2-Zytokine und signifikant mehr

anti-inflammatorisches IL-10 induzieren als Hla (Abb. 4.23).
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Abb. 4.23: Anteil anti-inflammatorischer und Th2-Zytokine an allen gemessenen Zytokinen aus
Kulturiiberstanden von T-Zellen nach Inkubation mit S. aureus-Serinproteasen und Hla. Die T-Zellen von
neun gesunden Spendern wurden mit 5 pg/mL rekombinanten S. aureus-Protein (Spls bzw. Hla) und feeder-Zellen
inkubiert. Am Tag neun wurden die Uberstande entnommen und die Zytokinkonzentration mittels CBA bestimmt.
Der Anteil anti-inflammatorischer und Th2-Zytokine war bei der Inkubation der T-Zellen mit Spls héher als bei
der Inkubation mit Hla.

Jeder Punkt représentiert den Mittelwert zweier Replikate eines Spenders. Gezeigt werden Mediane (* p < 0,05,
**p < 0,01, *** p < 0,001, Dunns, Vergleich mit Hla).

4.3.4 An S. aureus-Serinproteasen findet IgE-Bindung statt

Nach den Hinweisen auf eine zum Teil Th2-verschobene Immunantwort auf Spls wurde nun
nach Spl-spezifischen IgE-Antikdrpern im Serum gesucht. Dazu wurden Seren von gesunden
S. aureus-Tragern (n=23) und Nicht-Trégern (n=23) (ssl-Seren), Asthma-Patienten (n =50,
AG Bachert), CF-Patienten (n=20, AG Kahl) und AD-Patienten (n=12, AG Gléaser)
untersucht. Wegen des hohen Proben- und Materialverbrauchs in diesen Versuchen konnte
jeweils nur eine Messung durchgefiihrt werden. Von den ermittelten OD-Werten wurde der

1,5-fache Leerwert abgezogen.

111



Ergebnisse

Die IgE-Bindung an Spls unterschied sich nicht zwischen gesunden S. aureus-Tragern und
Nicht-Trégern (siehe Anhang Abb. 8.15). Beide Gruppen wurden daher zusammengefasst.
Verglichen mit gesunden Spendern, enthielten die Seren von Asthma-Patienten und vor allem

CF-Patienten signifikant mehr Spl-spezifisches IgE, die der AD-Patienten dagegen nicht
(Abb. 4.24).
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Abb. 4.24: IgE-Bindung an S. aureus-Serinproteasen in Seren verschiedener Patienten-Kohorten verglichen
mit Seren gesunder Spender (n =46). Die IgE-Bindung wurde mittels ELISA in 1:5 verdinnten Seren ermittelt
(Biotin-konjugierter Sekundarantikérper Maus anti-human IgE, 10 ug/mL; Peroxidase-konjugiertes Streptavidin
3 Mg/mL). Seren von Asthmatikern (n=50) und vor allem CF-Patienten (n = 20) enthielten signifikant mehr Spl-
spezifisches IgE als die gesunder Blutspender. Seren von AD-Patienten (n = 12) dagegen nicht.

Jeder Punkt reprasentiert einen gemessenen Wert eines Spenders bei OD. Gezeigt werden Mediane (*** p < 0,001,

Dunns, Vergleich mit Gesunde).
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5 Diskussion

5.1 Anpassung der Simple Western Assays an komplexe Proben

Fur die Untersuchung von Antikdperbindung an Proteine haben sich Western Blots bewéhrt.
Jedoch ist die Technik, besonders bei 2D-Western Blots, sehr arbeitszeitintensiv, und die
reproduzierbare Quantifizierung der Antikorperbindung wird durch zwei Faktoren
eingeschrankt: die zahlreichen manuellen Arbeitsschritte und der kleine lineare Bereich der
ublichen Detektionsmethoden [150, 151]. Simple Western Assays (ProteinSimple) erméglichen
dagegen durch die Automatisierung von 1D-Western Blots sowie durch Einsatz von
Chemilumineszenz als Detektionssystem eine valide Quantifizierung von Antikérperbindungen
an Proteine Uber einen breiten linearen Bereich (3,3 log-Stufen). Im Vergleich zu
konventionellen Western Blots sparen sie aul’erdem viel Arbeitszeit. Ein weiterer Vorteil ist,
dass nur geringe Mengen von Proteinen und Antikdrpern eingesetzt werden mussen [153, 166].
Da die Simple Western Assays bisher nur fur definierte Proteine in Kombination mit
ausgewahlten monoklonalen Antikorpern etabliert waren, mussten sie in dieser Arbeit fir die
Messung von Antikorperbindungen in Seren an extrazellulare S. aureus-Proteine aus dem
Kulturiiberstand angepasst werden [166, 167]. Dazu wurde ein protein A- (Spa-) negativer
S. aureus-Stamm eingesetzt, um unspezifische Antikdrperbindungen an Spa zu verhindern [79].
Nach der Optimierung der Konzentrationen von Serum- und Sekundérantikorper-
Préparationen wurde die Reproduzierbarkeit des Simple Western Assays in einer Pilotstudie mit
Seren von Atopische Dermatitis (AD-) Patienten und gesunden Kontrollen (S. aureus-Trager
und Nicht-Trager) getestet. Bei den insgesamt 23 Seren waren bei zwei Durchldufen im Simple
Western Assay die Abweichungen maximal 30 %. Dabei betrug der Faktor zwischen den Seren
mit der héchsten und der niedrigsten 1gG-Bindung an die S. aureus-Proteine etwa 16. Alle
Replikate eingeschlossen, betrug der absolute Variationskoeffizient (CV) 5,8 %. Der Vergleich
von S. aureus-spezifischem 1gG zwischen AD-Patienten und den gesunden Kontrollen ergab,
dass die AD-Patienten signifikant mehr spezifisches 1gG besalien (p = 0,0225).
ProteinSimple gibt einen intra-Assay CV von < 20 % fiir seine Simple Western Assays an [168].
Mit einem CV-Wert von < 6 % konnte er mit dem in dieser Arbeit etablierten System deutlich

unterboten werden. Die Quantifizierungen der S. aureus-spezifischen 1gG-Mengen in den Seren
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lassen sich folglich mit diesem System gut reproduzieren, ein wichtiger Fortschritt gegentber
konventionellen Western Blots.

Es war zu erwarten, dass AD-Patienten aufgrund ihrer hohen Besiedlungsraten der Haut mit
S. aureus (90 %) und den mit der Erkrankung einhergehenden Hautlasionen hohere Mengen an
spezifischem IgG besitzen [111]. In dieser Pilotstudie lieR sich dies bestatigen.

Mit den genannten Kenndaten sind Simple Western Assays konventionellen Western Blots
deutlich Uberlegen. Dabei ist besonders die verbesserte Quantifizierbarkeit der Signale von
Bedeutung. Zusammen mit ihrer guten Reproduzierbarkeit und den geringen Mengen an
benotigten Patientenmaterial und Antigenen eignen sich die Simple Western Assays besonders
fur Klinische Studien. Jedoch ist es mit dem hier vorgestellten Assay nicht mdoglich die
Antikorper-bindenden S. aureus-Proteine zu identifizieren. Fur diesen Zweck bieten sich
Assays wie ELISAs und Flexmap-basierende Systeme an.

5.2 Effekte von Eisenlimitation auf das Immunom von S. aureus

S. aureus besiedelt etwa 30 % der gesunden Erwachsenen im Nasenvorhof und kann als
Pathogen ein breites Spektrum von Infektionen hervorrufen [57]. Bei der Besiedlung und
Infektion wird S. aureus mit verschiedenen Stressoren konfrontiert, die unter dem Konzept
Hnhutritional immunity* zusammengefasst werden. Dies beinhaltet unter anderem die Limitation
von Néhrstoffen durch den Wirt, die S. aureus zum Wachstum braucht [154]. Besonders freies
Eisen wird stark limitiert. Tatsachlich liegt in den Kdorperflussigkeiten des Menschen freies
Eisen nur in einer Konzentration von 1018 M vor. Diese ist zu gering, um bakterielles Wachstum
zu ermdglichen [103]. Erreicht wird diese Eisenlimitation dadurch, dass der GroRteil des Eisens
intrazellular an Hamoproteine sequestriert ist (Ha&moglobin, Myoglobin) und extrazelluldr an
hochaffine Eisentransportproteine wie Transferrin und Laktoferrin gebunden wird [101, 102].
Wie entscheidend die Limitation freien Eisens fiir die Abwehr von bakteriellen Infektionen ist,
zeigt sich am Beispiel genetischer Erkrankungen mit erhohten Konzentrationen von freiem
Eisen wie der Thalassdmie. Bakterielle Infektionen gehdren hier zu den Haupttodesursachen
[104]. Damit S. aureus auch gesunde Individuen besiedeln bzw. Infektionen bei lhnen

verursachen kann, muss sich das Bakterium also an die in vivo extrem niedrige Konzentration

114



Diskussion

freien Eisens adaptieren und die Expression von Proteinen der Eisenaufnahmesysteme stark
erhohen [154].

5.2.1 Induktion der Eisenlimitation in vitro

Bei der Untersuchung der Antikorperbindung an S. aureus-Proteine werden in unserer
Arbeitsgruppe vor allem extrazellulare Proteine aus dem Kulturlberstand aus der stationéren
Wachstumsphase eingesetzt, da sich dieses Subproteom als besonders immunogen erwiesen hat
(siehe Anhang Abb. 8.3, [155, 156]). Um diese Untersuchungen an die in vivo vorherrschende
Eisenlimitation und die daraus resultierenden Verédnderungen der bakteriellen Proteinexpression
anzupassen, wurde bei der Kultivierung von S. aureus die Konzentration des freien Eisens
reduziert. Durch den Einsatz des Eisenchelators 2,2'-Bipyridyl im Kulturmedium lie sich das
Wachstum der Bakterien konzentrationsabhangig hemmen. Die GréRe des Effekts war dabei
auch abhdngig vom getesteten S. aureus-Stamm. Bei einem klinischen Bakteridmie-Isolat
(302Aspa [141]) wurde das Wachstum bereits durch 300 uM 2,2'-Bipyridyl deutlich gehemmit.
Fur eine vergleichbare Wachstumsinhibition des S. aureus-Stamms USA300Aspa war die
doppelte Konzentration von 2,2"-Bipyridyl notwendig. Ursache hierfiir kbnnten Unterschiede in
der Expression und Affinitat der Eisenaufnahmesysteme sein.

Bei Escherichia coli wird von einer Toxizitdt von 2,2'-Bipyridyl berichtet [169]. Um
auszuschlielen, dass die Wachstumsinhibition durch nicht-spezifische toxische Effekte von
2,2'-Bipyridyl auf S.aureus ausgelést wurde, wurde Eisen supplementiert, sobald
Wachstumshemmung eingetreten war. Dadurch wurde die Wachstumsinhibition wieder
aufgehoben, und USA300Aspa erreichte die gleiche optische Dichte wie die Kontrollkultur ohne
Eisenlimitation. Dies spricht dafur, dass die Wachstumsinhibition tatsédchlich durch den

Eisenmangel ausgeldst wurde.

5.2.2 Vermehrte Antikérperbindung an S. aureus-Proteine nach Eisenlimitation

Fir die Analyse der Wirkung von Eisenlimitation wurde der S. aureus-Stamm USA300Aspa
verwendet, da dieser als weltweit bedeutender Infektionserreger gut charakterisiert ist und ein
komplexes Exoproteom besitzt [76, 170]. Somit ist er fir Untersuchungen von
Antikdrperbindungen an S. aureus-Proteine gut geeignet.
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Zunéchst wurde die Antikorperbindung mittels Simple Western Assay quantifiziert. Als
Antigene dienten die isolierten extrazellularen S. aureus-Proteine aus dem Kulturtiberstand der
stationdren Wachstumsphase. Zur Detektion wurde ein Sekundarantikorper verwendet, der
hauptsachlich humane Antikoérper der Klasse 1gG bindet, jedoch auch andere humane
Antikorperklassen  binden kann. So wurde sichergestellt, dass moglichst viele
Antikorperspezifitaten erfasst werden konnten. Die Untersuchung der Seren von vier gesunden
S. aureus-Tragern ergab, dass in jedem Fall mehr Antikérper an S. aureus-Proteine aus
eisenlimitierenden Wachstumsbedingungen gebunden haben als an S. aureus-Proteine ohne
Eisenlimitation (Faktor 2,0 bis 6,2). Die Kultivierung von USA300Aspa bei eisenlimitierenden
Wachstumsbedingungen fiihrte also vermutlich zu Verdnderungen in der Zusammensetzung der
extrazelluléren Proteine aus dem Kulturliberstand und dadurch zu einer erhdhten Bindung der
Antikdrper aus humanen Seren.

Dass Eisenlimitation in vitro und in vivo bei S. aureus die Transkription und Proteinexpression
verandert, wurde bereits gezeigt [171-174]. Neu war der Aspekt ob und an welche durch

Eisenlimitation-induzierten S. aureus-Proteine Antikdrperbindung stattfand.

Proteine, deren Expression wahrend Eisenlimitation hochreguliert werden, gehdren zu den
Eisenaufnahmesystemen von S. aureus [70, 100, 175]. Die Expression der zugehorigen Gene
steht unter der Kontrolle des Repressors Fur (ferric uptake regulator), der bei Eisenmangel nicht
mehr an seine Erkennungssequenz (Fur-Box) bindet und die Transkription der Gene somit nicht
mehr reprimiert [70]. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die nach Eisenlimitation stark erhohte
Antikorperbindung an diese Proteine stattfand.

S. aureus besitzt vier Eisenaufnahmesysteme: i) Das Isd- (iron-regulated surface determinant-)
Eisenaufnahmesystem, welches Eisen aus Hamoglobin, der Haupteisenquelle von S. aureus,
akquiriert. Es besteht aus zehn Proteinen, die zum Grof3teil Zellwand-verankert sind [100].
i) Siderophore, niedermolekulare, hochaffine Eisen-bindende Proteine, die Eisen von
Eisentransportproteinen wie Transferrin und Laktoferrin binden und anschlieRend Uber
Transporter in die S. aureus-Zelle transportieren [99, 100]. iii) Transportsysteme fir
Xenosiderophore, also Siderophore anderer Spezies [100], und schliellich iv) den Transporter
Fep, der fiir die Aufnahme Fe?*- und Fe3*-lonen sorgt [106, 107].

i) Die loslichen Faktoren IsdB und IsdH binden Hamoglobin mit NEAr iron transporter-

(NEAT-) Doménen und degradieren es. Man vermutet, dass IsdH Hamoglobin destabilisiert, so
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dass Ham abgespalten wird [176]. Hadm wird anschlieRend auf IsdA Gbertragen, welches danach
H&m auf IsdC bertragt. Der Transport von Ham durch die bakterielle Membran wird durch
IsdD, IsdE und IsdF vollzogen. Im Zellinneren wird Ham schlieflich durch die Ham-
Oxygenasen Isdl und IsdG degradiert und so das darin enthaltene Eisen flr S. aureus verfugbar
gemacht [100].

i) S. aureus synthetisiert zwei Siderophore (Staphyloferrin A und B). Beide werden, nachdem
sie Eisen gebunden haben, Uber ABC-Transporter in das Zellinnere transportiert.
Staphyloferrin A wird dabei von HtsABC transportiert und Staphyloferrin B durch den
Transporter SirABC [70]. iii) Daneben synthetisiert S. aureus mit FnuCBG und SstABCD auch
ein Transportsystem fir Hydroxamat-Siderophore bzw. Catechol-Siderophore, die das
Bakterium selber nicht synthetisieren kann. Deshalb wird vermutet, dass S. aureus dariber

Siderophore anderer Spezies, sogenannte Xenosiderophore, aufnehmen kann [100, 177, 178].

Um die Verdnderungen der Zusammensetzung extrazelluldrer S. aureus-Proteine durch
Eisenlimitation zu untersuchen und zu ermitteln, an welche S. aureus-Proteine
Antikorperbindung stattfand, wurden 2D-Gele, massenspektrometrische Analysen und 2D-
Western Blots durchgefiihrt.

Es zeigte sich, dass in Folge von Eisenlimitation neue Proteine exprimiert wurden und in den
2D-Gelen nachweisbar waren. Dabei handelte es sich um drei Proteine des Isd-
Eisenaufnahmesystems: IsdA, IsdB und IsdC. Bei der Auswertung der zugehdrigen 2D-Western
Blots, die mit einem Pool aus humanen Seren gesunder Spender entwickelt wurden, konnte
Antikorperbindung an IsdA und IsdB festgestellt werden. AuRerdem wurden bei
eisenlimitierenden Wachstumsbedingungen der Bakterien starkere Antikorpersignale im
Bereich einer S. aureus Amidase (Slel) und einer putativen Ham-abhédngigen Peroxidase
(SAUSA300_0569) beobachtet. Daneben gab es auf diesen 2D-Western Blots aber auch noch
zahlreiche neue Antikdrpersignale, die keinem Protein zugeordnet werden konnten, vermutlich
weil die Proteinmenge in den 2D-Gelen fiir eine Identifikation nicht ausreichte.

IgG-Bindung an IsdA und IsdB wurden im Menschen und der Maus bereits beschrieben [172,
179-181]. Spezifische anti-IsdB Antikdrper haben eine Schutzwirkung in murinen S. aureus-
Sepsis- und -Abszessmodellen. Die bakterielle Last in den Organen vermindert sich, Abszesse
werden kleiner und mehr Tiere iberleben. Der Schutz wird vermutlich durch eine Blockade von

IsdB vermittelt, wodurch S. aureus weniger Eisen aus Hd&moglobin akquirieren kann [180, 181].
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Gestltzt wird diese Vermutung durch die Beobachtung, dass eine S. aureus-Mutante, die kein
IsdB synthetisieren kann, im Mausinfektionsmodell stark attenuiert ist [182].

Obwohl 1sdC in den 2D-Gelen nach Eisenlimitation neu identifiziert wurde, lieR sich keine
Antikorperbindung an dieses Molekil nachweisen. Mdéglicherweise ist 1sdC so tief in die
S. aureus-Zellwand eingebettet, dass es auf der Oberflache nicht exponiert ist und so vom
Immunsystem, bzw. den B-Zellen, nur schwer erkannt werden kann. Dagegen ist IsdH als
H&moglobin-bindendes Molekil auf der Oberflache von S. aureus exponiert, IsdH-spezifische
Antikorper sollten also generiert werden kénnen und wurden auch bereits beschrieben [100,
172]. Da IsdH in dieser Arbeit in den 2D-Gelen nicht identifiziert werden konnte, sind Aussagen
uber Antikdrperbindung an dieses Protein nicht moglich. Man kann spekulieren, dass sich die
IsdH-spezifischen Antikdrpersignale unter den Spots auf den 2D-Western Blots befinden, bei
denen die korrespondierenden Proteine nicht identifiziert werden konnten. Um diese
Antikorpersignale eindeutig einem Protein zuordnen zu konnen, missten weitere
Untersuchungen, mit z.B. groReren S. aureus-Proteinmengen in den Gelen durchgefiihrt
werden.

Am Rande sei hier noch erwahnt, dass die S. aureus-Stamm-abhangige Empfindlichkeit
gegenuber Eisenlimitation durch 2,2'-Bipyridyl auch in den 2D-Western Blots zu erkennen war.
Wiéhrend mit dem S. aureus-Isolat 302Aspa bereits durch den Einsatz von 300 pM 2,2'-
Bipyridyl neue Antikorpersignale erzeugt werden konnten, war dies beim S. aureus-Stamm
USA300Aspa erst ab einer 2,2'-Bipyridyl-Konzentration von 600 puM der Fall. Dieser
Unterschied wurde aber in dieser Arbeit nicht weiter thematisiert. Da die Aufnahme von Eisen
essentiell fiir das Uberleben und die Virulenz von S. aureus ist, postulieren wir, dass S. aureus-
Stamme, die weniger empfindlich auf Eisenmangel reagieren, virulenter sind als hoch

empfindliche.

5.2.3 Veranderungen der Zusammensetzung des S. aureus-Proteoms nach

Eisenlimitation

Nicht alle Antikorpersignale, welche bei Eisenmangel neu auftraten, lieRen sich bakteriellen
Proteinen zuordnen. Um Hinweise auf die Identitdt dieser Proteine zu erhalten, sollten im
nachsten Schritt die durch Eisenmangel bewirkten Verdnderungen der Proteinexpression

moglichst vollstandig erfasst werden. Die Proteine wurden mit Gel-freier Proteomanalyse
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quantifiziert. Dabei wurde der Fokus auf die exponierten (SignalP-positiven) Proteine gelegt,
da hier eine Antikérperbindung mit hochster Wahrscheinlichkeit zu erwarten ist [155-157].

Die Ergebnisse bestatigten, dass bei Eisenmangel mehr IsdA, IsdB und IsdC gebildet
wurden. Zusétzlich waren die Mengen von SirA (Siderophor B-Transporter), SAUSA300 0721
(SstD-homologes Protein, Xenosiderophor-Transporter) und eines Superantigen-ahnlichen
Proteins (Ssl11) erhoht. Die Mengen aller anderen exponierten Proteine, darunter vor allem
Enzyme, Lipasen, Proteasen, Hamolysine/Leukotoxine und andere Virulenzfaktoren, waren
hingegen erniedrigt. In der Konsequenz stieg der Anteil von Proteinen fur die Eisenakquise von
0,3 % bei nicht-eisenlimitierenden Wachstumsbedingungen fast um den Faktor Hundert auf
23,9 % bei Eisenmangel an, wahrend die Anteile von Virulenzfaktoren wie z.B.
Hamolysinen/Leukotoxinen und Proteasen im extrazellularen Proteom von 20,4 % bzw. 20,8 %
auf 15,5 % bzw. 12,3 % sanken.

In dieser Arbeit lie3 sich nach der Kultivierung mit Eisenmangel die Induktion von drei
Eisenaufnahmesystemen in S. aureus nachweisen: Dem Isd-Eisenaufnahmesystem, dem
Transporter fir Staphyloferrin B und einem Xenosiderophor-Transporter. Im Gegensatz zu
Staphyloferrin B konnten keine Komponenten des Transporters fir Staphyloferrin A
nachgewiesen werden. Beasley et al. berichteten, dass S. aureus-Mutanten mit Defekten in der
Staphyloferrin  A-Synthese oder in den zugehtrigen Transportproteinen in vitro keine
Wachstumsdefekte haben. Im Falle eines Staphyloferrin B-Defekts kann Staphyloferrin A die
daraus resultierenden Wachstumsdefekte jedoch ausgleichen [183]. Das System weist also
Redundanzen auf, wobei Staphyloferrin A offenbar als Reserve fiir das wichtigere
Staphyloferrin B fungiert. Dies konnte der Grund dafur sein, dass nur Transportproteine fir
Staphyloferrin B in der vorliegenden Arbeit hochreguliert waren. Die Siderophore
Staphyloferrin A und B selbst konnten in dieser Arbeit nicht erfasst werden, vermutlich
aufgrund ihrer niedrigen molekularen Massen von 479 Da bzw. 448 Da [154].

Malachowa et al. zeigten, dass es bei der Kultivierung von S. aureus in humanem Blut
zu einer starken Hochregulation der mRNA der Isd-Gene, Siderophor-Transporter-Gene und
Siderophorsynthese-Gene kommt. Aber auch Hdmolysin/Leukotoxin-Gene (gamma-Hamolysin
(hlg)) werden hochreguliert [174]. In eine dhnliche Richtung weisen in vivo Transkriptomdaten
von S. aureus aus murinen Nierenabszessen und aus humanen Hautabszessen. Sie zeigen im
Vergleich zu einer S. aureus-TSB-Kultur eine Hochregulation von isdA, isdB, isdC, Panton-

Valentin-Leukozidin (pvl) und hlg [184]. Diese Befunde uber die Regulation der
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H&molysin/Leukotoxin-Gene stehen im Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit, die gezeigt haben, dass bei eisenlimitierenden Wachstumsbedingungen
Hé&molysine/Leukotoxine herunterreguliert wurden. Eine mogliche Erklarung ist, dass in den
zitierten Studien weitere Faktoren, z. B. aus Wirtszellen, fir die starke Hochregulation von hlg
(z. B. 154x bei hlgA) verantwortlich waren. In humanem Serum, also in Abwesenheit von
zellul&ren Bestandteilen, war hlg auch bei Malachowa et al. nur leicht erhéht (3x) [174]. In der
vorliegenden Arbeit wurde TSB-Medium mit 2,2’-Bipyridyl versetzt, um eisenlimitierende
Wachstumsbedingungen zu simulieren. Bestandteile von Wirtszellen wie das in den
Erythrozyten gespeicherte Hdmoglobin, die Haupteisenquelle von S. aureus, spielten hier
folglich keine Rolle [100]. Mdglicherweise hat sich S. aureus in den beschriebenen Studien
diese Eisenquelle erschlossen und konnte daraufhin weitere Toxine produzieren. Dagegen
musste der Mikroorganismus bei der anhaltenden Eisenlimitation in der vorliegenden Arbeit die
Expression starker auf Eisenaufnahmesysteme fokussieren. AuRerdem ist zu beachten, dass sich
die vorliegende Arbeit auf die Veranderungen auf Proteinebene bezieht. Die Ergebnisse kdnnen
nicht mit der Regulation auf Transkriptomebene gleichgesetzt werden. Mit der vorliegenden
Arbeit vergleichbare Analysen auf Proteomebene zeigen ebenfalls, dass zwei Stunden nach
Zugabe von 750 uM 2,2'-Bipyridyl IsdA, IsdB und IsdC im Vergleich zur TSB-Kontrolle in
héheren Mengen im Uberstand zu finden sind, nicht aber Hlg-Komponenten und andere Toxine
[175].

Es sollte die funktionelle Bedeutung der geringeren Mengen an Superantigenen (SAgs) und
H&molysinen/Leukotoxinen im S. aureus-Uberstand aus eisenlimitierten
Wachstumsbedingungen uberprift werden. Hierfur wurden PBMC-Proliferationsassays mit
Zellen von sechs gesunden Blutspendern durchgefiihrt. SAgs flihren zur antigenunabhangigen
Proliferation von bis zu 20 % aller T-Zellen [60]. Diese Proliferation kann mittels Einbau von
[*H]-Thymidin in die T-Zell-DNA nachgewiesen werden [185].

Im Vergleich zum S. aureus-Kulturiiberstand ohne Eisenlimitation, war der S. aureus-
Kulturiberstand mit Eisenlimitation etwa um den Faktor 10 weniger potent bei der
Proliferationsinduktion der T-Zellen. Bei hoheren Konzentrationen der S. aureus-
Kulturiiberstande wurde Lyse der PBMCs beobachtet, die allgemein auf porenbildende Toxine

zuriickgefuhrt wird. Auch dieser Effekt war wie erwartet bei Eisenmangel vermindert.
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Diese Daten bestatigten die in den vorangegangen Untersuchungen ermittelten Ergebnisse auf
funktioneller Ebene.

5.2.4 Neue Informationen uber das S. aureus-Immunom durch Eisenlimitation

Zusammenfassend kann man sagen, dass die bakterielle Anpassung an Eisenlimitation in vitro
zu einer starken Verdnderung des S. aureus-Proteoms im Kulturiiberstand fiihrte. Die neu
induzierten Proteine waren immunogen, ablesbar an der vermehrten Antikérperbindung.
Spezifische Antikérper findet man nur, wenn das Immunsystem zuvor mit dem zugehdrigen
Antigen in Kontakt getreten ist [1]. Daraus lasst sich schliefen, dass die in vitro durch
Eisenmangel neu induzierten S. aureus-Proteine auch in vivo exprimiert werden. Durch die
Kultivierung von S. aureus mit Eisenlimitation konnten folglich Informationen Uber das
Verhalten von S. aureus in vivo und Uber Antikérperbindung an S. aureus-Proteine gewonnen
werden. Eine Ubertragung dieser experimentellen Strategie auf andere Stressoren wére nun
interessant. Faktoren mit Relevanz fiir die Erreger-Wirt-Interaktion sind beispielsweise erhohte

Temperatur, Sauerstoffmangel oder auch Antibiotika.

5.3 Die Rolle von Antikdrpern bei der Abwehr von S. aureus-Infektionen

Infektionen, die durch S. aureus ausgeldst werden kénnen, umfassen ein breites Spektrum,
welches von lokalen Entziindungen wie Haut- und Bindegewebsinfektionen, Myokarditis und
Osteomyelitis bis hin zu systemischen Infektionen wie Bakteridmie und Sepsis reicht [59].
Dabei ist S. aureus der haufigste Erreger von Haut- und Bindegewebsinfektionen sowie von
Endokarditis und der zweithdufigste Verursacher von Bakteriamien. Nach aktuellen
Schétzungen erkranken allein in den USA jahrlich 1,8 Mio Menschen an S. aureus-Infektionen
[72]. Die Behandlung wird durch das vermehrte Auftreten Antibiotika-resistenter S. aureus-
Stdmme (z. B. Methicillin-resistente S. aureus, MRSA) zunehmend erschwert. Selbst gegen
Reserveantibiotika wie Vancomycin wurden bereits Resistenzen beobachtet, und es mangelt an
neuen Wirkstoffen [66, 67].

MRSA kommt vor allem in Krankenhdusern endemisch vor (hospital-acquired-MRSA, HA-
MRSA) und verursacht etwa 20 % bis 25 % aller HA-Infektionen. In der letzten Dekade sind
jedoch zuséatzlich community-acquired-MRSA (CA-MRSA) auflerhalb von Krankenhdusern
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aufgetreten, die durch eine erhdhte Virulenz eine besondere Infektionsgefahr darstellen [64,
186]. Neben schwereren Krankheitsverldufen als bei Methicillin-sensitiven S. aureus (MSSA),
stellen die durch MRSA verursachten Infektionen auch eine grofRe finanzielle Belastung der
Gesundheitssysteme dar, da sie komplizierter zu behandeln sind und den Krankenhausaufenthalt
verlangern [187].

Eine mogliche Alternative fir die Pravention und/oder Behandlung von S. aureus-Infektionen
waére eine anti-S. aureus-Vakzine. Jedoch konnte die protektive Wirkung von in Tiermodellen
entwickelten und erfolgreich getesteten Vakzinen bisher nicht auf den Menschen (bertragen
werden [69, 72, 73]. So scheiterte vor kurzem eine erfolgversprechende Vakzine bei der
Anwendung bei Patienten mit geplanter Herz-Operation. Die Vakzine beinhaltete das fur die
Eisenaufnahme wichtige S. aureus-Protein IsdB. Es konnte jedoch keine protektive Wirkung
durch die Vakzinierung festgestellt werden. Im Gegenteil: Vakzinierte Patienten, die
postoperativ eine S. aureus-Infektion erlitten, hatten eine im Vergleich zur Placebo-Gruppe
deutlich erhohte Sterblichkeit [71, 180]. Die Griinde hierfur sind bislang unbekannt.

Bisher sind alle Versuche gescheitert einen Schutz vor S. aureus-Infektionen durch
Vakzinierung zu erreichen. Das Ziel bisheriger Vakzinierungen war die Induktion protektiver
S. aureus-spezifischen Antikorper. Als Schlussfolgerung daraus und auf der Grundlage neuerer
Daten, die die protektive Rolle von T-Zellen (Th17-Zellen) und neutrophilen Granulozyten bei
S. aureus-Infektionen betonen, wird nun von einigen Experten die protektive Wirkung von
S. aureus-spezifischen Antikdrpern angezweifelt [69, 72]. Ob diese generelle Skepsis
gerechtfertigt ist, soll in den folgenden Abschnitten anhand der in dieser Arbeit erhobenen Daten
diskutiert werden.

5.3.1 S. aureus-spezifisches 1IgG — Ein Marker fur die Protektion vor schweren

Infektionsverlaufen?

Etwa 20 % aller Bakteridamien werden durch S. aureus verursacht [188]. Der Anteil der
S. aureus-Bakteriamien, die durch MRSA ausgeldst werden, schwankt je nach untersuchtem
Land zwischen 12 % (Deutschland) und 54,7 % (USA) [189]. Die Letalitét einer S. aureus-
Bakteriamie bewegt sich zwischen 20 % und 30 %, wobei hohere Letalitdten, verbunden mit
langeren Krankenhausaufenthalten und Kosten fiir das Gesundheitssystem, bei MRSA.-
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Bakteridmien beobachtet werden [187-189]. Bakteridmische Patienten kdnnen im weiteren
Krankheitsverlauf als Komplikationen eine Sepsis oder sogar schwere Sepsis entwickeln [136].
Um zu prifen, ob S. aureus-spezifisches 1gG ein Marker fur die Protektion vor den septischen
Komplikationen einer S. aureus-Bakteriamie ist, wurde dieser Parameter in dieser Arbeit
gemessen. In einer prospektiven Studie wurden Seren von 46 Bakteridmiepatienten akquiriert.
Den Patienten wurde zu Beginn der Bakteridmie, jedoch nicht spéter als vier Tage nach
Symptombeginn, Serum entnommen. Mittels Simple Western Assay, der fur diesen Zweck
optimiert worden war (siehe Abschnitt 5.1), wurde die IgG-Bindung aus den Seren an
extrazellulére S. aureus-Proteine quantifiziert und mit dem Verlauf der Erkrankung (keine
Sepsis (n=24), Sepsis (n=10), schwere Sepsis (n=12)) korreliert. Die Seren der drei
Verlaufsgruppen unterschieden sich nicht in ihren Gesamt-lgG-Mengen. Um bei der
Quantifizierung spezifischer Antikoérper moglichst viele S. aureus-Proteine abzudecken,
wurden als Antigene extrazelluldre S. aureus-Proteine aus dem Kulturiiberstand des Stamms
USA300Aspa eingesetzt. Denn dieser besitzt ein komplexes extrazelluléres Proteom, und es war
bereits bekannt, dass die extrazelluldren Proteine besonders immunogen sind (siehe Anhang
Abb. 8.3 und Abb. 8.4) [76]. Die S. aureus-Proteine wurden nach Erreichen der stationaren
Wachstumsphase bei eisenlimitierenden Wachstumsbedingungen (siehe Abschnitt 5.2) isoliert.
Aullerdem wurden UV-getdtete USA300Aspa-Zellen zur Quantifizierung der gegen die
S. aureus-Zelloberflache gerichteten IgG-Antikérper im ELISA eingesetzt.

Die Menge des spezifischen IgGs mit Bindung an extrazellulare S. aureus-Proteine variierte zu
Beginn der S. aureus-Bakteridmie stark zwischen den Patienten (Faktor 27). Sie korrelierte
positiv mit klinischem Schutz: Patienten mit einem unkomplizierten Krankheitsverlauf hatten
bei Diagnose signifikant héhere S. aureus-spezifische IlgG-Mengen im Serum als Patienten, die
eine Sepsis (Sepsis oder schwere Sepsis) entwickelten. Umgekehrt waren die Patienten mit den
hdchsten spezifischen 1gG-Mengen vor einer Sepsis geschitzt. Auch die Menge von IgG mit
Spezifitdt fur die S. aureus-Zelloberflaiche war bei Patienten mit unkompliziertem
Krankheitsverlauf hoher als bei denen mit spaterer Sepsis.

Diese Daten stehen im Einklang mit Befunden zum Verlauf der S. aureus-Bakteridmie bei
S. aureus-Tragern und Nicht-Trégern. Erstere haben zwar ein hoheres Risiko, eine (endogene)
S. aureus-Bakteriamie zu entwickeln als Nicht-Trdger, besitzen dann aber ein geringeres Risiko

daran zu sterben [139]. In der vorliegenden Arbeit konnte in einer weiteren Untersuchung
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gezeigt werden, dass S. aureus-Trager mehr spezifisches 1gG gegen extrazelluldre S. aureus-
Proteine aus dem Kulturiiberstand und gegen die S. aureus-Zelloberflache besaRen als Nicht-
Trager.

Folglich hatten S. aureus-Trager eine stdrkere humorale Immunantwort gegen S. aureus
ausgebildet als Nicht-Trager, die zum Schutz vor schweren Bakteriamieverldufen beitragen
konnte [139, 190]. Dass S. aureus-Tréger mehr S. aureus-spezifisches 1gG besitzen als Nicht-
Tréager, wurde in der Vergangenheit bereits flr einzelne S. aureus-Proteine gezeigt, wie z. B.
Fibrinogen-bindendes Protein, IsdH und den SAgs [190, 191]. Es wurde auch dokumentiert,
dass Antikorper in der Lage sind, SAgs, Eisentransporter (IsdA, IsdB) und
H&molysine/Leukotoxine (Hla, PVL, usw.) von S. aureus zu neutralisieren [181, 185, 192, 193].

Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Patienten, die besonders
stark gegeniber S. aureus exponiert sind, wie zystische Fibrose (CF-) Patienten, signifikant
mehr spezifisches 1gG gegen extrazelluléare S. aureus-Proteine besal3en als gesunde S. aureus-
Tréager. Allerdings gab es zwischen diesen beiden Gruppen keinen Unterschied in der IgG-
Bindung an die S. aureus-Zelloberflache.

Durch ihre chronische Exposition gegenuber S. aureus hatten CF-Patienten demnach ein
besonders starkes Immungeddchtnis gegen extrazellulare S. aureus-Proteine aufgebaut.
Interessant hierbei ist, dass CF-Patienten, trotz ihrer hdufigen S. aureus-Lungeninfektionen, so
gut wie nie eine S. aureus-Sepsis entwickeln, also vor schweren Infektionsverlaufen geschiitzt
sind (personliche Mitteilung Professor Dr. Barbara Kahl, Universitat Minster) [116, 117].
Anhnliches wurde bereits fiir Patienten mit Epidermolysis Bullosa (EB) gezeigt, die ebenfalls
stark gegenuber S. aureus exponiert sind, aber nur selten S. aureus-Bakteriamien entwickeln.
Sie besitzen besonders hohe Mengen von S. aureus-spezifischen 1gG-Antikdrpern im Serum
[140].

Die aktuelle Datenlage zeigt klar, dass S. aureus-spezifisches IgG im Serum mit Schutz vor
schweren Krankheitsverlaufen einhergeht. An dieser Stelle sei aber dennoch deutlich
herausgestellt, dass dies keine Aussage Uber den protektiven Wirkmechanismus erlaubt. Denn
das Vorhandensein von groRen Mengen S. aureus-spezifischer 1gG-Antikorper konnte auch ein
Biomarker fur ein robustes Immungeddachtnis fiir S. aureus sein, welches in seiner Gesamtheit

an zelluldren und humoralen Bestandteilen protektiv gegen S. aureus wirken kann. Welchen
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Anteil Antikorper daran haben, ist hier nicht beurteilbar. Doch selbst wenn die spezifischen
Antikdrper zum Schutz nichts beitragen wirden, ware ihre Konzentration ein Marker fiir die
Protektion vor schweren S. aureus-Bakteridmieverlaufen und deshalb von diagnostischem

Nutzen.

5.3.2 Die IgG-Bindung an acht S. aureus-Proteine unterscheidet Sepsis von nicht-Sepsis

Patienten

Zunéchst beruhte die Quantifizierung des spezifischen IgGs in dieser Arbeit auf komplexen
S. aureus-Antigenproben (extrazelluldre S. aureus-Proteine aus dem Kulturiberstand und
S. aureus-Zellen). Um die IgG-Bindung auf Einzelproteinebene zu untersuchen, wurde ein
Flexmap3D Assay mit 64 rekombinanten S. aureus-Proteinen eingesetzt. Damit sollten anti-
S. aureus-Spezifitdten ermittelt werden, die ein Marker fiir die Protektion vor schweren
S. aureus-Bakteriamieverlaufen sind. Es wurden Seren aus derselben Kohorte eingesetzt wie in
der vorangegangen Analyse (siehe 5.3.1). Jedoch wurden nur Seren eingeschlossen, die vor
Bakteridmiediagnose entnommen wurden. Die 1gG-Bindung an die S. aureus-Proteine wurde
mit dem Verlauf der Bakteridmie korreliert ((keine Sepsis (n =23), Sepsis (n=10), schwere
Sepsis (n=11)). Die Seren der drei Verlaufsgruppen unterschieden sich nicht in ihren Gesamt-
IgG-Mengen.

Ein signifikanter Unterschied in der Menge spezifischen IgGs zwischen den Gruppen fand sich
bei 21 S. aureus-Proteinen. Sie war zu Beginn der S. aureus-Bakteridmie in den Patienten
grolRer, die keine Sepsis entwickelten als bei denen, die eine Sepsis (Sepsis oder schwere Sepsis)
entwickelten. Dabei handelte es sich tiberwiegend um extrazellulare (n = 14) und Oberflachen-
assoziierte (n=4) Proteine, die dem Immunsystem, besonders den B-Zellen und Antikdrpern
zuganglich sind. Daneben unterschied sich die spezifische lgG-Menge zwischen den
Patientengruppen noch bei einem intrazelluldren S. aureus-Protein und bei zwei bisher nicht
charakterisierten S. aureus-Proteinen, die ein Signalpeptid besitzen. Eine Ubersicht mit
Angaben zur Literatur, in der eine Protektion vor S. aureus-Infektionen durch Antikdérper gegen

diese Proteine zum Teil bereits beschrieben wird, befindet sich in Tabelle 5.1.
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Tabelle 5.1: Ubersicht der 21 im Flexmap3D Assay eingesetzten S. aureus-Proteine, gegen die S. aureus-
Bakteridmiepatienten, die im Krankheitsverlauf keine Sepsis entwickelten, zu deren Beginn mehr IgG besal3en als

spatere Sepsispatienten. In der angegeben Literatur wird eine protektive Wirkung bei S. aureus-Infektionen durch

spezifische Antikdrper gegen diese Proteine beschrieben. Proteine sind geordnet nach ihren p-Werten.

Abkirzung Beschreibung Funktion p=2 Literatur
Plc 1-Phosphatidylinositol Lipase 0,0002
Phosphodiesterase

SspB Staphopain B Protease 0,0011

SEM Staphylokokken Enterotoxin M Superantigen 0,0018

IsaA Transglycosylase Virulenzfaktor 0,0027  [194]

GlpQ Glycerolphosphoryldiester- Lipase 0,0029

Phosphodiesterase

SpiB Serin-Protease SpiB Protease 0,0037

SACOL0985 Oberflachenprotein, putativ - 0,0045

HigC Gamma-Hamolysin Komponente C ~ Hamolysin/Leukotoxin ~ 0,0054  [195], [196], [197]

SACOL0444 Uncharakterisiertes Protein - 0,0088

Sak Staphylokinase Protease 0,0108

Efb-c Fibrinogen-bindendes Protein Adhasionsmolekil 0,0149  [198], [199]

LukF-PV Panton-Valentin Leukozidin Hamolysin/Leukotoxin ~ 0,0170  [200], [201], [202],
[203]

SACOL0480 Uncharakterisiertes Protein - 0,0192

HigB Gamma-Hamolysin Komponente B Hamolysin/Leukotoxin ~ 0,0204  [195], [196], [197]

AtlP Bifunktionales Autolysin Protease 0,0217

TSST-1 Toxisches-Schock-Syndrom-Toxin-1  Superantigen 0,0231  [195], [204], [196]

Coa Koagulase Adhésionsmolekl 0,0242  [205], [206]

SplC Serin-Protease SpIC Protease 0,0366

CHIPS Chemotaxis-inhibierendes Protein Virulenzfaktor 0,0432

SEI Staphylokokken Enterotoxin | Superantigen 0,0435 [195]

GreA Trankriptions-Elongationsfaktor Proteinsynthese und - 0,0495

faltung

@ p-Werte des Vergleichs der Protein-spezifischen 1gG-Mengen in den Seren beider Patientengruppen (keine Sepsis
und Sepsis); Mann-Whitney Test.
® N-terminaler Teil des Proteins.

Dass sich die Antikdrperantwort vor allem gegen exponierte S. aureus-Proteine richtet, konnten
bereits VVorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigen [155, 156]. Sie werden von Untersuchungen
anderer Autoren untermauert, die ebenfalls ergaben, dass bei S. aureus-Infektionen von
Meerschweinchen und Menschen der spezifische IgG-Anstieg vor allem gegen extrazellulare
S. aureus-Proteine gerichtet ist, nicht aber gegen intrazelluldre S. aureus-Proteine [207, 208].
Eine neue Erkenntnis aus der vorliegenden Arbeit ist, dass Unterschiede in der spezifischen

IgG-Antwort zwischen Patienten mit und ohne Sepsis ganz tberwiegend bei extrazellularen
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S. aureus-Proteinen gefunden wurden. Als prognostische Marker fir einen milderen
Krankheitsverlauf scheinen demnach extrazellulare und evtl. S. aureus-Oberflachenproteine am
geeignetsten.

Eine Studie von Jacobsson et al. zeigt in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit
einen milderen Krankheitsverlauf bei S. aureus-Bakteridmiepatienten, wenn diese zu Beginn
der Erkrankung hohere 1gG-Mengen gegen die S. aureus-Antigene SEA, Lipase, Exfoliative
Toxine und Teichonsduren im Serum aufweisen [208]. Die Assoziation der Menge S. aureus-
spezifischer Antikorpern mit dem Verlauf von S. aureus-Infektionen wurde in der Literatur
bereits fur weitere 19G-Spezifitdten beschrieben. S. aureus-Bakteridmiepatienten mit hohen
IgG-Mengen mit Spezifitat fir PVL (LukF-PV und LukS-PV) haben ein geringeres Risiko, eine
Sepsis in Folge der Bakteridamie zu entwickeln als Patienten mit wenig spezifischem 1gG [200].
Mause, bei denen man durch Vakzinierung spezifische Antikdrper induziert oder passiv
ubertragt (spezifisch fir PVL, IsaA oder Coa), haben eine geringere Letalitat bei einer folgenden
S. aureus-Bakteriamie als die unbehandelten Kontrolltiere [194, 201, 205, 206]. Gleiches kann
man im Fall von Hlg und TSST bei Kaninchen beobachten [196]. Einige der in der Literatur
beschriebenen IgG-Spezifitaten finden sich auch in der vorliegenden Arbeit wieder (Tabelle
5.1).

Die Studie von Jacobsson et al. zeigt ferner, dass zwar im Verlauf der S. aureus-Bakteriamie
das S. aureus-spezifische 1gG bei allen immunkompetenten Patienten ansteigt, als Pradiktor fur
den unkomplizierten Verlauf der Erkrankung jedoch die zu Beginn vorhandenen spezifischen
IgG-Mengen entscheidend sind [208]. Auch M&use, denen man vor der Infektion mit S. aureus
(i.p.) S.aureus-spezifische 1gG-Antikorper injiziert, haben einen milderen Verlauf der
Infektion als Mause, die diese Antikorper erst wahrend oder nach der Infektion erhalten [209].
Demnach spielt nicht nur die Menge der spezifischen IgG-Antikorper eine Rolle fur den Verlauf
der S. aureus-Infektion, sondern auch der Zeitpunkt ihres Vorhandenseins ist entscheidend. Nur
zu einem fruhen Zeitpunkt der Infektion wirken Antikorper bzw. die mit ihnen assoziierten
Schutzmechanismen mildernd auf den Verlauf der Infektion.

Diese Arbeit bestétigte einige in der Literatur bereits beschriebene Antikdrperspezifitaten und
identifizierte neue Antikorperspezifitaten, die mit einem protektiven Einfluss auf S. aureus-
Infektionen assoziiert waren (z. B. Plc, SspB, SpIB und Sak). Mdglicherweise kénnen die
spezifischen Antikorper S. aureus-Proteine, wie z.B. Toxine und Enzyme, binden und

neutralisieren und somit den Krankheitsverlauf abschwéchen. Eine direkte Schutzwirkung ist
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folglich fiir einige der identifizierten 1gG-Spezifitaten plausibel, musste jedoch in Tierversuchen
durch Vakzinierungen und passive Immunisierungen mit anschlieBenden S. aureus-Infektionen

getestet werden.

Als néchstes sollten die Patienten anhand der 1gG-Bindungsmuster an die 64 rekombinanten
S. aureus-Proteine nach ihrem Krankheitsverlauf stratifiziert werden. Dazu wurde eine partial
least squares analysis (PLS) angefertigt. Patienten, die keine Sepsis entwickelten, konnten von
der Sepsisgruppe gut abgegrenzt werden. Dies gelang am besten bei der Benutzung der IgG-
Bindungsdaten an acht S. aureus-Proteine (Plc, SspB, IsaA, SACOL0444, SEM, SACOL0985,
GIpQ, HIgC). Diese reichten aus, um mit einer principal component analysis (PCA) beide
Patientengruppen voneinander zu unterscheiden. Die VVorhersage des Krankheitsverlaufs war in
75 % der Falle richtig mit einer Sensitivitat von 76 % und einer Spezifitat von 74 %.

Fur die Patientenstratifikation waren exponierte S. aureus-Proteine ausschlaggebend. Alle acht
S. aureus-Proteine der pradiktiven Antigen-Signatur sind Enzyme oder Toxine von S. aureus.
Sie erscheinen pradestiniert fiir die Neutralisation durch Antikérperbindung, wie dies fiir IsaA
und HIgC bereits gezeigt werden konnte [194, 197]. Wieder drangt sich die Vermutung auf, dass
es sich nicht nur um eine Marker-Signatur handelt, sondern dass die identifizierten
Antikdrperspezifitaten selbst zur anti-bakteriellen Abwehr beitragen, da sie an Virulenzfaktoren
von S. aureus binden. Dadurch kénnen Ausbreitung und Evasionsmechanismen von S. aureus
wahrend einer Infektion gehemmt werden. Plc und SspB konnen z.B. die Abtétung von
S. aureus durch neutrophile Granulozyten behindern und SspB spielt zusétzlich noch eine Rolle
bei der Gewebszerstorung [210-212]. SEM, das zu den SAgs gehort, kann unspezifisch T-Zellen
aktivieren und so zu einer Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen fiihren [185]. SEM
wird im sogenannten enterotoxin gene cluster kodiert und gehort somit zu den egc-
Superantigenen. Im Gegensatz zu den ,,klassischen* Superantigenen, wie z. B. SEA, SEB, losen
egc-Superantigene nur selten eine neutralisierende Antikdrperantwort aus [185, 213, 214]. Die
Funktionen der Lipase GIpQ und der Proteine SACOL0444 und SACOL0985 sind bisher noch

nicht genauer charakterisiert.

Fast man die Ergebnisse zusammen, so kann eine S. aureus-Bakteridmie auch dann entstehen,
wenn bereits spezifische Antikorper vorhanden sind. Hat der Patient jedoch bereits zu Beginn

der Infektion bestimmte Spezifitdten in grolen Mengen gebildet, konnte dies den
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Krankheitsverlauf abmildern. Antikorper, die an extrazelluldre S. aureus-Proteine binden,
erscheinen flr den klinischen Schutz besonders bedeutsam.

5.3.3 Protektive Wirkung von S. aureus-spezifischem 1gG beim Menschen

Die Studien zu S. aureus-spezifischen Antikorpern in der Literatur und die Daten aus der
vorliegenden Arbeit legen nahe, dass die IgG-Bindung an S. aureus-Proteine Schutz vor, bzw.
eine Abschwachung von S. aureus-Infektionen vermitteln kénnte (siehe 5.3.2). Trotzdem ist es
bisher noch nicht gelungen, eine anti-S. aureus-Vakzine zu entwickeln, die, basierend auf der
Induktion von spezifischen Antikdrpern, den Menschen vor S. aureus-Infektionen schiitzt [69,
72, 73]. Es wird deshalb diskutiert, dass bei der Abwehr von S. aureus nicht die spezifischen
Antikorper entscheidend seien, sondern die zelluldre Immunantwort, besonders Th17-Zellen
und neutrophile Granulozyten [69, 72]. Gestitzt wird diese These von Infektionsversuchen in
Tiermodellen, bei denen man zeigen konnte, dass immunisierte Mause mit B-Zelldefekten nicht
empfanglicher fir S. aureus-Infektionen sind, wohl hingegen Mdause mit T-Zelldefekten [72,
215]. Daneben wird auch eine Erbkrankheit im Stat3-Gen (signal transducer and activator of
transcription 3) des Menschen angefuhrt, bei der die betroffenen Patienten fast keine Th17-
Zellen ausbilden konnen und hochempféanglich fir schwere S. aureus-Infektionen sind: das
Hyper-1gE-Syndrom (STAT3-HIES) [69, 72]. Bei der Entwicklung von Th17-Zellen sind die
Zytokine IL-6 und IL-23 entscheidend, die bei den STAT3-HIES-Patienten wegen einer
Mutation im Stat3-Gen nicht wirken kénnen. Deshalb besitzen diese Patienten nur sehr wenige
Th17-Zellen [122, 124, 125, 216]. STAT3-HIES-Patienten leiden bereits als Neugeborene an
schweren S. aureus-Infektionen der Haut und der Lunge [125]. Typisch dabei sind durch
S. aureus ausgeldste sogenannte ,,kalte Abszesse*, also Abszesse ohne die Entwicklung des
Entzindungszeichens Warme [217]. Auch Bakteriamien und Sepsis wurden bei HIES
beschrieben, sind aber bei diesen Patienten weniger typisch [161]. Es wird vermutet, dass diese
hohe Empfénglichkeit der STAT3-HIES-Patienten fiir S. aureus-Infektionen alleine durch den
Th17-Zelldefekt bedingt ist, doch wurde dies bisher nicht im Detail untersucht. Man weil3
jedoch, dass STAT3-HIES-Patienten auch einen Defekt im B-Zellgedachtnis haben und bei
experimenteller Vakzinierung mit einem Phagen nur geringe, nicht-schiitzende
Antikorpermengen produzieren [218]. Die Antikdrperantwort gegen S. aureus wurde in diesen

Patienten bisher kaum untersucht und deshalb in der vorliegenden Arbeit n&her betrachtet.

129



Diskussion

Der S. aureus-spezifische 1gG-Gehalt in Seren von STAT3-HIES-Patienten wurde mit
dem in Seren gesunder S. aureus-Tréger und CF-Patienten verglichen. CF-Patienten wurden
aufgrund ihrer ahnlich hohen Belastung durch S. aureus ausgewahlt [116, 117]. Neben der 1gG-
Bindung an die extrazelluldren S. aureus-Proteine aus dem Kulturliberstand wurde die 19G-
Bindung an UV-getotete USA300Aspa-Zellen untersucht.

Im Vergleich zu CF-Patienten besal’en STAT3-HIES-Patienten signifikant weniger S. aureus-
spezifisches 1gG gegen extrazelluldre S. aureus-Proteine und S. aureus-Zellen. Sie hatten auch
weniger spezifisches 1gG als gesunde S. aureus-Tréager. Dieser Unterschied war, bedingt durch
das multiple Testen, nicht signifikant aber im Trend deutlich zu erkennen.

Die hier vorgestellten Daten zeigen, dass STAT3-HIES-Patienten, neben ihrem in der Literatur
beschriebenen Th17-Zelldefekt, nur wenig S. aureus-spezifisches IgG besitzen. Die niedrigen
anti-S. aureus-1gG-Mengen sind allerdings nicht darauf zurtickzufiihren, dass STAT3-HIES-
Patienten grundsatzlich weniger IgG bilden konnten, denn ihre Gesamt-lgG-Menge im Serum
unterscheidet sich nicht von Gesunden [124]. Messungen von S. aureus-spezifischem IgG in
Seren von STAT3-HIES-Patienten in der Literatur beschrénkten sich bisher auf 1gG-Bindung
an S. aureus-Zellen. Diese ergaben keinen signifikanten Unterschied zwischen STAT3-HIES-
Seren und Seren von gesunden Kontrollen [160]. Allerdings ist in der Studie von Dreskin et al.
die Zahl der untersuchten Patienten recht klein, und es wird nicht thematisiert, ob es sich bei
den gesunden Probanden um S. aureus-Trager oder Nicht-Tréger handelt [160]. Der Mangel an
S. aureus-spezifischem I1gG in Seren von STAT3-HIES-Patienten wurde durch den in dieser
Arbeit durchgefuhrten Vergleich mit Seren von CF-Patienten, die ebenso wie STAT3-HIES-
Patienten h&ufig an S. aureus-Lungeninfektionen leiden, noch deutlicher [116, 117]. Bei CF-
Patienten ist bisher kein Immundefekt beschrieben worden, und sie eignen sich damit gut dazu
festzustellen, wie hoch eine IgG-Immunantwort gegen S.aureus bei haufigen
Lungeninfektionen ausfallen kann. Demzufolge kénnen STAT3-HIES-Patienten keine adaquate

IgG-Antwort auf S. aureus auspragen.

Die aktuelle Therapie von STAT3-HIES-Patienten schlieft neben antimikrobiellen
Behandlungen (Antibiotika und B&der mit Desinfektionsmitteln) auch die Gabe von i.v. 1gG
(IVIG) ein [164]. Nach der Gabe von IVIG verschwinden in den meisten Fallen die Anzeichen
der S. aureus-Infektionen [161-164]. Entscheidend fiir diesen Therapieerfolg ist aber die
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vorherige Entfernung von S. aureus beim Patienten (personliche Mitteilung PD Dr. Eleonore
Renner, Universitat Minchen).

Trotz des Thl7-Zelldefekts kann eine IVIG-Substitution S. aureus-Infektionen bei STAT3-
HIES-Patienten verhindern. Ahnlich wie im Maus-Infektionsmodell mit S. aureus ist es dabei
wichtig, dass die spezifischen IgG-Antikorper bereits vor der Infektion mit S. aureus vorhanden
sind [209]. In den IVIG-Praparaten war das S. aureus-spezifische IgG deutlich messbar. Alle
gesunden Menschen besitzen S. aureus-spezifisches 1gG (Daten dieser Arbeit und [209]). IVIG-
Préparate werden aus Plasmaspenden von gesunden Spendern hergestellt und koénnen
Virulenzfaktoren von S. aureus inhibieren [209].

Gleichwonhl zeigten Messungen von Seren von STAT3-HIES-Patienten nach IVIG-Therapie in
der vorliegenden Arbeit nur einen moderaten Anstieg des S. aureus-spezifischen IgGs gegen
extrazellulére S. aureus-Proteine und gegen S. aureus-Zellen. Dies konnte daran gelegen haben,
dass die Seren erst kurz vor einer erneuten IVIG-Substitution, d.h. im Nadir der IVIG-
Serumkonzentration, abgenommen wurden. Darenberg et al. zeigten, dass die SAg-
neutralisierende Wirkung von Serum aus 1VIG-substituierten Probanden 25 Tage nach IVIG-
Substitution nicht mehr messbar ist [219]. In der Zukunft sollten deshalb Seren von STAT3-

HIES-Patienten kurz nach der I\VIG-Substitution untersucht werden.

Die dargestellten Befunde beruhen auf der Untersuchung weniger STAT3-HIES-Patienten,
doch lassen sich von ihnen Erkenntnisse von grundlegender Bedeutung ableiten: Bisher gelten
STAT3-HIES-Patienten als Beleg dafur, dass Thl17-Zellen und nicht Antikérper beim
Menschen entscheidend fir die Protektion vor S. aureus-Infektionen seien. Dies ist offenbar
falsch, denn die alleinige Substitution S. aureus-spezifischer lgG-Antikorper verhindert
S. aureus-Infektionen beim STAT3-HIES, obwohl es keinen Grund gibt anzunehmen, dass
durch die IVIG-Substitution der Th17-Defekt beeinflusst wiirde. Dies stellt die Bedeutung von
T-Zellen fur die Abwehr von S. aureus nicht infrage. Nur mit Hilfe von T-Zellen kann sich eine
protektive humorale Immunantwort entwickeln [1]. AulRerdem sind Th17-Zellen auch wichtig
fr die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, welche S. aureus beseitigen kénnen [30,
31]. Jedoch sind die Ergebnisse dieser Arbeit ein starkes Argument fir eine direkte

Schutzwirkung von Antikorpern bei der Immunabwehr von S. aureus.
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5.3.4 Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen auf bisherige und zukiinftige

Vakzinestrategien

Vakzinen gegen Bakterien sind bereits erfolgreich entwickelt worden. Sie wirken Uber die
Induktion spezifischer Antikorper, die entweder die Bakterien selbst binden, und somit die
Phagozytose der Bakterien verstarken, oder die krankheitsausldsenden Virulenzfaktoren binden
und neutralisieren [72, 220]. Grundlage fur die Entwicklung solcher Vakzinen ist die vorherige
Aufklarung der krankheitsauslésenden  Pathomechanismen sowie umgekehrt der
immunologischen Schutzmechanismen, um geeignete Vakzinekandidaten zu identifizieren. Im
Fall von S. aureus ist dies bisher noch nicht gelungen. Griinde dafiir sind die Vielzahl
unterschiedlicher S. aureus-Virulenzfaktoren, die hohe Diversitat innerhalb der Spezies
S.aureus und die unterschiedlichen Krankheiten, die S. aureus ausldsen kann [73, 76].
Antibiotika-resistente S. aureus-Stamme (MRSA), die schwerere Krankheitsverlaufe mit
hoherer Letalitat auslosen, unterstreichen jedoch, wie wichtig eine VVakzine ware [66, 67, 187-
189].

Die bisher in den klinischen Studien getesteten anti-S. aureus-Vakzinen konzentrierten sich vor
allem auf Oberflachenbestandteile von S. aureus [73, 221]. Es wurde z. B. eine anti-Kapsel-
Vakzine entwickelt, die die haufigsten S. aureus Kapselvarianten (CP5 und CP8) beinhaltete.
Jedoch lieB sich keine protektive Wirkung vor S. aureus-Infektionen beim Menschen feststellen.
Man vermutet, dass diese VVakzine scheiterte, da nur etwa 80 % aller S. aureus-Isolate durch die
beiden Kapselvarianten abgedeckt wurden und die in den USA héufig Infektionen
verursachenden USA300-Isolate vermutlich keine Kapsel ausbilden [72]. Weiterhin scheiterten
anti-S. aureus-Vakzinen, die sich gegen Clumpingfaktor A, Lipoteichonsaure und einen ABC-
Transporter (YkpA) richteten [73, 221].

Eine weitere Vakzine, die das Oberflachenprotein IsdB von S. aureus beinhaltete, soll
ausfuhrlicher betrachtet werden. Sie wurde bei Risikopatienten flir postoperative S. aureus-
Infektionen eingesetzt, jedoch ohne Erfolg. Im Falle einer S. aureus-Infektion hatten vakzinierte
Patienten sogar eine hohere Letalitat als die Placebo-Gruppe [71]. Aktuell wird vor dem
Hintergrund der gescheiterten IsdB-Vakzine diskutiert, ob es durch die Induktion von
Antikorpern, die an die S. aureus-Zelloberflache binden, zu vernetzten Aggregaten von
S. aureus-Zellen kommt, die sich dann im Kaérper ausbreiten und die Infektion verstarken [195,
220].
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Doch warum scheiterten alle anti-S. aureus-Vakzine, die im Tiermodell erfolgversprechende
Resultate lieferten, bei der klinischen Erprobung am Menschen?

Eine Ursache konnte darin liegen, dass S. aureus-spezifische Antikérper beim Menschen
grundsatzlich keine Protektion vor S. aureus-Infektionen vermitteln konnen. Bei der Diskussion
dartiber wird vor allem ein Tiermodell angeftihrt, das zeigt, dass immunisierte B-Zell-defiziente
Mause keine hohere Anfalligkeit fur S. aureus-Infektionen aufweisen, immunisierte T-Zell-
defiziente Méuse jedoch sehr wohl [72, 215]. Ebenso wird in einigen Studien berichtet, dass
Menschen mit einem B-Zelldefekt (X-chromosomal vererbte Agammaglobulindmie) keine
hohere Anfélligkeit fur S. aureus-Infektionen besitzen [73]. Dagegen sind Menschen mit T-
Zelldefekten (HIV-Patienten), und hier vor allem mit Thl17-Zelldefekten (STAT3-HIES-
Patienten), tberaus anfallig fur S. aureus-Infektionen [69, 72, 125]. Aus diesen Griinden wird
von einigen Autoren die protektive Wirkung von spezifischen Antikorpern bei der Abwehr von
S. aureus angezweifelt [69, 72]. Dies muss aber kritisch betrachtet werden. So zeigt das oben
erwéhnte Mausmodell, dass T-Zell-defiziente Mause noch anfalliger fur S. aureus-Infektionen
sind als B-Zell-defiziente Mause, jedoch impliziert der T-Zell-Defekt auch einen Defekt bei der
T-Zell-abhingigen B-Zellaktivierung [215]. Ahnliches gilt fur die angefiihrten HIV-Patienten
[186]. Auch die Daten uber X-chromosomal vererbter Agammaglobulindmie sind nicht immer
eindeutig. Diese Patienten leiden vor allem im Alter von sechs Monaten, wenn die maternalen
Antikdrper aufgebraucht sind, an pyrogenen S. aureus-Infektionen [186].

Dass spezifische Antikorper vor S. aureus-Infektionen schiitzen kdnnen, haben Daten aus der
vorliegenden Arbeit bei STAT3-HIES-Patienten gezeigt. Sie hatten neben dem Th17-Zelldefekt
auch einen S. aureus-spezifischen IgG-Mangel, der, trotz des weiterhin bestehenden Th17-
Zelldefekts, durch Substitution S. aureus-spezifischer Antikorper behandelt werden kann [161-
164]. Auch in der Literatur wird von der protektiven Wirkung spezifischer 1gG-Antikdrper
berichtet. So schiitzen TSST-1- oder Hla-spezifische Antikodrper vor dem toxischen Schock-
Syndrom bzw. vor S. aureus-Infektionen. Das Vorhandensein grofRer Antikdrpermengen gegen
PVL oder SAgs ist mit einem milderen Verlauf von S. aureus-Pneumonie bzw. S. aureus-
Bakteriamie assoziiert [196, 200, 222, 223].

Es gibt also durchaus Ergebnisse, die zeigen, dass spezifische Antikdrper vor S. aureus-
Infektionen schiitzen. Das Scheitern der bisherigen anti-S. aureus-Vakzinen kénnte eine ganz

andere Ursache haben. Fur die Auswahl und Erprobung von S. aureus-Proteinen als
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Vakzinekandidaten werden Tiermodelle genutzt. Dabei werden M&use am hdufigsten
verwendet. Jedoch gibt es Argumente, die gegen die Maus als Modell fur S. aureus-Infektionen
sprechen [220]. S. aureus und seine Virulenzfaktoren sind sehr an den Wirt Mensch angepasst:
Fur die Eisenakquise verflgt 1sdB tber eine hdhere Affinitat gegeniiber humanem Hamoglobin
als gegenuber murinem Hamoglobin [224]. Die Chemotaxis-inhibierenden Proteine CHIPS und
SCIN sind humanspezifisch [225, 226]. Das Leukotoxin PVL wirkt vor allem auf humane
neutrophile Granulozyten zytotoxisch, jedoch im Vergleich dazu kaum zytotoxisch auf murine
neutrophile Granulozyten [227]. Bereits 0,001 pg/kg des SAgs SEA induzieren beim Menschen
Anzeichen eines toxischen Schock-Syndroms, wahrend sogar 4x10° pg/kg des SAgs TSST-1
bei der Maus noch nicht letal sind [220]. Ahnliches wird auch bei der Hla-Letalit4t vermutet
[220]. AuRerdem reagieren Mdause je nach genetischem Hintergrund unterschiedlich auf
Vakzinierungen gegen S. aureus. So sind BALB/c-Mause nach einer S. aureus-Hautinfektion
durch Antikorper und T-Zellen vor erneuten S. aureus-Hautinfektionen geschiitzt, C57BL/6-
Méause dagegen nicht [31]. Es ware durchaus denkbar, dass die auf der Basis von Mausmodellen
ausgewahlten Vakzinekandidaten nicht geeignet sind, um beim Menschen Schutz vor S. aureus-
Infektionen zu generieren. Der Suche nach geeigneten Tiermodellen wird in der aktuellen
Diskussion deshalb eine hohe Prioritat eingerdumt. Es kdmen z. B. Groftiere wie Rinder und
Schafe infrage, die naturliche Wirte fur S. aureus sind [228]. Dennoch wird allein schon aus
Kostengrinden das Mausmodell fir die Erprobung ausgewdahlter Vakzinekandidaten

unentbehrlich bleiben.

Um fir den Menschen geeignete Vakzinekandidaten zu finden, sollte als Alternative bzw. in
Ergénzung zu Tiermodellen die Antikdrperantwort bei Menschen im Detail untersucht werden.
Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten zeigen, dass bakteriamische Patienten mit besonders
viel S. aureus-spezifischem IgG vor einem schweren Infektionsverlauf geschitzt waren. Es
wurde eine 1gG-Signatur spezifisch fiir acht S. aureus-Proteinen ermittelt, die mit einem
milderen Krankheitsverlauf assoziiert war. Zudem konnte gezeigt werden, dass Patienten mit
einem geringeren Risiko an einer S. aureus-Infektion zu erkranken, viel S. aureus-spezifisches
IgG besaRen. Dagegen besalRen die sehr infektionsanfalligen STAT3-HIES-Patienten sehr
wenig S. aureus-spezifisches 1gG [161-164].

Diese Ergebnisse legen nahe, dass eine anti-S. aureus-Vakzine mdglichst gegen viele

(extrazellul&re) Proteine von S. aureus gerichtet sein sollte. Dies wiirde auch die hohe Diversitat
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innerhalb der Spezies S. aureus beriicksichtigen [76]. Experimentelle anti-S. aureus-Vakzinen,
die mehrere S. aureus-Proteine beinhalten, zeigen in Tiermodellen vielversprechende
Ergebnisse. So tiberleben mehr Mduse eine S. aureus-Infektion (i. p.), wenn sie vorher mit vier
S. aureus-Oberflachenproteinen (IsdA, I1sdB, SdrD und SdrE) immunisiert werden, als wenn sie
nur mit einzelnen Proteinen daraus immunisiert werden [229]. In einem Kaninchenmodell
schitzt eine multivalente anti-S. aureus-Vakzine, bestehend aus SAgs (SEB, SEC, TSST-1 und
SEIX) sowie aus Hamolysinen/Leukotoxinen (a-, B- und y-Hamolysine) vor S. aureus-
Pneumonien, sogar bei Infektionen mit verschiedenen S. aureus-Stammen [195]. Auch die
Kombination von S. aureus-Oberflachenproteinen (IsdB) und extrazellulédren Proteinen (o-
H&molysin) in einer Vakzine vermittelte in der Maus einen besseren Schutz bei S. aureus-
Bakteridmie als die Nutzung der einzelnen Proteine [230].

Mittlerweile sind die ersten multivalenten anti-S. aureus-Vakzinen in der klinischen Erprobung.
Pfizer erprobt eine aus vier S. aureus-Oberflachenproteinen bestehende Vakzine (CIfA, MntC,
CP5 und CP8; NCT01643941). Biota Pharmaceuticals testet eine Vakzine, die aus zwei
extrazellularen S. aureus-Proteinen besteht (PVL, Hla; NCT01011335). GSK (NCT01160172)
sowie Novartis (keine NCT-Nummer) haben jeweils eine tetravalente VVakzine entwickelt, deren

Inhalt nicht bekannt gegeben wurde [221].

Aus den Daten in der vorliegenden Arbeit und der aktuellen Literatur kann man eine anti-
S. aureus-Vakzinestrategie ableiten. Fir eine protektive Wirkung von IgG bei S. aureus-
Infektionen mussen groRe Mengen an spezifischem 1gG induziert werden. Diese sollten vor
allem extrazellulére S. aureus-Proteine binden. So kénnen diese z. B. neutralisiert werden. Es
sollte eine multivalente Vakzine in Betracht gezogen werden, da die Spezies S. aureus sehr
divers ist [76]. Acht Kandidatenproteine wurden in dieser Arbeit aus einem humanen Kontext
herausgearbeitet.

Bei der Uberpriifung des Erfolgs einer anti-S. aureus-Vakzine sollte das Ziel auch nicht das
Erreichen einer sterilen Immunitét sein, da diese durch IgG vermutlich nicht méglich sein wird
[201]. Dies kann vom Vorhandensein spezifischer 1gG-Antikérpern in Gesunden und bei
Patienten (CF und EB) nach berstandener S. aureus-Infektion abgeleitet werden: Trotz der
Antikorper sind sie nicht vor Besiedlung bzw. erneuter Infektion geschiitzt. Sie haben aber durch
die generierten Antikorper bei einer erneuten S. aureus-Infektion einen milderen
Infektionsverlauf [139, 140, 190, 222]. Die Erfolge der Therapie von HIES-Patienten mit IVIG
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belegen die direkte Schutzfunktion von IgG [161-164]. Ein erreichbares Ziel fir eine anti-
S. aureus-Vakzine wirde daher ein milderer und unkomplizierterer Verlauf von S. aureus-
Infektionen darstellen, d. h. ein klinischer Schutz im Gegensatz zu einer sterilen Immunitét
[201].

Dass S. aureus-spezifisches IgG nicht alleine entscheidend fiir den Verlauf von S. aureus-
Infektionen ist, lasst sich ebenfalls aus den Ergebnissen dieser Arbeit ableiten. Bei der Menge
des S. aureus-spezifischen IgGs gab es namlich einen relativ groRen Uberlappungsbereich, in
dem einige S. aureus-Bakteridmiepatienten vor einem schweren Verlauf geschitzt waren,
jedoch andere eine Sepsis entwickelten. Hier zeigte sich, dass neben Antikérpern auch andere
Faktoren bei der Abwehr von S. aureus ausschlaggebend sind. Dies kénnten z. B. Th17-Zellen

und neutrophilen Granulozyten sein.

5.4 Modulation der Immunantwort — Kann S. aureus Allergien induzieren?

S. aureus ist mit allergischen Erkrankungen assoziiert. Etwa 90 % aller AD-Patienten, 60 %
aller Patienten mit chronischer Rhinosinusitis mit Nasenpolypen (CRSwNP) und 87 % der
CRSwNP-Patienten, die zusatzlich an Asthma leiden, sind mit S. aureus besiedelt [111, 133].
Allergien sind durch chronische Entziindungen vom Typ 2 gekennzeichnet. Es ist nicht bekannt
ob S. aureus diese Patienten aufgrund ihrer Th2-dominierten Immunantworten so héufig
besiedelt, oder ob S. aureus in der Lage ist diese Th2-Immunantworten auszuldsen. Dies wird
im Zusammenhang mit dem Auftreten von SAg-spezifischem IgE bei CRSWNP in Kombination
mit Asthma diskutiert [133]. Der Vorteil, den eine Th2-dominierte Immunantwort S. aureus
bieten wirde, wére eine Schwéchung der Effektormechanismen fur die Abwehr des Bakteriums,
wie z. B. eine verminderte Produktion antimikrobieller Peptide [74].

Th2-Immunantworten und Allergien sind durch das Auftreten von allergenspezifischem IgE
gekennzeichnet. Bedingt durch die sehr geringen Konzentrationen von IgE im Serum von
Gesunden (0,16 pg/mL) ist es mit sehr viel Aufwand verbunden IgE-Bindung an Antigene bzw.
Allergene nachzuweisen, und es werden groRe Mengen Probenmaterial bendtigt [47, 231].
Jedoch kann hier durch die Verwendung von 1gG4 als Surrogatmarker fur eine Th2-

Immunantwort Abhilfe geschaffen werden. Der Klassenwechsels zu 1gG4 bendtigt ebenfalls
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klassische Th2-Zytokine (IL-4, IL-5 und 1L-13) [42, 48]. Allergenspezifische 1gG4-Antikorper
lassen sich typischerweise bei Allergien nachweisen [45].

5.4.1 Die Besonderheiten der 1gG4-Bindung an S. aureus-Proteine

In eigenen Vorarbeiten stellte sich heraus, dass die IgG4-Bindung in Seren von funf S. aureus-
Tragern an extrazellulare S. aureus-Proteine aus dem Kulturtiberstand sehr heterogen war.
Einige Trager zeigten viele 1gG4-Bindungsspezifitditen und bei anderen fehlte eine 1gG4-
Bindung an die S. aureus-Proteine fast vollstandig [155].

Diese initiale Beobachtung wurde in der vorliegenden Arbeit mit einer groReren Kohorte
verfolgt. Die Analyse der 1gG4-Bindung aus Plasmen von 16 S. aureus-Tragern und 16 Nicht-
Trégern zeigte, dass sich diese zwischen beiden Gruppen nicht unterschied, jedoch zwischen
den Spendern sehr heterogen ausfiel. In beiden Gruppen gab es Spender mit und ohne S. aureus-
spezifischem 1gG4. Auffallend war ein IgG4-Signal um 32 kDa bis 34 kDa, welches bei allen
Spendern mit S. aureus-spezifischem 1gG4 vorkam und bei einigen das einzige 1gG4-Signal
darstellte.

Auf 2D-Western Blots zeigte sich, dass die dominanteste 1gG4-Bindung an die S. aureus-
Proteine vor allem in Bereichen auftrat, in denen auch die S. aureus-Serinproteasen Spls
(S. aureus serine protease-like proteins) vorlagen [155]. Das 1gG4 bevorzugt an Spls bindet,
bestéatigte sich bei der Untersuchung der Antikdrperbindung an rekombinante Spl-Proteine. Spls
bilden eine Gruppe aus sechs Proteinen (SplA bis SplF), die auf einem Operon codiert sind.
84 % aller S. aureus-Stdmme besitzen mindestens eins der sechs Spl-Gene [232]. Ihre
physiologische Bedeutung ist noch nicht aufgeklart [93, 95-97]. Sie besitzen eine theoretische
molekulare Masse von etwa 26 kDa. Diese wich aufgrund des Laufverhaltens der Spls in der
eingesetzten Trennungsmethode von den theoretischen Werten ab, wie man es bei SDS-Gelen

haufig beobachtet.

5.4.2 S. aureus-Serinproteasen sind die dominanten 1gG4-bindenden Proteine

Die 1gG4-Bindung an SplC und SpID wurde in Seren von Patienten mit zwei immunologisch
gegensétzlichen Erkrankungen untersucht, die beide mit hohen S. aureus-Besiedlungsraten
verbunden sind: auf der einen Seite die AD, die durch ein Th2-Zytokinprofil geprégt ist, und
auf der anderen Seite Psoriasis, bei der ein Th1-Zytokinprofil dominiert [108-112, 114].
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Wie aufgrund des Zytokinprofils zu erwarten war, hatten AD-Patienten eine ausgepréagtere
IgG4-Bindung an S. aureus-Proteine und Spls als Psoriasis-Patienten. Die Menge von Hla-
spezifischem 1gG4 war bei beiden Erkrankungen gleich niedrig.

Es wurde bereits gezeigt, dass AD-Patienten SAg-spezifisches 1gG4 bilden. Dies findet man
jedoch bei Psoriasis-Patienten nicht [233]. Das Spl-spezifische 1gG4, das in dieser Arbeit bei
einigen Psoriasis-Patienten gemessen wurde, konnte bedeuten, dass die Spls die Qualitat der

Immunantwort beeinflussen kdnnen.

Viel antigenspezifisches 1gG4 kann auch die Folge einer starken humoralen Immunantwort auf
das Antigen sein. Um eine mogliche Verschiebung der Immunantwort zeigen zu kdnnen, wurde
in dieser Arbeit die spezifische 1gG1- und IgG4-Bindung in Seren von gesunden S. aureus-
Trégern und Nicht-Tragern an die Spls und an Hla ermittelt.

Das Verhdltnis von spezifischem 1gG4 zu spezifischem 1gG1 war bei den Spls groRer als bei
Hla. Die Unterschiede waren statistisch hochsignifikant.

Die Qualitat der Immunantwort auf die Spls im Vergleich zum Hla war folglich zum IgG4
verschoben. Da fir den 1gG4-Klassenwechsel Th2-Zytokine und Treg-Zytokine bendtigt
werden, kdnnten die Spls bei der Initiierung von Immunantworten vom Typ 2 eine Rolle spielen
[42, 44, 48]. Der zugrunde liegende Mechanismus oder die physiologischen Enzymsubstrate der
Spls sind aber noch nicht bekannt. Es wurde bislang nur gezeigt, dass im Fall von SplA, SpIB
und SplID bestimmte Aminosauresequenzen als Schnittstelle fiir die Proteaseaktivitat der Spls
essentiell sind [95-97]. Fir SpIC, SplE und SplIF hat man dagegen noch keine Schnittstellen
identifizieren kdnnen.

Interessant ist die Beobachtung, dass S. aureus-Trager bei SpIB, SplD und SplF
tendenziell eine stérkere Verschiebung zum 1gG4 besaBen als Nicht-Trager. 1gG4 wird
antigenspezifisch unter anderem bei chronischer Antigen-Exposition gebildet [42, 45]. Die
dauerhafte Besiedlung konnte die vermehrte Produktion von S. aureus-spezifischem 1gG4 bei

S. aureus-Tréagern erkldren [234].
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5.4.3 Spl-spezifische T-Zellen sezernieren Th2- und Treg-Zytokine

Spls sind die dominanten 1gG4-bindenden S. aureus-Proteine. Fir den Klassenwechsel zu 1gG4
sind vor allem Th2- (IL-4, IL-5, IL-13) und Treg-Zytokine (IL-10) nétig [42, 44]. Demnach
musste es auch spezifische Th2-Zellen und Tregs geben.
Um dies zu untersuchen, wurden T-Zelllinien von neun gesunden Spendern angefertigt und mit
Spls (auBer SplIC) oder Hla stimuliert. Die freigesetzten Zytokine wurden in den Zellliberstanden
bestimmt. Pro-inflammatorischen Zytokine wurden bei Stimulation der T-Zellen mit Spls in
geringeren Mengen sezerniert als bei Stimulation mit Hla. Jedoch sezernierten Spl- im Vergleich
zu Hla-stimulierten T-Zellen groRere Mengen von Th2-Zytokinen. Das anti-inflammatorische
Zytokin IL-10 befand sich bei mit Spl- und Hla-stimulierten T-Zellen in etwa gleichen Mengen
in den Uberstanden.
Diese Daten legen nahe, dass die Immunantwort der T-Zellen gesunder Spender bei Spls in
Richtung Th2 verschoben ist. Jedoch sind die produzierten Zytokinmengen abhangig von der
Anzahl der Antigen-spezifischen T-Zellen, die diese sezernieren. Im Blut gesunder Spender
hangt diese Zahl der antigenspezifischen T-Zellen vom jeweiligen S. aureus-Antigen ab und ist
interindividuell sehr variabel [165]. Deshalb wurden die Mengenanteile der anti-
inflammatorischen und Th2-Zytokine an allen gemessenen Zytokinen ermittelt und verglichen.
Dies ergab, dass der Anteil von IL-4, IL-5, IL-13 und IL-10 an allen gemessenen Zytokinen in
den Uberstanden der mit SplA stimulierten T-Zellen verglichen mit Hla signifikant groRer war.
Dieselbe Tendenz wurde auch bei den anderen Spls ermittelt. Der Anteil von IL-10 war bei allen
flinf getesteten Spls signifikant groRer als bei Stimulation der T-Zellen mit Hla.
Antigen-spezifische T-Zellen entstehen beim Kontakt des Immunsystems mit dem Antigen. Sie
kdnnen in verschiedene Phanotypen (z. B. Thl, Th2 und Treg) ausdifferenzieren. Dabei nimmt
das Zytokinmilieu Einfluss auf die Ausbildung des T-Zellph&notyps [14, 23]. Bei der
Stimulation von T-Zellen aus humanem Blut mit Antigenen in vitro werden bevorzugt die
bereits differenzierten Antigen-spezifischen T-Gedachtniszellen aktiviert und sezernieren je
nach T-Zellphanotyp unterschiedliche Effektorzytokine [1]. Ex vivo Stimulationsexperimente
mit Spls ergaben, dass die Spl-spezifischen T-Zellen IL-4, IL-5, IL-13 und IL-10 freisetzten.
IL-4, IL-5 und IL-13 werden von Th2-Zellen sezerniert und IL-10 von Tregs [235]. Demnach
befanden sich Spl-spezifische Th2-Zellen und Tregs im Blut gesunder Spender. Dies passt zur
Beobachtung von Spl-spezifischen 1gG4-Antikoérpern, fir deren Bildung Th2- und Treg-
Zytokine noétig sind [42, 44]. IL-4, IL-5 und IL-13 fiihren zur Aktivierung von Mastzellen,
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eosinophilen und basophilen Granulozyten, sowie zum IgE-Klassenwechsel [236]. Im
Gegensatz zu den Spls flihrte die Stimulation der T-Zellen mit Hla eher zur Sekretion von pro-
inflammatorischen Zytokinen, wie sie von Th17-Zellen (IL-17) und Th1-Zellen (IFN-y) gebildet
werden [235]. Besonders hohe Werte von IL-6 und zum Teil TNF wurden in diesen Uberstanden
ebenfalls gefunden. IL-6 wirkt zusammen mit TNF antagonistisch auf Tregs und IL-6 ist
auBerdem fir die Induktion von Th17-Zellen wichtig [28, 29, 237]. Hla kann demnach die
Immunantwort in Richtung Th1l- und Th17-Zellen vorantreiben, was fur die Abwehr von
S. aureus wichtig ist [69, 72].

Was konnte der Grund fir die Produktion von Spls sein? Maoglicherweise kann S. aureus durch
Spls die Qualitat der Immunantwort am Ort der Besiedlung bzw. Infektion beeinflussen. Th2
Zytokine fuihren zur Schwéachung von Effektormechanismen fiir die Abwehr von S. aureus [74].
Deshalb ergeben sich durchaus Uberlebensvorteile fir den Mikroorganismus, wenn solche

Zytokine freigesetzt werden.

5.4.4 Spl-spezifisches IgE

Wie zu Beginn erwéhnt, kann IgG4 als Surrogatmarker fur eine Th2-Antwort herangezogen
werden. So findet man typischerweise bei Pollen- und Hausstaubmilbenallergikern
allergenspezifisches 1gG4 und IgE [45]. Viele Allergene sind Proteasen (vor allem
Serinproteasen), die durch ihre enzymatische Aktivitadt Zellverbindungen lockern und/oder
Protease-aktivierte Rezeptoren (PARs) auf Zellen aktivieren konnen. Die Auflésung der
epithelialen Barriere erleichtert das Eindringen von Allergenen in den Organismus, die
Aktivierung von PARs induziert die Expression von Th2-Zytokinen [53, 54, 238-241]. Da die
Spls zu dieser Klasse von Proteinen gehdren, kdnnten sie klassische Allergene darstellen. Um
diese Hypothese zu untermauern, musste Spl-spezifisches IgE nachgewiesen werden.

Um Spl-spezifisches IgE zu detektieren, wurde ein ELISA entwickelt. Die IgE-Bindung an den
Spls (auBer SpIC) und an Hla wurde in Seren von gesunden S. aureus-Tragern und Nicht-
Tragern, Asthma-Patienten, CF-Patienten und AD-Patienten ermittelt. CF-Patienten besal3en im
Vergleich zu den gesunden Kontrollen mehr IgE mit Spezifitat fir alle flnf getesteten Spls. Bei
Asthma-Patienten lie3 sich vermehrte spezifische IgE-Bindung an SplA, SpID, SplE und SplF

messen.
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Bereits gesunde S. aureus-Trager und Nicht-Tréger pragen also eine Th2- und Treg-getriebene
Immunantwort gegen die Spls aus. Die Spl-spezifischen IgE-Werte von Patienten, die mit
S. aureus in der Lunge kolonisiert/infiziert sind, waren dartiber hinaus noch hochsignifikant
erhoht. Dagegen zeigten AD-Patienten, deren Hautlasionen regelmélRig mit S. aureus
kolonisiert oder infiziert sind, keine erhohten Spl-spezifischen IgE-Werte im Serum, obwohl sie
viel S. aureus-spezifisches 1gG4 besaflen. Entweder bilden AD-Patienten kein Spl-spezifisches
IgE, oder es ist nur lokal vorhanden. In der Tat deckt das IgE-Repertoire im Serum nicht alle
vorhandenen Spezifitaten im Korper ab [231]. Dies wurde auch bei CRSwWNP-Patienten gezeigt,
von denen viele lokal im Nasenpolypengewebe SAg-spezifisches IgE besitzen, wéhrend dieses
im Serum nicht messbar ist [242]. SAg-spezifisches IgE ist bei CRSWNP mit der Entwicklung
von Asthma assoziiert [127]. Bei asthmatischen CRSwNP-Patienten kommt SAg-spezifisches
IgE vermehrt lokal im Polypengewebe vor und lasst sich auch systemisch im Serum der
Patienten messen (etwa 50 % der Seren aller Asthmatiker, 13 % Seren gesunder Kontrollen)
[243, 244]. Moglicherweise gibt es ein dahnliches Phdnomen bei den Spls. Es kdnnte auch sein,
dass sich das physiologische Substrat der Spls bevorzugt in der Lunge befindet. Wenn z. B.
spezifische Zellrezeptoren in der Lunge durch die Spls aktiviert werden, kdnnte dies eine Th2-
getriebene Immunantwort auslosen. Dies wirde erklaren, weshalb Patienten, die mit S. aureus

in der Lunge infiziert sind, so groRe Mengen Spl-spezifisches IgE im Serum haben.

5.4.5 Allergene von S. aureus — Schlussfolgerungen und Ausblick

Eine Veranderung der Immunantwort in Richtung anti-Inflammation und weg von einer
schitzenden Th1/Th17-Antwort ist fir das Uberleben von S. aureus bei der Besiedlung bzw.
Infektion des humanen Wirts von Vorteil. Eine solche Immunmodulation wére ein Wirksamer
Immunescape-Mechanismus. Hinweise darauf, dass S. aureus Proteine mit entsprechender
Funktion besitzt, sind die IgE-Bindung an SAgs bei CRSwWNP- und Asthma-Patienten sowie
IgE-Bindung an das Fibronektin-bindende Protein bei AD-Patienten. Bei Asthma und AD
korrelieren die spezifischen IgE-Mengen mit dem Schweregrad der Erkrankung. Neben den
genannten S. aureus-Proteinen wird auch Protein A als ,,Superallergen ein Th2-treibendes
Potenzial zugeschrieben. Es kreuzvernetzt IgE-Antikorper auf Mastzellen und fiihrt so zu deren
Degranulation [245]. Eine Antikorper-unabhéngige Aktivierung von Mastzellen durch das
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S. aureus-Protein delta-Toxin wurde auch beschrieben [246]. Dadurch kann sich ein
Mikromilieu bilden, das eine Entziindung vom Typ 2 ausldst oder vorantreibt.

Im Fall von SAgs kann nicht unterschieden werden, ob sie eine Th2-Antwort initiieren kdnnen,
oder lediglich eine bereits vorherrschende lokale Th2-Antwort durch ihre antigenunabhéngige
T-Zellaktivierung verstarken. Dagegen postulieren wir, dass die in dieser Arbeit vorgestellten
Spls Allergien verursachen kdnnen. Das starkste Argument dafur ist ihre Fahigkeit, bei Mdusen
Entziindungen vom Typ 2 in der Lunge und den lokalen Lymphknoten auszul6sen, wenn sie
wiederholt intratracheal appliziert wurden. Adjuvanzien waren dafur nicht notwendig
(personliche Mitteilung Dr. Olga Krysko). Aber auch die Tatsache, dass bereits gesunde
Erwachsene Spl-spezifische Immunantworten vom Typ 2 entwickeln, ist ein starker Hinweis
auf eine Schrittmacherfunktion dieser bakteriellen Proteasen bei der Entwicklung von Allergien.
Falls sich bestétigt, dass S. aureus in den Atemwegen Allergien auslésen und unterhalten kann,
muss diese neue Erkenntnis auch in die Therapieansatze fir die betroffenen Patienten einflie3en.
Es leuchtet ein, dass Allergien gegen Bakterien, die die Atemwege besiedeln, refraktar
gegeniber der etablierten Asthmatherapie sein werden.

Angesichts der Bedeutung der allergischen Atemwegserkrankungen muss die Fragestellung
dieser Arbeit in der Zukunft intensiv weiterverfolgt werden. Die Aufklarung der moglichen
urséchlichen Beteiligung von S. aureus an der Pathogenese von Allergien muss hochste Prioritét
haben. Dafir sollte die Charakterisierung der Spl-spezifischen Antikorper- und vor allem der T-
Zellantworten auf (weitere) Patientenkohorten ausgeweitet werden. Als erster Schritt bieten sich
CF- und Asthma-Patienten an, die besonders viel Spl-spezifisches IgE besitzen. Die T-
Zellantwort dieser Patienten auf Spls wird sich wahrscheinlich von der T-Zellantwort gesunder
Probanden deutlich unterscheiden. Auch die funktionelle Charakterisierung Spl-spezifischer
IgE-Antikorper, beispielsweise durch Mastzell-Degranulationsassays in vitro, wére dazu
geeignet, die mogliche Rolle von Spls als S. aureus-Allergene zu beleuchten. Des Weiteren
mussen die physiologischen Substrate der Spls gefunden werden. Hierbei sollte die Lunge in
den Fokus geriickt werden.

142



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Staphylococcus (S.) aureus besiedelt etwa 30 % aller gesunden Menschen. Jedoch ist das
Bakterium auch als Infektionserreger geflirchtet und kann, besonders bei
immunkompromittierten Patienten im Krankenhaus, viele unterschiedliche Infektionstypen
verursachen. Infektionen mit S. aureus kénnen sowohl lokal auftreten, wie z. B. Haut- und
Bindegewebsinfektionen oder Osteomyelitis, als auch systemisch und dann zu Bakteridmien
oder sogar Sepsis fuhren. S. aureus ist der zweith&ufigste VVerursacher von Bakteridmien. Durch
die  Einfuhrung von  Antibiotika und durch  bessere intensivmedizinische
Behandlungsmaglichkeiten sank die Letalitat der S. aureus-Bakteriamie von 80 % in der pré-
Antibiotika-Ara auf heute 20 %. Entsteht jedoch eine Sepsis, steigt die Letalitit mit
zunehmenden Schweregrad auf bis zu 86 % an.

S. aureus ist ein prominentes Beispiel fur die aktuelle Antibiotika-Krise, die von der WHO als
eine grolle Gefahr fir die Weltgesundheit im 21. Jahrhundert eingeschétzt wird. Resistenzen
gegenuiber zahlreichen Antibiotika erfordern neue Praventions- und Therapieansatze gegen
S. aureus-Infektionen. ldeal wére eine anti-S. aureus-Vakzine, bisher sind jedoch alle
Vakzinekandidaten in der klinischen Prifung gescheitert. Da alle getesteten Vakzinen eine
starke Antikorperantwort zum Ziel hatten und dieses Ziel auch meist erreicht wurde, wird
aktuell von einigen Experten bezweifelt, dass S. aureus-spezifische Antikorper Uberhaupt
protektiv wirken kdnnen. Dagegen werden nun Th17-Zellen als entscheidende Komponente des
Immunsystems bei der Abwehr von S. aureus angesehen.

Um die Rolle von Antikorpern bei S. aureus-Infektionen zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit
ein Verfahren entwickelt, um die 1gG-Bindung an S. aureus-Proteine zu quantifizieren. Als
Antigene standen Bakterienzellen und extrazellulare Proteine aus dem bakteriellen
Kulturiiberstand sowie rekombinante S. aureus-Proteine zur Verfligung. Eigens flr diesen
Zweck wurde eine Protein A-negative Mutante des S. aureus-Stamms USA300 (USA300Aspa)
hergestellt. Diese Bakterien wurden unter Eisenlimitation kultiviert, da sich herausgestellt hat,
dass sich dadurch mehr Informationen Uber die IgG-Bindung an S. aureus-Proteine erhalten
lieRen. Es wurden Seren von gesunden Probanden und von verschiedenen Patienten-Kohorten
getestet. Seren von Patienten mit S. aureus-Bakteridmie aus einer prospektiven klinischen

Studie wurden von Kooperationspartnern in den USA zur Verfligung gestellt. AuBerdem
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wurden Seren von Patienten mit zystischer Fibrose (CF) und Hyper-lgE-Syndrom (HIES)
untersucht. Beide Patientengruppen entwickeln haufig S. aureus-Infektionen der Lunge. Jedoch
sind CF-Patienten aus bisher unbekannten Griinden vor systemischen S. aureus-Infektionen
geschiitzt. HIES-Patienten dagegen leiden unter wiederholten generalisierten Infektionen mit
S. aureus, die nicht selten das Leben der Patienten bedrohen und aggressive anti-mikrobielle
Therapie erfordern. Bei HIES-Patienten wird der bestehende Th17-Zelldefekt als Ursache fur
die schweren Infektionen angesehen. Die IgG-Antwort von HIES-Patienten auf S. aureus wurde
jedoch noch nicht genauer untersucht.

In der Studie mit den S. aureus-Bakteriamiepatienten stellte sich heraus, dass die Patienten, die
zu Beginn der Erkrankung viel S. aureus-spezifisches 1gG im Serum besal3en, ein geringeres
Risiko hatten, im Krankheitsverlauf eine Sepsis zu entwickeln. Mit einem Multiplex-Assay mit
der auf dem Luminex-System beruhenden Flexmap3D-Technik wurde in den Seren der
Patienten die IgG-Bindung an 64 rekombinante S. aureus-Proteine quantifiziert. Dieser Test mit
molekular definierten S. aureus-Antigenen bestatigte, dass Patienten, die sich ohne septische
Komplikation von ihrer Bakteridamie erholten, mehr spezifisches IgG gegen 21 der untersuchten
rekombinanten S. aureus-Proteine im Serum aufwiesen als spétere Sepsispatienten. Vor allem
die 1gG-Bindung an extrazellulare S. aureus-Proteine war informativ und ermdglichte die
Stratifizierung der Patienten nach ihrem Sepsisrisiko. Daflr genugte die Information tber die
IgG-Bindung an acht der rekombinanten S. aureus-Proteine (Plc, SspB, IsaA, SACOL0444,
SEM, SACOL0985, GIpQ, HIgC). Die Sensitivitat betrug dabei 76 % und die Spezifitat 74 %.
In den Seren von CF-Patienten fand sich mehr S. aureus-spezifisches 1gG als in Seren von
Gesunden. Dagegen besal’en HIES-Patienten weniger spezifisches 1gG als gesunde Kontrollen.
Nach IVIG-Substitution kam es zu einem Anstieg des spezifischen 1gGs im Serum von HIES-
Patienten.

Die Daten zeigen, dass Erreger-spezifische Antikorper bei S. aureus-Bakteriamie zumindest als
Marker fur die Protektion vor einem schweren Verlauf angesehen werden koénnen. Denn
Patienten, die viel S. aureus-spezifisches 1gG gegen extrazellulére S. aureus-Proteine im Serum
hatten, waren vor der Entwicklung einer S. aureus-Sepsis besser geschutzt als solche mit
geringen Mengen spezifischer Antikorper. Hinweise, dass die spezifischen Antikdrper sogar
protektiv wirken, zeigten Untersuchungen der Seren von HIES-Patienten. Neben ihrem Th17-
Zelldefekt mangelte es ihnen auch an S. aureus-spezifischen IgG-Antikérpern. Neue

Therapiestrategien bei HIES setzen neben der Antibiotikatherapie auf die Substitution mit
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humanem IgG. Damit gelingt es, bei diesen immunkompromittierten Patienten S. aureus-
Infektionen vorzubeugen. Das heil3t, dass diese Patienten trotz ihres Th17-Zelldefekts S. aureus
besser abwehren kénnen, wenn ihnen IgG-Préparationen zugefihrt werden, die aus dem Plasma
gesunder Blutspender gewonnen werden und groe Mengen von anti-S. aureus-Antikorpern
enthalten. Diese Daten verdeutlichen das mogliche Potenzial von 1gG bei der Protektion vor
S. aureus-Infektionen. Sie zeigen, dass es flr eine Protektion entscheidend ist, dass bereits zu
Beginn der systemischen Infektion 1gG-Antikdrper in moglichst groRen Mengen vorhanden sind
und dass diese sich gegen mdoglichst viele extrazelluldre S. aureus-Proteine richten. Es deutet
alles darauf hin, dass nur eine multivalente Vakzine Erfolg verspricht. Eine solche
Vakzinestrategie entsprache auch der Heterogenitéat der Spezies S. aureus in der Ausstattung
einzelner Stamme mit Virulenzfaktoren. Acht bakterielle Kandidatenproteine fur eine

zukiinftige anti-S. aureus-Vakzine wurden in dieser Arbeit identifiziert.

Neben den beiden Rollen als Kommensale und als Pathogen, wird tber eine dritte Rolle von
S. aureus diskutiert: S. aureus als Allergen. Die Empféanglichkeit fiir eine S. aureus-Besiedlung
ist bei Th2-dominierten Erkrankungen erhéht. So sind Patienten mit atopischer Dermatitis (AD)
oder chronischer Rhinosinusitis mit Nasenpolypen (CRSwNP) wesentlich h&aufiger mit
S. aureus-kolonisiert als gesunde Individuen. S. aureus-spezifisches IgE gegen Superantigene
(SAgs) wurde bei beiden Erkrankungen bereits beschrieben. Die Menge des SAg-spezifischen
IgEs im Serum korreliert positiv mit dem Schweregrad der Erkrankungen. SAg-IgE ist bei
CRSwWNP mit der Entstehung von Asthma assoziiert. Deswegen werden SAgs als S. aureus-
Allergene diskutiert. Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass SAgs aufgrund ihrer
Fahigkeit T-Zellen antigenunabhangig zu aktivieren, lediglich bestehende lokale Th2-
Immunantworten verstérken. Deshalb sollte in dieser Arbeit nach klassischen S. aureus-
Allergenen gesucht werden.

Allergene konnen eine Entzindungsreaktion vom Typ 2 auslosen; charakteristisch sind
Allergen-spezifische Th2-Zellen und vor allem spezifisches IgE. Die Identifizierung der
Spezifitaten von IgE ist jedoch anspruchsvoll, bedingt durch die sehr geringen Konzentrationen
von Serum-IgE. Jedoch wird ein &hnliches Zytokinprofil wie beim IgE-Klassenwechsel auch
beim Klassenwechsel zu 1gG4 bendtigt. Diese 1gG-Subklasse wird bei klassischen Th2-
Immunantworten parallel mit allergenspezifischem IgE gebildet. Deshalb wurde 1gG4 in dieser

Arbeit als Surrogatmarker fiir eine Th2-Immunantwort herangezogen. In eigenen Vorarbeiten
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konnte gezeigt werden, dass sowohl Spezifitdten des S. aureus-spezifischen 1gG4s als auch
deren Mengen bei gesunden Spendern sehr variabel ist.

Bei der Untersuchung der 1gG4-Bindung aus Plasmen gesunder Kontrollen an extrazellulére
S. aureus-Proteine stellten sich S. aureus-Serinproteasen (SplA bis SplF) als die dominanten
IgG4-bindenden Proteine heraus. Funf Spls wurden kloniert und als Tag-freie rekombinante
Proteine hergestellt. SpIC liel? sich in diesem Expressionssystem nicht rekombinant herstellen.
Zum Vergleich diente das S. aureus-Protein alpha-Hamolysin (Hla). Das Verhaltnis des
spezifischen 1gG4 zu 1gG1 im Serum war bei den Spls im Vergleich zu Hla signifikant erhoht.
Die Analyse von Spl- und Hla-spezifischen T-Zellen aus Vollblut zeigte dann, dass Hla-
spezifische T-Zellen vor allem pro-inflammatorische Zytokine (IFN-y, TNF, IL-6, IL-17)
sezernierten, Spl-spezifische T-Zellen dagegen eher Th2-Zytokine (IL-4, IL-5, IL-13) und das
anti-inflammatorische Zytokin IL-10. Entsprechend grof3 war der Anteil von Th2-Zytokinen und
vor allem IL-10 an den gemessenen Zytokinen im Uberstand von Spl-spezifischen T-Zellen, im
Vergleich zu Hla-spezifischen T-Zellen derselben Blutspender. Diese Befunde deuten darauf
hin, dass die Spls eine Immunreaktion vom Typ 2 auslésen kdnnen. Dies ist bemerkenswert,
weil die meisten S. aureus-Antigene eine Th1l/Thl7-Antwort ausldsen, welche einer Th2-
Antwort entgegenwirken sollte. Hauptmerkmal einer Typ 2-Reaktion ist jedoch die Bildung von
spezifischem IgE. Deshalb wurde in dieser Arbeit ein ELISA-System fiir den Nachweis von
Spl-spezifischem IgE etabliert. Mit diesem Test lieR sich tatsachlich Spl-spezifisches IgE im
Serum messen. Die Mengen des spezifischen IgEs waren bei Asthma- und CF-Patienten
signifikant hoher als bei gesunden Personen.

Insgesamt zeigen die Daten, dass bereits bei gesunden Probanden die Immunantwort gegentiber
Spls in Richtung einer Typ 2 Inflammation verschoben ist. Spls scheinen in der Lage zu sein,
durch die Induktion eines entsprechenden Zytokinprofils die Qualitat der Immunantwort auf
S. aureus zu modulieren. Dies wiare vorteilhaft fiir das Uberleben von S. aureus in seinem
(menschlichen) Wirt. 1gG4-Antikorper konnen beispielsweise keine pro-inflammatorischen
Effektormechanismen aktivieren, und Th2-Zytokine vermindern die Synthese von
antimikrobiellen Peptiden. Bei entsprechend prédisponierten Menschen konnte die
Immunantwort durch Spls in Richtung Th2 entgleisen. Dann wirde allergenspezifisches IgE
synthetisiert und eine Allergie ausgelost werden. Patienten, deren Lunge mit S. aureus

besiedelt/infiziert war, besalen besonders viel Spl-spezifisches IgE.
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Eine addquate Immunreaktion gegen S. aureus ist essentiell fur die Abwehr des
Mikroorganismus. Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen heraus, dass S. aureus-spezifische
Antikdrper — entgegen der Meinung einiger Experten — einen positiven Beitrag leisten kdnnen,
indem sie vor schweren Infektionsverlaufen schutzen. Es werden Vorschlage fir die
Zusammensetzung einer auf Antikorpern basierenden anti-S. aureus-Vakzine aufgezeigt. In
Anbetracht der zunehmenden Antibiotikaresistenzen, muss der weiteren Entwicklung einer
solchen Vakzine eine hohe Prioritidt als alternative Praventions- und/oder Behandlungs-
mdoglichkeit bei S. aureus-Infektionen zugeschrieben werden.

Aber die Immunreaktion gegen S. aureus kann auch pathologische Folgen haben. Die
Ergebnisse dieser Arbeit stiitzen die Hypothese, dass S. aureus Allergien verursachen kann. Sie
liefern auRerdem starke Hinweise darauf, dass Spls dabei als Allergene eine Schlisselrolle
einnehmen. Diese Erkenntnis ist neu und unerwartet. Angesichts der weltweiten Bedeutung von
Allergien, besonders von Asthma, muss die mdgliche Rolle der Spls bei deren Pathogenese mit
hoher Prioritat weiter aufgeklart werden.
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8 Anhang

8.1 Anhang Abbildungen
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Abb. 8.1: Austausch des Spa-Gens mit dem EryR-Gen im S. aureus-Stamm USA300 durch Transduktion.
Nach erfolgter Transduktion wurde mittels PCR das Spa-Gen bzw. das EryR-Gen amplifiziert und die Produkte in
einem 1,5%-igem Agarosegel aufgetrennt. Der Stamm USA300 besal} eine spa-Bande, aber keine eryR-Bande.
Demgegeniber besaR der transduzierte USA300Aspa-Stamm keine spa-Bande, aber eine eryR-Bande. Demnach
wurde hier das Spa-Gen durch homologe Rekombination mit dem EryR-Gen erfolgreich ausgetauscht. Kontrollen:

Mastermixkontrolle (MM), S. aureus N315 (spa*, eryR’), E. coli BL21 (spa;, eryR).
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Abb. 8.2: Etablierung des Simple Western Assays. Extrazelluldre Proteine aus dem Kulturiiberstand von
S. aureus USA300Aspa (stationdre Wachstumsphase, 600 uM 2,2'-Bipyridyl) wurden in Glaskapillaren nach ihrer
molekularen Masse aufgetrennt und mit humanen Seren (1:500) inkubiert. Die IgG-Bindung an die S. aureus-
Proteine wurde mittels Peroxidase-konjugiertem Sekundérantikdrper (Ziege anti-human I1gG (Fc-spezifisch),
Dianova) detektiert. Dieser wurde fiir die Etablierung in zwei Konzentrationen eingesetzt (0,8 pg/mL A,
0,16 pg/mL B). Die Konzentration von 0,16 pg/mL diskriminierte dabei die Antikdrperbindung der Seren an die
S. aureus-Proteine am besten. Hierbei wurde mit 10s ein optimales Signal-Rausch-Verhaltnis ohne

,,2Ausbrenneffekte* erreicht.
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Abb. 8.3: Antikdrperbindungsmuster an verschiedene S. aureus-Proteome, adaptiert nach [155]. Die
extrazelluldren Proteine aus dem Kulturiiberstand und die intrazellul&ren Proteine von S. aureus 8325Aspa wurden
in 2D-Gelen aufgetrennt und auf PVDF-Membranen Ubertragen. Ein Serumpool (20 humane Seren, 1:10 000)
diente als Priméarantikorper fur die Entwicklung der 2D-Western Blots. Antikdrperbindung an die S. aureus-
Proteine wurde mittels Peroxidase-konjugiertem Sekundarantikdrper detektiert (Ziege anti-human 1gG (H+L),
Dianova, 8 ng/mL). Die meisten Antikdrperbindungen wurden an extrazelluldre S. aureus-Proteine aus der
stationdren Wachstumsphase detektiert.

Abkiirzungen: ec, extrazelluldr; log, logarithmische Wachstumsphase; ic, intrazelluldr; stat, stationére

Wachstumsphase.
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Abb. 8.4: S. aureus-Stamme-abhiingiger Einfluss verschiedener 2,2'-Bipyridyl-Konzentrationen auf die
Antikorperbindungsmuster in 2D-Western Blots. Die extrazelluldren Proteine aus dem Kulturiberstand von
302Aspa und  USA300Aspa  (stationdare = Wachstumsphase),  kultiviert  bei  eisenlimitierenden
Wachstumsbedingungen (300 uM bzw. 600 uM 2,2’-Bipyridyl) und mit Zugang zu Eisen (TSB-Kontrolle), wurden
in 2D-Gelen aufgetrennt und auf PVDF-Membranen (bertragen. Ein Serumpool (20 humane Seren, 1:10 000)
diente als Primarantikdrper fur die Entwicklung der 2D-Western Blots. Antikdrperbindung an die S. aureus-
Proteine wurde mittels Peroxidase-konjugiertem Sekundarantikdrper detektiert (Ziege anti-human 1gG (H+L),
Dianova, 4 ng/mL). Wahrend bei 302Aspa bereits ab einer 2,2'-Bipyridyl-Konzentration von 300 pM neue
Antikdrperbindungen detektiert wurden, war dies bei USA300Aspa erst mit 600 uM 2,2'-Bipyridyl moglich.
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Abb. 8.5: Korrelation des Krankheitsverlaufs mit den Gesamt-lgG-Mengen im Serum der Patienten.
Dargestellt sind die Daten der Patienten aus den Simple Western Assays und der Flexmap3D Analysen. Die Menge
an Serum-lgG war, unabhéngig vom Verlauf der Erkrankung, in allen Patienten gleich verteilt. Die Daten wurden
von Professor Dr. Mary-Claire Roghmann (University of Maryland, USA) zur Verfligung gestellt.

Jeder Punkt repréasentiert das Ergebnis eines Serums. Gezeigt werden Mediane und Interquartilsabstande.
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Abb. 8.6: Korrelation des Krankheitsverlaufs mit den spezifischen IgG-Mengen gegen die S. aureus-
Zelloberflache. Die 1gG-Bindung aus 46 Patientenseren (ab 1:2 500, seriell 1:5 verdiinnt) an USA300Aspa-Zellen
(stationdre Wachstumsphase, 600 uM 2.2'-Bipyridyl) wurde mittels ELISA quantifiziert (Sekundarantikérper
Ziege anti-human IgG (Fc-spezifisch), Dianova, 26,7 ng/mL). Die Einteilung der Patienten in Quartile nach ihren
spezifischen 1lgG-Mengen zeigte, dass 63 % aus dem unteren Quartil und 36 % aus dem oberen Quartil eine Sepsis

entwickelten.
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Abb. 8.7: 1gG-Bindung an die 20 rekombinanten S. aureus-Proteine, die im Flexmap3D Assay die Patienten

am besten nach ihrem S. aureus-Bakteridmieverlauf stratifizieren konnten. Spezifisches IgG als Titer (AU)

angegeben (*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; Mann-Whitney Test). Jeder Punkt reprasentiert das Ergebnis

eines Serums. Gezeigt werden Mediane und Interquartilsabstande. Abkirzungen: AU, arbitrary units.
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Abb. 8.8: Fortsetzung der Abbildung auf den néchsten Seiten.
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Fortsetzung Abb. 8.8: 1gG-Bindung an die rekombinanten S. aureus-Proteine, die im Flexmap3D Assay
(S. aureus-Bakteriamiepatienten) eingesetzt wurden. Spezifisches 1gG als Titer (AU) angegeben (*, p < 0,05;
Mann-Whitney Test).
Jeder Punkt représentiert das Ergebnis eines Serums. Gezeigt werden Mediane und Interquartilsabstande.
Abkiirzungen: AU, arbitrary units.
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Abb. 8.9: S. aureus-spezifisches 1gG in IVIG-Praparaten. Die 1gG-Bindung aus zwei IVIG-Praparaten an

extrazelluldre Proteine aus dem Kulturiiberstand von USA300Aspa (A) und S. aureus-Zellen (B) (stationére

Wachstumsphase, 600 pM 2.2’-Bipyridyl) wurde mittels Simple Western Assay, bzw. ELISA quantifiziert

(Sekundérantikdrper Ziege anti-human 1gG (Fc-spezifisch), Dianova, 0,16 pg/mL, bzw. 26,7 ng/mL). In beiden

IVIG-Praparaten war S. aureus-spezifisches 1gG nachweisbar. Die Préparate mussten fur die Messung

entsprechend verdiinnt werden, um ,,Ausbrenneffekte* im Simple Western Assay zu vermeiden (vgl. 4.1.1).

Abkurzungen: AUC, Flache unter der Kurve.
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Abb. 8.10: S. aureus-spezifisches 1gG1 und 19gG4 in Seren gesunder S. aureus-Tréger, adaptiert nach [155].
Die extrazelluléren Proteine aus dem Kulturiiberstand der S. aureus-Stdmme (stationdre Wachstumsphase), wurden
in 2D-Gelen aufgetrennt (S. aureus-Proteom) und auf PVDF-Membranen tbertragen. Die Seren (1:10 000) der
S. aureus-Trager (A bis E) dienten als Priméarantikorper auf den 2D-Western Blots. 1gG1- bzw. 1gG4-Bindung an
die S. aureus-Proteine wurde mittels Peroxidase-konjugiertem Sekundérantikérpern nachgewiesen (0,1 pg/mL).
Wiahrend die IgG1-Bindung relativ homogen ausfiel, unterschieden sich die S. aureus-Trager stark in ihrer
spezifischen 1gG4-Bindung (z. B. S. aureus-Trager A und B).

Abkurzungen: Spls, S. aureus-Serinproteasen.
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Abb. 8.11: 1gG4-Bindung an S. aureus-Serinproteasen (Spls). Die 1gG4-Bindung aus zwei Plasmen (1:50) an
rekombinante Spls (SpIC (35 kDa) und SpID (34 kDa)) wurde mittels Simple Western Assay detektiert (Maus anti-
human 1gG4, 10 ug/mL). Ein Plasma mit welchem gegen extrazelluldre S. aureus-Proteine aus dem

Kulturliberstand mehrere 1gG4-Signale detektierbar waren und ein Plasma mit welchem nur ein 1gG4-Signal gegen

extrazellulére S. aureus-Proteine aus dem Kulturliberstand detektierbar war, zeigten beide 1gG4-Bindung an die

Spls.
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Abb. 8.12: Spezifisches 1gG1 gegen S. aureus-Serinproteasen und Hla in gesunden S. aureus-Tragern (n=19)
und Nicht-Tragern (n=27). Die Seren wurden im ELISA seriell verdunnt, die IgG1-Bindung mit Peroxidase-
konjugierten Sekundarantikdérper (Maus anti-human 1gG1, 100 ng/mL) detektiert und die Halbmaximale OD4so mit
der Verdiinnung an diesem Punkt multipliziert. S. aureus-Trager besalen tendenziell mehr IgG1 gegen SpiB, SpID,
SplE und SplF als Nicht-Tréger.

Jeder Punkt reprasentiert das Ergebnis eines Serums. Gezeigt werden Mediane und Interquartilsabsténde.
Abkiirzungen: AU, arbitrary units.
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Abb. 8.13: Spezifisches IgG4 gegen S. aureus-Serinproteasen und Hla in gesunden S. aureus-Tragern (n = 19)
und Nicht-Tréagern (n =27). Die Seren wurden im ELISA seriell verdiinnt, die 1gG4-Bindung mit Peroxidase-
konjugierten Sekundarantikdrper (Maus anti-human 1gG4, 100 ng/mL) detektiert und die Halbmaximale ODaso mit
der Verdunnung an diesem Punkt multipliziert. S. aureus-Tréger besalRen signifikant mehr 19G4 SplE (p = 0,0192,
Mann-Whitney Test) als Nicht-Tréager.

Jeder Punkt reprasentiert das Ergebnis eines Serums. Gezeigt werden Mediane und Interquartilsabsténde.
Abkilrzungen: AU, arbitrary units.
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Abb. 8.14: 1gG4/1gG1-Quotienten gegen S. aureus-Serinproteasen und Hla in gesunden S. aureus-Tragern
(n=19) und Nicht-Tragern (n = 27). Die Seren wurden im ELISA seriell verdiinnt, die 1gG4- bzw. IgG1-Bindung
mit Peroxidase-konjugierten Sekundérantikérpern (100 ng/mL) detektiert und die Halbmaximale ODuaso mit der
Verdiinnung an diesem Punkt multipliziert. Beide Gruppen unterschieden sich nicht in ihren 1gG4/1gG1-
Quotienten.

Jeder Punkt reprasentiert das Ergebnis eines Serums. Gezeigt werden Mediane und Interquartilsabsténde.

Abkilrzungen: AU, arbitrary units.
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Abb. 8.15: IgE-Bindung an S. aureus-Serinproteasen in Seren S. aureus-Trégern (n = 19) und Nicht-Trégern
(n=27). Die IgE-Bindung wurde mittels ELISA mit 1:5 verdunnten Seren ermittelt (Biotin-konjugierter

Sekundérantikdrper Maus anti-human IgE, 10 pg/mL; Peroxidase-konjugiertes Streptavidin 3 pg/mL). Seren von
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S. aureus-Trégern und Nicht-Trégern unterschieden sich nicht in den Spl-spezifischen IgE-Mengen.

Jeder Punkt représentiert einen gemessenen Wert eines Spenders.

Interquartilsabstande.

182

Gezeigt werden Mediane und



Anhang

8.2 Anhang Tabellen

Tabelle 8.1: Ubersicht zu den AD-Patienten und Kontroll-Probanden (AG Glaser).

Proband

Geschlecht  Alter (Jahre) S. aureus-Tragerstatus

AD 1
AD 2
AD 3
AD 4
AD 5
AD 6
AD 7
AD 8
AD9
AD 10
AD 11
H12
H 13
H 15
H 16
H 17
H 18

3 £ £ £33 2535 ¢ £g3

44
72
60
17
43
38
20
19
35
2

17
37
43
53
23
32
30

Nicht-Tréger
Trager
Tréager
Trager
Tréager
Trager
Tréager
Trager
Trager
Trager
Trager
Nicht-Trager
Nicht-Tréger
Nicht-Trager
Trager
Nicht-Trager
Trager

Abkirzungen: AD, Atopische Dermatitis; H, gesunde Kontrollen; m, mannlich; w, weiblich.
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Tabelle 8.2: Ubersicht zu den S. aureus-Bakteridmiepatienten (AG Roghmann). S. aureus-Trégerstatus ist nicht bekannt.

Patient Geschlecht Altersgruppe Serumentnahme x Tage nach  Simple Western  Flexmap3D Assay® Verlauf
(Jahre) Diagnose Bakteriamie? Assay/ELISA?

1003 w 20-29 0 ja ja Keine Sepsis
1014 m 60-69 -1 ja ja Keine Sepsis
1021 w 30-39 -2 ja ja Keine Sepsis
1028 m 70-79 0 ja ja Keine Sepsis
1034 m 50-59 -1 ja ja Keine Sepsis
1035 m 50-59 -1 ja ja Keine Sepsis
1037 m 50-59 -3 ja ja Keine Sepsis
1049 m 40-49 0 ja ja Keine Sepsis
1050 w 20-29 -3 ja ja Keine Sepsis
1063 m 60-69 -1 ja ja Keine Sepsis
1069 w 40-49 0 ja ja Keine Sepsis
1076 m 80-89 -2 ja ja Keine Sepsis
1078 w 60-69 1 ja nein Keine Sepsis
1082 w 80-89 0 ja ja Keine Sepsis
1095 m 50-59 -3 ja ja Keine Sepsis
1115 m 50-59 -4 ja ja Keine Sepsis
1117 m 40-49 -1 ja ja Keine Sepsis
1137 w 80-89 0 ja ja Keine Sepsis
1138 w 50-59 -3 ja ja Keine Sepsis
1158 w 50-59 -2 ja ja Keine Sepsis
1159 w 80-89 -1 ja ja Keine Sepsis
1205 m 50-59 -1 ja ja Keine Sepsis
1216 m 30-39 -2 ja ja Keine Sepsis
1220 w 40-49 0 ja ja Keine Sepsis
1010 w 80-89 0 ja ja Sepsis

1080 m 80-89 0 ja ja Sepsis
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Fortsetzung Tabelle 8.2

Serum Geschlecht Altersgruppe  Serumentnahme x Tage nach  Simple Western Flexmap3D Assay® Verlauf
(Jahre) Diagnose Bakteriamie? Assay/ELISAP

1087 m 40-49 -2 ja ja Sepsis

1102 m 60-69 0 ja ja Sepsis

1109 w 50-59 0 ja ja Sepsis

1152 w 30-39 -2 ja ja Sepsis

1161 m 50-59 0 ja ja Sepsis

1183 w 60-69 -1 ja ja Sepsis

1208 w 40-49 -1 ja ja Sepsis

1213 m - 0 ja ja Sepsis

1047 w 70-79 -1 ja ja Schwere Sepsis/ Septischer Schock
1051 m 50-59 0 ja ja Schwere Sepsis/ Septischer Schock
1106 m 70-79 0 ja ja Schwere Sepsis/ Septischer Schock
1212w 60-69 -2 ja ja Schwere Sepsis/ Septischer Schock
1030 m 50-59 0 ja ja Schwere Sepsis/ Septischer Schock
1045 m 40-49 0 ja ja Schwere Sepsis/ Septischer Schock
1058 m 50-59 -3 ja ja Schwere Sepsis/ Septischer Schock
1060 w 50-59 -4 ja ja Schwere Sepsis/ Septischer Schock
1065 w 50-59 0 ja ja Schwere Sepsis/ Septischer Schock
1071 w 60-69 - (nicht spater als 4 Tage) ja nein Schwere Sepsis/ Septischer Schock
1074 40-49 -2 ja ja Schwere Sepsis/ Septischer Schock
1119 m 60-69 -1 ja ja Schwere Sepsis/ Septischer Schock

Abkirzungen: m, mannlich; w, weiblich.

2 Bei negativen Werten erfolgte die Serumentnahme vor der Diagnose.
b Nur Patienten deren Seren maximal vier Tage nach Diagnose entnommen wurden, wurden fir Simple Western Assays und ELISA beriicksichtigt.
¢ Nur Patienten deren Seren nicht spater als am Tag der Diagnose enthommen wurden, wurden fiir den Flexmap3D Assays beriicksichtigt.
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Tabelle 8.3: Ubersicht zu den HIES-Patienten (AG Renner).

Patien Geschlech Serum 1 (Datum; Serum 2 Serum 3 Serum 4
t t Alter)? (Datum)® (Datum)® (Datum)®
Al m 17.10.2011; 12 16.07.2012 17.12.2013 04.02.2014
A6 w 01.04.2008; 9

A7 m 29.04.2008; 41

A10 w 27.05.2008; 30 12.12.2011 15.01.2014

Al6 m 03.07.2008; 7

A20 m 19.03.2012; 29

A21 w 05.05.2009; 22

A26 w 06.08.2012; 10 13.05.2013

A27 w 14.10.2008; 3

A33 w 15.07.2008; 12

A35 m 15.04.2008; 49

A37 m 01.07.2008; 11

A40 w 18.02.2009; 17

A4l m 19.05.2008; 18

A45 m 25.08.2009; 20

A46 w 22.07.2008; 17 08.07.2013

Abklrzungen: m, mannlich; n. v., Serum nicht verfligbar; w, weiblich.
@ Serum vor IVIG-Substitution.
b Serum nach 1VIG-Substitution.

Tabelle 8.4: Ubersicht zu Probanden der ssl-Seren. Grau markiert sind die Spender des EDTA-Vollbluts.

Proband Geschlecht Alter (Jahre) S. aureus-Tragerstatus

ssl001 m 20 Trager
ss1002 w 20 Tréger
ss1003 w 23 Nicht-Trager
ssl004 m 19 Nicht-Tréger
ssl005 w 20 Trager
ss1006 w 19 Tréger
ssl007 w 25 Trager
ss1008 w 22 Tréger
ss1009 w 22 Nicht-Trager
ss1010 w 22 Nicht-Tréger
ssl011 m 25 Nicht-Trager
551012 w 19 Nicht-Tréger
ssl013 w 25 Tréager
ssl014 m 26 Tréager
ssl015 w 25 Tréager
ssl016 m 22 Tréager
ss1018 m 22 Nicht-Tréger
ss1019 w 23 Nicht-Trager
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Fortsetzung Tabelle 8.4

Proband

Geschlecht  Alter (Jahre) S. aureus-Tragerstatus

ss1020
ssl021
ssl022
ssl023
ssl024
ssl025
ssl026
ssl027
ss1028
ssl029
ssl030
ssl031
ss1032
ssl033
ssl034
ssl035
ssl036
ssl037
ssl038
ssl039
ssl040
ssl041
ss1042
ss1043
ssl044
ssl045
ssl046
ssl047
551048
ssl049

£33 32233¢2 3¢S

21
21
21
20
27
20
25
22
20
20
24
20
24
20
19
21
26
23
23
24
23
25
23
26
23
24
24
23
21
21

Nicht-Tréger
Trager
Nicht-Trager
Trager
Nicht-Trager
Trager
Nicht-Tréger
Tréager
Nicht-Tréger
Tréager
Tréager
Nicht-Trager
Trager
Trager
Trager
Trager
Nicht-Tréger
Nicht-Tréger
Nicht-Tréger
Nicht-Tréger
Trager
Trager
Nicht-Trager
Nicht-Trager
Trager
Nicht-Trager
Nicht-Trager
Nicht-Tréger
Nicht-Tréger
Trager

Abkirzungen: m, mannlich; w, weiblich.

187



Anhang

Tabelle 8.5: Ubersicht der 64 eingesetzten rekombinanten S. aureus-Proteine zur Quantifizierung von spezfischem 1gG im Flexmap3D Assay.

Extrazellulare Toxine

Abklrzung Beschreibung

Funktion

Genort

Protein Lokalisation?®

Psortb LocateP SignalP  TM-Doméne

Hla Alpha-Hamolysin Hamolysin/Leukotoxin  SAOUHSC_01121 extrazellular sekretiert ja 0

Hlb Phospholipase C Hamolysin/Leukotoxin ~ SACOL2003 extrazelluldr sekretiert ja 0

HlgB Gamma-Hamolysin Komponente B Hamolysin/Leukotoxin  SACOL2422 extrazellular sekretiert ja 0

HlgC Gamma-Hamolysin Komponente C Hamolysin/Leukotoxin ~ SACOL2421 extrazelluldr sekretiert ja 0

LukF-PV Panton-Valentin Leukozidin Hamolysin/Leukotoxin  SAUSA300_ 1381 - - - -

SEB Staphylokokken Enterotoxin B Superantigen SACOL0907 extrazelluldr sekretiert ja 1

SEC_bov Staphylokokken Enterotoxin C, bovin  Superantigen SAB0363 - - - -

SEC Staphylokokken Enterotoxin C Superantigen SA1817 extrazelluldr sekretiert ja 1

SEI Staphylokokken Enterotoxin | Superantigen SA1646 extrazelluldr N-terminal nein 0
verankert

SEK Staphylokokken Enterotoxin K Superantigen SACOL0886 extrazelluldr sekretiert ja 0

SEL Staphylokokken Enterotoxin L Superantigen SA1816 extrazelluldr N-terminal ja 1
verankert

SEM Staphylokokken Enterotoxin M Superantigen SA1647 extrazelluldr N-terminal ja 0
verankert

SEO Staphylokokken Enterotoxin O Superantigen SA1648 extrazelluldr sekretiert ja 1

SEQ Staphylokokken Enterotoxin Q Superantigen SACOL0887 extrazelluldr N-terminal ja 1
verankert

TSST-1 Toxisches-Schock-Syndrom-Toxin-1 ~ Superantigen SA1819 extrazelluldr sekretiert ja 1
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Fortsetzung Tabelle 8.5

Extrazelluldre Enzyme

Abklrzung Beschreibung Funktion Genort Protein Lokalisation?
Psortb LocateP SignalP B
Domaéne
Atl Bifunktionales Autolysin Protease SAOUHSC 00994  extrazellular sekretiert ja 0
Atl Bifunktionales Autolysin Protease SAOUHSC_00994°¢  extrazellular sekretiert ja 0
Coa Koagulase Adhésionsmolekil SAOUHSC 00192  extrazellular sekretiert ja 0
Geh Triacylglycerol Lipase 2 Lipase SAUSA300_0320 extrazellular N-terminal verankert ja 0
GIpQ Glycerolphosphoryldiester- Lipase SAUSA300_0862 extrazellular N-terminal verankert ja 0
Phosphodiesterase

Lip Triacylglycerol Lipase 1 Lipase SAUSA300_2603 extrazellular N-terminal verankert ja 1
Nuc Thermonuklease Nuklease SAOUHSC_01316  extrazellular N-terminal verankert nein

Plc 1-Phosphatidylinositol Lipase SAUSA300_0099 extrazellular N-terminal verankert ja 1

Phosphodiesterase
Sak Staphylokinase Protease SAOUHSC_02171  extrazellular sekretiert ja 0
SplA Serin-Protease SplA Protease SACOL1869 extrazellular N-terminal verankert ja 0
SpIB Serin-Protease SplB Protease SAOUHSC 01941  extrazellular N-terminal verankert ja 1
SplIC Serin-Protease SpIC Protease SAUSA300_1756 extrazellular sekretiert ja 0
SpID Serin-Protease SpID Protease SAUSA300_1755 membran- N-terminal verankert ja 1
gebunden
Ssl1 Superantigen-ahnliches Protein Virulenzfaktor SAOUHSC 00383  extrazellular N-terminal verankert ja 0
Ssl11 Superantigen-&hnliches Protein Virulenzfaktor SAOUHSC_00399  extrazellular N-terminal verankert ja 0
und SA0393
SspB Staphopain B Protease SA0900 extrazellular sekretiert ja 1
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Fortsetzung Tabelle 8.5

Andere extrazellulare Virulenzfaktoren

Abkilrzung Beschreibung

Funktion

Genort

Protein Lokalisation?

Psortb LocateP SignalP  TM-Doméne
CHIPS Chemotaxis-inhibierendes Protein Virulenzfaktor SAQOUHSC 02169 keine Vorhersage  sekretiert ja 0
Efb-c Fibrinogen-bindendes Protein Adhésionsmolekil SAOUHSC 01114 extrazellular N-terminal ja 0
verankert
Emp Extrazellulare Matrix-bindendes Protein  Adhésionsmolekil SAOUHSC 00816 zellwandgebunden N-terminal ja 0
verankert
EsxA ESAT-6 Familie Virulenzprotein Virulenzfaktor SAOUHSC 00257 extrazellular intrazelluléar nein
IsaA Transglycosylase Virulenzfaktor SAOUHSC 02887 extrazellular N-terminal ja
verankert
Shi Immunglobulin-bindendes Protein Virulenzfaktor SAOUHSC 02706 keine Vorhersage  sekretiert ja
SsaA2 Staphylokokken sekretiertes Antigen Virulenzfaktor SAOUHSC 02571 extrazellular sekretiert ja

Proteine mit unbekannter Funktion, Oberflachen-assoziiert oder extrazellular

Abklrzung Beschreibung

Funktion Genort

Protein Lokalisation?

Psortb LocateP SignalP  TM-Doméne
- Uncharakterisiertes Protein - SACOL0444 keine Vorhersage  Lipidanker ja 0
- Oberflachenprotein, putativ - SACOL0479 keine Vorhersage  N-terminal verankert ja 0
- Uncharakterisiertes Protein - SACOL0480 keine Vorhersage  N-terminal verankert ja 1
- Uncharakterisiertes Protein - SACOL0908 keine Vorhersage  N-terminal verankert ja 0
- Oberflachenprotein, putativ - SACOL0985 membrangebunden N-terminal verankert ja 0
- Uncharakterisiertes Protein - SACOL1788 zellwandgebunden N-terminal verankert nein 1
- Uncharakterisiertes Protein - SACOL1802 keine Vorhersage  N-terminal verankert nein 0
- MHC Kilasse Il-analoges Protein - SAOUHSC 02161 membrangebunden sekretiert ja 0
- verkirztes MHC Klasse Il-analoges Protein - SAOUHSC_02466 membrangebunden sekretiert ja 0
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Fortsetzung Tabelle 8.5

Membrantransport-Proteine

Abklrzung Beschreibung

Funktion

Genort

Protein Lokalisation®

Psortb LocateP SignalP  TM-Doméne
IsaB Immundominantes Staphylokokken Virulenzfaktor SAOUHSC 02972  extrazellular Multitrans- ja 2
Antigen B membran
YukA DNA ATPase - SAOQOUHSC_00262" membrangebunden Multitrans- nein 2
membran
YukA DNA ATPase - SAOUHSC_00262° membrangebunden Multitrans- nein 2
membran
Oberflachenassoziierte Proteine mit anderen Funktionen
Abklrzung Beschreibung Funktion Genort Protein Lokalisation?
Psortb LocateP SignalP  TM-Doméne
Pbp2 Penicillin-bindendes Protein 2 Virulenzfaktor SAOUHSC_ 01467 membrangebunden N-terminal nein 1
verankert
PrsA Foldase Protein Virulenzfaktor SAOUHSC 01972 membrangebunden Lipidanker ja 0
Intrazelluldre Enzyme
Abklrzung Beschreibung Funktion Genort Protein Lokalisation?
Psortb LocateP SignalP  TM-Doméne
CitC Isocitrat-Dehydrogenase - SA1517 zytoplasmatisch zytoplasmatisch nein 0
MsrA2 Peptide-Methionine-Sulfoxid-Reduktase A - SAOUHSC 01432 keine Vorhersage zytoplasmatisch nein 0
MsrB Peptide-Methionine-Sulfoxid-Reduktase B - SAOUHSC_ 01431  zytoplasmatisch zytoplasmatisch nein 0
PknB Serine/Threonin-Protein-Kinase - SA1063 membrangebunden  zytoplasmatisch nein 1
PurA Adenylosuccinat-Synthetase - SA0016 zytoplasmatisch zytoplasmatisch nein 0
SodA Superoxid-Dismutase - SAOUHSC_01653 extrazellular zytoplasmatisch nein 0
- 3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase - SAOUHSC_00196 keine Vorhersage zytoplasmatisch nein 0
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Fortsetzung Tabelle 8.5

Intrazellulare Proteine mit anderen Funktionen

Abklrzung  Beschreibung Funktion Genort Protein Lokalisation?

Psortb LocateP SignalP  TM-Doméne
GreA Trankriptions-Elongationsfaktor Proteinsynthese und -faltung SA1438 zytoplasmatisch zytoplasmatisch nein 0
GroEL 60 kDa Chaperon Chaperon SAUSA300 1982 zytoplasmatisch zytoplasmatisch nein 0
Tig Trigger Faktor Proteinsynthese und -faltung SA1499 zytoplasmatisch zytoplasmatisch nein 0
Tuf Elongationsfaktor Tu Proteinsynthese und -faltung SA0506 zytoplasmatisch zytoplasmatisch nein 0

Abkirzungen: TM, Transmembran.

2 Die Protein-Lokalisation wurde in AureoWiki abgefragt [159]. War keine Information tiber die Lokalisation hinterlegt, wurde das entsprechende Protein des

S. aureus-Stamms COL fiir die Vorhersage genutzt.
b C-terminaler Teil des Proteins.
¢ N-terminaler Teil des Proteins.
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Tabelle 8.6: Ubersicht der S. aureus-Proteine die in 2D-Western Blots bei Eisenlimitation (600 uM 2,2 -Bipyridyl) und in der TSB-Kontrolle durch humane Antikorper

aus einem Serumpool gebunden wurden.

Abkiirzung  Beschreibung Funktionelle Genort Antikorper- Antikorper-
Einteilung bindung TSB- bindung 600 uM
Kontrolle 2,2 -Bipyridyl

- N-Acetylmuramoyl-L-Alanine Amidase Enzym SAUSA300_2579 + +

- 5'-Nukleotidase Enzym SAUSA300 0307 + n.i.

- Putative Hdm-abhéangige Peroxidase Eisenmetabolismus SAUSA300 0569 n.i. +

- Protein der CHAP-Domanen Familie Andere SAUSA300 0651 + +

Atl Bifunktionales Autolysin Protease SAUSA300 0955 + +

Aur Zink Metalloproteinase Aureolysin Protease SAUSA300 2572 + +

CHIPS Chemotaxis-inhibierendes Protein Virulenzfaktor SAUSA300 1920 + n.i.

CIfB Clumpingfaktor B Adhésionsmolekdl SAUSA300_ 2565 n.i. +

Geh Triacylglycerol Lipase 2 Lipase SAUSA300 0320 + +

Hla Alpha-H&molysin H&molysin/Leukotoxin  SAUSA300_1058 + +

HlgB Gamma-Hamolysin Komponente B Hamolysin/Leukotoxin ~ SAUSA300_2367 + +

IsdA Eisen-reguliertes Oberflachendeterminanten Protein A Eisenmetabolismus SAUSA300 1029 - +

IsdB Eisen-reguliertes Oberflachendeterminanten Protein B Eisenmetabolismus SAUSA300_1028 - +

Lip Triacylglycerol Lipase 1 Lipase SAUSA300 2603 + +

LtaS Lipoteichonsaure-Synthase Enzym SAUSA300_0703 + +

LukD Leukotoxin Hamolysin/Leukotoxin  SAUSA300_1768 + +

LukE Leukotoxin Hamolysin/Leukotoxin  SAUSA300_1769 + +

LukF-PV Panton-Valentin Leukozidin Hamolysin/Leukotoxin  SAUSA300_1381 + +

LukL1 Leukotoxin-ghnliches Protein 1 Hamolysin/Leukotoxin  SAUSA300_1974 + +

LukL2 Leukotoxin-ghnliches Protein 2 Hamolysin/Leukotoxin ~ SAUSA300_1975 + -

LukS-PV Panton-Valentin Leukozidin Hamolysin/Leukotoxin  SAUSA300_1382 + +

LytM Peptidoglycan-Hydrolase Enzym SAUSA300_0270 n.i. +

Nuc Thermonuklease Enzym SAUSA300 0776 + +

Pgk Phosphoglycerat-Kinase Enzym SAUSA300_0757 n.i. +

Plc 1-Phosphatidylinositol-Phosphodiesterase Lipase SAUSA300_0099 + +
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Fortsetzung Tabelle 8.6

Abkilirzung  Beschreibung Funktionelle Genort Antikorper- Antikorper-
Einteilung bindung TSB- bindung 600 uM
Kontrolle 2,2°-Bipyridyl

Slel N-Acetylmuramoyl-L-Alanine Amidase Enzym SAUSA300_0438 n.i.

SplA Serin-Protease SplA Protease SAUSA300 1758 + +

SpIB Serin-Protease SpIB Protease SAUSA300_1757 +

SpliC Serin-Protease SplC Protease SAUSA300 1756 n.i. +

SpID Serin-Protease SpID Protease SAUSA300_1755 + +

SplE Serin-Protease SplE Protease SAUSA300_1754 + +

SplF Serin-Protease SplF Protease SAUSA300_1753 + +

SsaA Staphylokokken sekretiertes Antigen Vorlaufer-Protein ~ Virulenzfaktor SAUSA300_ 2253 + +

SspA V8 Protease Protease SAUSA300_0951 + +

SspB Staphopain B Protease SAUSA300_0950 n.i. +

SspP Staphopain A Protease HMPREF0776_0069 + +

Abkirzungen: n.i., IgG-Bindung im korrespondierenden Bereich zur anderen Kultivierungsbedingung fand statt, Protein war aber nicht identifizierbar.
+ Wurde durch 1gG gebunden.
- Wurde nicht durch 1gG gebunden.
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Tabelle 8.7: Ubersicht der SignalP-positiven S. aureus-Proteine die sich in ihrer Menge signifikant bei Eisenlimitation im Vergleich zur TSB-Kontrolle verandert

haben [157]. Geordnet nach funktioneller Einteilung.

Abkiirzung  Beschreibung Funktionelle Genort log2-EffektgréRen Eisen- BH Q-Value
Einteilung limitation/TSB-Kontrolle?
CIfA Clumpingfaktor A Adhésionsmolekiil SAUSA300_0772 -1,87 0,0234
Ebh Extrazellulare Matrix-bindendes Protein Adhasionsmolekil SAUSA300 1327 -2,96 0,0068
Emp Extrazellulare Matrix-bindendes Protein Adhésionsmolekiil SAUSA300_0774 -2,51 0,0208
FnbA Fibronektin-bindendes Protein A Adhésionsmolekiil SAUSA300 2441 -2,22 0,0126
FnbB Fibronektin-bindendes Protein B Adhésionsmolekiil SAUSA300_2440 -0,81 0,0484
- Lipoprotein Andere SAUSA300_0798 -3,03 0,0027
- Putatives lipoprotein Andere SAUSA300_2403 -2,07 0,0484
- Putativer Transkriptionaler Regulator Andere SAUSA300_ 2259 -2,49 0,0135
- Uncharakterisiertes Protein Andere SAUSA300_2164 -3,65 0,0031
- Uncharakterisiertes Protein Andere SAUSA300 2112 -2,94 0,0053
- Phi77 ORF006-ahnliches Protein, putatives Andere SAUSA300 1938 -0,57 0,0149
Kapselprotein

- Phi77 ORF044-ahnliches Protein Andere SAUSA300_1926 -5,97 0,0218
- Uncharakterisiertes Protein Andere SAUSA300_1729 -3,78 0,0050
- PhiSLT ORF191-dhnliches Protein Andere SAUSA300_1392 -1,81 0,0315
- Transkriptionaler Regulator Andere SAUSA300_0958 -2,51 0,0063
- Putatives Oberflachenprotein Andere SAUSA300_0883 -2,57 0,0134
- Putatives Lipoprotein Andere SAUSA300 0769 -2,81 0,0182
- Putatives Lipoprotein Andere SAUSA300_0693 -1,42 0,0256
- Protein der CHAP-Domanen Familie Andere SAUSA300_0651 -1,91 0,0285
- Uncharakterisiertes Protein Andere SAUSA300_0602 -2,82 0,0222
- Putatives Oberflachenprotein Andere SAUSA300_0408 -2,63 0,0051
- ABC-Transporter, Substrat-binde Protein Andere SAUSA300_0231 -4,83 0,0455
- Putatives Lipoprotein Andere SAUSA300_0203 -5,37 0,0116
- Uncharakterisiertes Protein Andere SAUSA300 0146 -1,77 0,0504
Ear Ear Protein Andere SAUSA300_0815 -1,60 0,0243
FmtB Gekiirztes FmtB-Protein Andere SAUSA300_2110 -2,97 0,0090
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Fortsetzung Tabelle 8.7

Abkilirzung  Beschreibung Funktionelle Einteilung  Genort log2-Effektgrofien Eisen- BH Q-Value
limitation/TSB-Kontrolle?
ModA Molybdenum-bindendes Protein Andere SAUSA300_2230 -2,68 0,0160
- Putatives Staphyloxanthin-Biosynthese Protein ~ Andere Virulenzfaktoren SAUSA300 0277 -2,15 0,0354
CHIPS Chemotaxis-inhibierendes Protein Andere Virulenzfaktoren SAUSA300_ 1920 -1,04 0,0466
IsaB Immundominantes Staphylokokken Antigen B Andere Virulenzfaktoren SAUSA300 2573 -5,80 0,0062
PrsA Foldase Protein Andere Virulenzfaktoren SAUSA300_ 1790 -1,16 0,0182
Shi Immunglobulin-bindendes Protein Andere Virulenzfaktoren SAUSA300 2364 -1,47 0,0354
SsaA Staphylokokken sekretiertes Antigen Andere Virulenzfaktoren SAUSA300_2249 -1,57 0,0455
SsaA Staphylokokken sekretiertes Antigen Vorlaufer-  Andere Virulenzfaktoren ~SAUSA300 2253 -0,87 0,0167
Protein
Ssll Superantigen-like protein Andere Virulenzfaktoren SAUSA300 0395 -1,05 0,0429
Ssl10 Superantigen-like protein Andere Virulenzfaktoren SAUSA300_0404 -6,88 0,0026
Ssl11 Superantigen-like protein Andere Virulenzfaktoren SAUSA300_ 0407 2,67 0,0216
Ssl7 Superantigen-like protein Andere Virulenzfaktoren ~ SAUSA300_0401 -2,42 0,0086
Ssl8 Superantigen-like protein Andere Virulenzfaktoren SAUSA300_0402 -4,58 0,0363
Ssl9 Superantigen-like protein Andere Virulenzfaktoren SAUSA300 0403 -2,56 0,0121
- Transferrin Rezeptor Eisenmetabolismus SAUSA300 0721 1,81 0,0099
IsdA Eisen-reguliertes Oberflachendeterminanten Eisenmetabolismus SAUSA300_1029 4,65 0,0126
Protein A
IsdB Eisen-reguliertes Oberflachendeterminanten Eisenmetabolismus SAUSA300_1028 5,51 0,0086
Protein B
IsdC Eisen-reguliertes Oberflachendeterminanten Eisenmetabolismus SAUSA300_1030 2,64 0,0228
Protein C
SirA ABC-Transporter, Eisen-bindendes Protein Eisenmetabolismus SAUSA300 0117 4,21 0,0222
- N-Acetylmuramoyl-L-Alanine Amidase Enzym SAUSA300_ 2579 -1,42 0,0285
- 5'-Nucleotidase Enzym SAUSA300_0307 -6,85 0,0012
- 5'-Nucleotidase-Famile Protein Enzym SAUSA300_0025 -2,34 0,0120
LytH Puatative Zellwand-Amidase Enzym SAUSA300 1588 -2,60 0,0414
Nuc Thermonuklease Enzym SAUSA300_0776 -1,30 0,0429
PhoB Alkaline Phosphatase Enzym SAUSA300_2561 -7,92 0,0334
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Fortsetzung Tabelle 8.7

Abkiirzung  Beschreibung Funktionelle Genort log2-Effektgrofien Eisen- BH Q-Value
Einteilung limitation/TSB-Kontrolle?

Slel N-Acetylmuramoyl-L-Alanine Amidase Enzym SAUSA300_0438 -2,51 0,0225
Hla Alpha-Hamolysin Hamolysin/Leukotoxin  SAUSA300_1058 -4,39 0,0014
LukD Leukotoxin Hamolysin/Leukotoxin  SAUSA300_1768 -2,01 0,0126
LukE Leukotoxin Hamolysin/Leukotoxin  SAUSA300_1769 -1,68 0,0182
LukF-PV Panton-Valentin Leukozidin Hamolysin/Leukotoxin  SAUSA300_1381 -1,47 0,0214
LukL1 Leukotoxin-&hnliches Protein 1 Hamolysin/Leukotoxin  SAUSA300_1974 -2,43 0,0057
LukL?2 Leukotoxin-&hnliches Protein 2 Hamolysin/Leukotoxin ~ SAUSA300_1975 -3,46 0,0152
LukS-PV Panton-Valentin Leukozidin Hamolysin/Leukotoxin ~ SAUSA300_1382 -1,81 0,0234
Geh Triacylglycerol Lipase 2 Lipase SAUSA300_0320 -5,15 0,0126
GlpQ Glycerolphosphoryldiester-Phosphodiesterase Lipase SAUSA300 0862 -6,16 0,0077
Lip Triacylglycerol Lipase 1 Lipase SAUSA300_2603 -4,29 0,0204
Plc 1-Phosphatidylinositol Phosphodiesterase Lipase SAUSA300_0099 -2,60 0,0089
Atl Bifunktionales Autolysin Protease SAUSA300 0955 -4,11 0,0234
Aur Zink Metalloproteinase Aureolysin Protease SAUSA300_ 2572 -1,92 0,0230
EpiP Lantibiotisches Protein Protease SAUSA300_1763 -3,63 0,0136
Sak Staphylokinase, putativ Protease SAUSA300_1922 -1,66 0,0075
SplA Serin-Protease SplA Protease SAUSA300 1758 -3,81 0,0136
SpiB Serin-Protease SplB Protease SAUSA300_1757 -3,30 0,0160
SpiC Serin-Protease SplC Protease SAUSA300_1756 -1,02 0,0232
SpID Serin-Protease SpID Protease SAUSA300 1755 -1,65 0,0357
SplE Serin-Protease SplE Protease SAUSA300_1754 -3,23 0,0109
SplF Serin-Protease SplF Protease SAUSA300 1753 -1,35 0,0063
SspA V8 Protease Protease SAUSA300_0951 -4,84 0,0182
SspB Staphopain B Protease SAUSA300 0950 -3,01 0,0120
SspP Staphopain A Protease SAUSA300 1890 -2,62 0,0121
SEK Staphylokokken Enterotoxin K Superantigen SAUSA300_0800 -2,53 0,0243
SEQ Staphylokokken Enterotoxin Q Superantigen SAUSA300 0801 -3,04 0,0317

Abkirzungen: BH, Benjamini-Hochberg.
2 Bei positiven Werten Protein in Eisenlimitation erhdht, bei negativen Werten Protein in TSB-Kontrolle erhéht.
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Tabelle 8.8: Ubersicht der Charakteristika der S. aureus-Bakteriamiepatienten.

Sepsis (n=19) Keine Sepsis (n=21) Odds Ratio® (Cl) p
Alter (+ SD)° 59 +13 57+18 0,75
Geschlecht 0,99 (0,29 - 3,43) 1,0
Weiblich 9 10
Méannlich 10 10
Vorherige S. aureus- 1,52 (0,34 bis 6,76) 0,71
Infektionen
Ja 5 4
Nein 14 17
Dialyse 0,48 (0,12 bis 1,81) 0,33
Ja 5 9
Nein 14 12
Diabetes mellitus 0,53 (0,13 bis 2,23) 0,49
Ja 4 7
Nein 15 14
Nosokomiale 2,31 (0,56 bis 9,47) 0,31
Infektion
Ja 15 13
Nein 4 8
MRSA® 0,46 (0,12 bis 1,79) 0,32
Ja 11 15
Nein 8 5

Abkirzungen: Cl, Konfidenzintervall; SD, Standardabweichung

2 Odds Ratio flr Sepsisentwicklung.

b Genaues Alter der Patienten bei Serumentnahme nicht bekannt, daher aus Altersgruppe gemittelt (siehe Anhang
Tabelle 8.2).

¢ Betrifft das infizierende S. aureus-Isolat.
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