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1 EINLEITUNG

1.1 Bakterielle Infektion durch Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) ist ein grampositives, nicht sporenbildendes, fakultativ ana-
erobes Bakterium. Seine Gattung wird zur Familie der Staphylococcaceae, Abteilung Bacillen
und Lactobacillen, Ordnung Bacilles, gezéhlt (Garrity G. et al., 2001), welche bis dato 35 Spe-
zies und 17 Subspezies umfasst. Die kokkoide Bakterienzelle hat einen Durchmesser von ca.
1um und teilt sich, im Gegensatz zu den kettenférmig horizontal angeordneten Streptococacae,
in mehreren Ebenen, wodurch ihre Kolonien die mikroskopisch erkennbar charakteristische
Traubenform erhalten (griechisch: staphylé = Weintraube). Einige Bakterien bilden orange bis
gelbe Carotinoidpigmente aus, welche dem Schutz vor Photooxidation durch Licht und UV-
Strahlung dienen (lateinisch: aureus = golden).

Aufgrund der klinischen Relevanz differenziert man plasmakoagulasepositive Stimme, wie S.
aureus und Staphylococcus intermedius (S. intermedius), von den plasmakoagulasenegativen,
wie z. B. Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis). Auch das typische Vorkommen des ei-
senhaltigen Enzyms Katalase dient der weiteren Abgrenzung zu den Streptococcaceae. S. aure-
us kann auf diversen Ndhrboden wachsen, wobei auf Blutagarplatten die sog. B-Hamolyse beo-
bachtet werden kann. Ihre relativ hohe Adaptionsfahigkeit 1dsst Temperaturschwankungen von
10 - 45 °C, Kochsalzkonzentrationen bis zu 10 % (1,7 M ) und einen weiten pH-Wert-Bereich

bei der Anzucht zu.

1.1.1 Infektionswege und Verlaufstypologien

Staphylokokken gehoren zur natiirlichen Bakterienflora des Menschen, kommen aber auch bei
Tieren vor. Dabei ist S. aureus hauptsdchlich in der Nasenschleimhaut wie auch im Kolon und
in der Vagina lokalisiert. Laut Angaben des Robert-Koch-Instituts sind 15 - 40 % der erwach-
senen Bevolkerung mit einem antibiotikasensiblen Stamm besiedelt, welcher pradilektiv im
Vestibulum nasi nachweisbar ist (Robert-Koch-Institut, Feb. 2007). Hierbei scheint der Tra-
gerstatus nicht nur von den spezifischen Eigenschaften des Erregerstammes abhingig zu sein,
sondern auch von den Wirtseigenschaften (Wertheim et al., 2004). Anscheinend besitzen la-
tente Trager durch bereits zuvor gebildete Antikorper, u. a. gegen die Superantigen-Toxine, bei
schweren Infektionsverldufen oder Sepsis eine bessere Prognose (Holtfreter S. et al., 2006).
Insgesamt erkranken sie zwar haufiger, jedoch sind die Krankheitsverlaufe weniger gravierend

(Hoftreter S., Nguyen TT et al., 2009).
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Priadisponierte Tragergruppen sind im Gesundheitswesen téitige Personen, Patienten mit gros-
sen Oberflaichendefekten (chronische Wund- und Brandverletzungen, Hautulcera, Gangrén),
immuninsuffiziente Patienten (Diabetiker, Dialysepflichtige, Atopiker), Patienten mit externen
Zugingen (Tracheotomien, Katheter) oder chronisch Pflegebediirftige und i. v. Drogenabhén-
gige. Eine Ubertragung kann durch direkten Haut- oder Schleimhautkontakt oder sogar leblose
Gegenstdnde stattfinden. Die anschlieBende Infektion erfolgt entweder endogen, d. h. durch die
korpereigene Stimme, oder exogen (Lowy, 1998). Durch diagnostische oder therapeutische In-
terventionen werden die natiirlichen Barrieren zerstort, wobei gleichzeitig die transiente oder
permanente Haut- oder Schleimhautflora ins Korperinnere gelangt.

Die durchschnittliche Inkubationszeit bei lokalen oder invasiven Infektionen betrdgt 4 - 10
Tage, kann aber auch bis Monate nach der initialen Kolonisation akut zum Ausbruch fiihren.
Die durch Toxine provozierten Erstsymptome manifestieren sich innerhalb von 2 - 6 h. Akute
Ansteckungsgefahr besteht wihrend der klinisch manifesten Symptomatik, zudem kénnen auch

latent kontaminierte Triiger als potentielle Ubertriiger angesehen werden.

1.1.2 Charakteristische Krankheitsbilder

Das breite Spektrum der mehr oder minder gravierenden Erkrankungen kann in drei Gruppen
unterteilt werden (Ohlsen, 1997):

1. Lokal-oberfliichliche Infektionen

(Furunkel, Karbunkel, oberflachliche Wundinfektionen)

2. Invasive Infektionen

(akute Endokarditis, Osteomyelitis, Mastitis, Pneumonien, Organabzesse, septischer Schock,
Empyem) und fremdkorperassoziierte Infektionen (Kontamination von Herzschrittmachern,
Dialyseschlauchen, Gelenkprothesen, kiinstlichen Herzklappen etc.).

3. Toxinvermittelte Erkrankungen

(TSS - Toxic Shock Syndrome, Enterotoxikosen, Pemphigus neonatorum, SSSS-Staphylococ-
cus-Scalded-Skin-Syndrome, Impetigo bullosa)

1.1.3 Therapeutische Strategien

Zur Behandlung von S. aureus-Infektionen kann man je nach Typologie zwischen dem medi-
kamentdsen oder chirurgisch invasiven Ansatz wéhlen. Haufig sind bei lokalen oder fremdkor-
per-assoziierten Infektionsherden ein Wunddebridement, eine Abzessspaltung oder Drainage

unumgdanglich. Die antibiotische Behandlung von S. aureus steht wie bei etlichen bakteriellen
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Infektionen gegenwirtig vor einem weit verbreiteten Resistenzproblem (Pavilonyte Z. et al,
2008; Hidalgo M. et al., 2008). Da sich die bedeutsamen Virulenzfaktoren in diesem Fall vor-
wiegend auf einem akzessorischen Genom, den sog. Pathogenitétsinseln (PAI), befinden, ist die
Weitergabe von Resistenzdeterminanten schwer einzuddmmen. Diese werden nicht nur durch
horizontalen Gentransfer von Bakterien gleicher Art, sondern auch zwischen verschiedenen Ar-
ten libertragen (Lindsay u. Holden, 2004). Nach Einfiihrung des Penicillins in die Klinik wur-
den bereits in den 1950er Jahren die ersten resistenten S. aureus-Stimme verzeichnet, welche
durch den Besitz von B-Lactamasen die Penicillinwirkung aufhoben (Barber et al., 1947 Bein-
gelman et al., 1950). Die Weiterentwicklung zu Isoxazolylpenicillinen (B-Lactamase-resistent),
wie Methicillin, stellte nur eine temporiare Problemlosung dar. Denn bereits 1960 wurden die
ersten MRSA-Fille (Methicillin resistente S. aureus) in England registriert und stellen seitdem
ein epidemiologisches Problem dar (Jevsons et al., 1961). S. aureus besitzt vier penicillinbin-
dende Proteine (PBP 1-4), welche an der Zellwandsynthese beteiligt sind. MRSA-Stdmme hin-
gegen bilden ein zusétzliches PBP, das PBP2a, welches eine geringere Affinitdt zu B-Lactamen
besitzt und von Methicillin nicht inaktiviert werden kann. Man unterscheidet &tiologisch zwi-
schen HA-MRSA (hospital-acquired) und CA-MRSA (community-acquired). In Deutschland
stieg der Anteil von HA-MRSA an allen registrierten S. aureus-Infektionen in den Krankenhau-
sern von 1,7 % (1990) auf 22,6 % (2004) (Paul-Ehrlich-Gesellschaft, Kipp et al., 2004). In Eu-
ropa verzeichnet man zurzeit die hochste Zuwachsrate (Tiemersma et al., 2004). Laut dem Ro-
bert-Koch-Institut fiihren unter anderem auch die fehlerhafte oder inkonsequente Umsetzung
von HygienemafBnahmen, das unzureichende Patientenmanagement in den Folgeeinrichtungen
wie Alten- und Pflegeheimen und der Zuwachs an intensivmedizinischen medikotechnischen
MalBnahmen zum Prévalenzanstieg von HA-MRSA. Auch die CA-MRSA sind epidemiologisch
auf dem Vormarsch und machten zwischen 2005 und 2006 bereits 2,5 % der an das RKI versand-
ten Proben aus (RKI, Epid. Bulletin Nr. 6; 2007). In den USA ist durch die Verbreitung des sog.
USA300-Stammes, welcher schwerste Haut- und Weichteilinfektionen verursacht, die CA-MR-
SA-Problematik bereits Klinikalltag (Moran G. J. et al., 2006). Als Therapieansatz von MRSA
kann nur noch auf wenige Antibiotikagruppen, z. B. Glykopeptide wie Vancomycin und Teico-
planin, zuriickgegriffen werden. Auch die Anwendung neuer Chemotherapeutika wie Linezo-
lid oder Daptomycin ist u. a. langzeittherapeutisch nicht ganz unproblematisch. Die Isolation
von VISA (Vancomycin intermediir resistente S. aureus) und VRSA (Vancomycin resistente S.
aureus) signalisiert auch bei diesen hochpotenten Reserveantbiotika das allgegenwértige Resi-

stenzproblem (Hiramatsu et al., 1997). Aufgrund der limitierten Einsatzmoglichkeiten (als sog.
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Reserveantibiotika) sind eine gezielt kalkulierte Chemotherapie anhand eines ermittelten Anti-

biogramms und die Entwicklung neuer pharmakologischer Alternativen unabdingbar.

1.2  Pathogenititsmechanismen von Staphylococcus aureus

Durch eine Vielzahl von Virulenzfaktoren werden die charakteristisch dominierenden Krank-
heitsbilder der S. aureus-Stimme hervorgerufen. Die Bakterienzelle exprimiert je nach Bedarf
und Wachstumsphase spezifische Proteine, welche eine Adhésion, die Wirtsinvasion und die
Etablierung eines lokalen wie auch systemischen Infektionsgeschehens ermdglichen (Mekala-
nos J.J., 1992). Dabei wird zwischen pathogenititsrelevanten Oberflichenproteinen (z. B. Clum-
pingfaktor, Protein A) und sekretorischen Proteinen (z. B. Enterotoxine, a-Toxin) differenziert

(Lowy F.D.,1998) (Abb.1).

Surface proteins Secreted proteins
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Protein A o/ g-Toxin
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Abb. 1.: Schemazeichnung einer S-aureus Bakterienzelle

A: Virulenzfaktoren einer S. aureus-Bakterienzelle. Das Repertoire der Virulenzfaktoren variiert in Abhéngigkeit der Wachs-
tumsphase, welche in diesem Fall zwischen exponentiell und stationér differenziert wird.

B: Aufbau der bakteriellen Zellwand und Kapsel. C: Aufbau des Clumpingfaktors als Beispiel eines Oberflichenproteins.
Abb. modifiziert nach Lowy (1998)

Verschiedene Stimme von S. aureus weisen ein spezifisches, charakteristisches Muster von Vi-
rulenzfaktoren auf, wobei stammspezifische Expressionsmuster auftreten konnen. Diese einzel-
nen Virulenzfaktoren sind entweder zell-assoziiert oder werden direkt in den Kulturiiberstand
abgegeben und fiihren spezifische Funktionen aus. In den folgenden Abschnitten werden einige

charakteristische Gruppen von Virulenzfaktoren von S. aureus beschrieben.



1. Einleitung

1.2.1 Adhision an die Wirtszelle oder einer extrazelluliren Matrix (z. B. Fremdkorpern

Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules (MSCRAMMSs):

Die MSCRAMMs sind Adhésionsmolekiile (FnbpA, CIfA, Protein A etc.), welche einen grund-
satzlich dhnlichen Aufbau besitzen (Patti, 1994): Die aulerhalb der Zellmembran liegende Er-
kennungssequenz, das sog. LPXTGX-Motiv, besteht aus sechs Aminosduren. Das entschei-
dende Enzym Sortase spaltet jene Peptidbindung genau zwischen Threonin und Glycin und setzt
durch vier proteolytische Schritte die Anheftungsreaktion in Gang. In vitro-Versuche belegten
eine vermehrte Produktion der Adhdsionsmolekiile wéhrend der exponentiellen Wachstumspha-

se und ein zahlreiches extrazellulires Vorkommen in der postexponentiellen Ubergangsphase

(George N.P. et al., 2007).

Clumpingfaktor A (CIfA):

Das CIfA-Protein ist ein Fibrinogenrezeptor an der Zelloberfliche und enthélt eine 308 lange
Aminosédurensequenz, welche vornehmlich aus Serin (S) und Aspargin (D) besteht. Aufgrund
seiner Dipeptid-,,repeats™ wird es auch zur Gruppe der sog. SD-Molekiile gezahlt. Es aktiviert
bestimmte Fibrinmonomere und verursacht damit eine Verklumpung von Plasma (Plasmaagglu-

tination nach Birch-Hirschfeld auf dem Objekttriager).

Fibronectin-binding proteins A u. B (FnbpA; FnbpB):
Diese MSCRAMMs vermitteln die Adhésion an Fibronektin bedeckte Oberflichen, welche be-
sonders bei absorbierenden Implantaten von Bedeutung sind. FnbpA und B dienen als Invasi-

onsrezeptoren bei Epithel- und Endothelzellen und Fibroblasten (Kerdudou S. et al., 2006).

Extracellular adherence Protein (Eap) u. Extracellular matrix binding protein (Emp):

Durch ihre breite Bindungsspezifitit ist ihnen eine Interaktion mit Fibrinonektin, Fibrinogen,
Vitronektin und Kollagen moglich. Offenbar besitzt das Eap auch immunmodulierende Eigen-
schaften, indem es das Zusammenspiel von B-2-Intergrinen und ICAM 1 beeintrachtigt und so-
mit eine vermindere Leukozytenmigration und Adhésion provoziert (Athanasopoulos et al.,

2006).



1. Einleitung

1.2.2 Oberflichenproteine und extrazelluléire Virulenzfaktoren

Kapsel:

Die Kapsel besteht aus Polysacchariden (Lipoteichonsduren und Peptidoglykan), welche dem
Bakterium einen bedeutsamen antiphagozytdren Schutz bieten. Gegenwartig sind elf verschie-
dene Bautypen der Kapsel bekannt, worunter Capsular polysaccharide (CP) Typ 5 und 8 in ca.
75 % der humanen Infektionen anzutreffen sind (O’ Riordan K., Lee J.C., 2004).

Protein A:

Das Protein A zdhlt zu den MSCRAMMSs, bindet jedoch mit seiner Fc-Region an IgG und
den von-Willebrandt-Faktor, wodurch der Opsonierungseffekt der Antikorper aufgehoben wird.
Seine frei vorkommende Variante scheint im Vergleich zur oberflichengebundenen Form viru-

lenter zu wirken (H66k M., Foster T.J., 2000).

Plasmakoagulase u. Stapholysin:

Durch eine Verbindung mit Staphthrombin verursacht die Plasmakoagulase, dhnlich wie bei
der physiologischen Gerinnung, eine Aktivierung des Fibrinogens zu Fibrin. Auf diese Weise
entsteht um die Staphylokokken ein Fibrinmantel, welcher klinisch die Abzesshohle darstellt.
Diese kann durch das bakterielle Stapholysin wieder aufgelost werden und damit eine erneute

Streuung im Wirtsorganismus erfolgen.

Superantigene:

Superantigene sind pyrogene Toxine, welche bereits in femtomolaren Konzentrationen hoch po-
tent auf den Wirtsorganismus einwirken (Proft T., Fraser J.D., 2003). Diese miissen immunolo-
gisch nicht erst durch antigenprésentierende Zellen gebunden und prozessiert werden. Sie kon-
nen direkt an den an der Zelloberflache exponierten Major Histocompatibility Complex 11 (MHC
IT) binden und damit eine Bindung zur B-Kette (V) des T-Zellrezeptors (TCR) herstellen (Holt-
freter S., Broeker B.M., 2005). Interessanterweise sind alle bisher bekannten Superantigene von
S. aureus auf mobilen genetischen Elementen, wie z. B. Plasmiden, Prophagen, Transposons
etc., kodiert (Hiramatsu et al., 2004). Die wichtigsten Vertreter der Superantigene sind die En-
terotoxine, das Toxic shock syndrome toxinl (TSST-1) und die Exfoliativtoxine A und B. Ente-
rotoxine des S. aureus (SET) konnen sich in prikontaminierten Lebensmitteln wie Mayonnai-

se oder Fleischwaren anreichern und trotz Hitzebehandlung Restaktivitdt besitzen. Neben den
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o.g. Eigenschaften besitzen sie noch eine emetische und sekretogene Wirkung, welche sich kli-
nisch als rasch eintretende (Inkubationszeit 1 - 6 h) meist selbstlimitierende (24-48 h) Gastro-
enteritis manifestiert.

Das TSST-1, welches friiher als SEF (staphylococcal enterotoxin F) bezeichnet worden ist (Din-
ges et al., 2000), erlangte in den 80er Jahren durch das typisch hervorgerufene menstruelle to-
xische Schock-Syndrom seinen weiten Bekanntheitsgrad (Gaventa S. et al., 1986). Dieses rapi-
de verlaufende Krankheitsbild zeichnet sich durch hohes Fieber, Schocksymptomatik, diffuse
Hautr6tung und -schuppung an Handflaichen und Ful3sohlen mit progredientem Multiorganver-
sagen aus (Chesney P.J., 1989). In 5 - 8 % der Fille kann ein TSS auch tddlich enden (Hill et
al., 2005). Exfoliativtoxine verursachen das sog. Staphylococcal Scalded Skin Syndrome (SSSS),
auch Morbus Ritter von Ritterhain genannt, welches hauptsichlich bei Sduglingen affektiert.
Dabei spalten jene epidermolytischen Superantigene das Adhdsionsmolekiil Desmoglein 1 zwi-

schen dem Stratum spinosum und dem Stratum granulosum (Nishifuji K. et al., 2008).

Hiimolysine:
Insgesamt sind gegenwartig vier verschiedene Hamolysine (o, 3, y und ) bekannt, wobei sie ge-
nerell durch porenbildende Mechanismen Erythrozyten, Thrombozyten und andere Zellen schi-

digen (Dermatonekrosen) (Kaneko J., Kamio Y., 2004).

Leukocidine:

Leukocidin und Panton-Valentine-Leukocidin (PVL) gehéren zu den erstentdeckten zytoly-
tischen Virulenzfaktoren, welche selektiv Granulozyten und Makrophagen schadigen (Szmi-
gielski S. et al., 1999). Allen CA-MRSA-Stimmen weltweit ist die Bildung von PVL gemein-
sam (Diep B.A., 2008; Tang C.T. et al., 2007).

Hpyaloronidase u. Hydrolase:
Diese Enzyme spalten Hyaloronsédure, welche in der Haut, Knorpeln, Knochen und Synovial-

fliissigkeit vorkommt. Somit ermoglichen sie S. aureus eine rasche Gewebsinfiltration.

Bacteriocidine:
Sie ermoglichen S. aureus, die umgebende grampositive Mischflora zu inhibieren und ihnen so-
mit einen Wachstumsvorteil zu verschaffen. Weiterhin werden zahlreiche Enzyme wie Lipasen,

Nukleasen und Proteasen von ihnen gebildet.
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1.3 Regulationsmechanismen

Die meisten Pathogenitétsfaktoren werden als Reaktion auf spezifische extra- und intrazellu-
lare Stimuli als Bestandteil von komplexen Regulons gebildet (Projan S.J. et al., 1997; Nowick,
2003).

Accessory gene regulator (agr):

Dieser globale Regulator bildet ein ,,Quorum sensing System*, welches wachstumsphasenab-
héngig die Expression verschiedener Virulenzfaktoren koordiniert (Funqua W.C. et al., 1994;
Yarwood J.M., Schlievert P.M., 2003). Dieses Zwei-Komponenten-System wird beim Ubergang
von der exponentiellen in die stationdre Phase mit Hilfe von Autoinducing peptides (AIPs) ak-
tiviert (Gustafsson E. et al., 2004), welche wiederum in Abhdngigkeit der Zelldichte induziert
werden (Ji G. et al., 1997) (Abb.2). Dabei werden initial kolonisationsrelevante Adhésionsfak-
toren wie fibronektinbindendes Protein oder gebundenes Protein A reprimiert. Es findet nun eine
gesteigerte Induktion von Exoproteinen, wie Toxinen oder proteolytischen Enzymen, zur Eta-
blierung des lokalen Infektionsherdes statt (Tseng C.W. et al., 2004). Dabei besteht arg-System
aus zwei divergenten Transkriptionseinheiten RNAII und RNAIII, die ausgehend von den zwei
Promotoren P2 und P3 transkribiert werden (Morfeldt E. et al., 1996). RNAII kodiert vier Pro-
teine: AgrA, AgrC, AgrB und AgrD, RNAIII das 6-Hamolysin (Janzon, L., Arvidson S., 1990;
Novick R.P. et al., 1995; Zhang L. et al., 2002). Das RNAIII Transkript, welches in der spéten
exponentiellen Wachstumsphase exprimiert wird, fungiert als Effektormolekiil.

Die AIPs, welche aus dem Vorlduferprotein ArgD entstehen, akkumulieren durch zelldichte-ab-
héngige Induktion extrazelluldr und binden an das membranintegrierte Sensorprotein AgrC (Hi-
stidin-Kinase) (Geisinger E. et al., 2008; Dufour P. et al., 2002). Dies fiihrt zur intrazelluldren
Signaltransduktion, wobei der Response-Regulator AgrA aktiviert wird. Durch einen Riickkopp-
lungsmechanismus je nach extrazelluldarer AIP-Konzentration kommt es sowohl zur Autoakti-
vierung der Transkription von RNAII als auch zur Expression des Effektormolekiils RNAIIIL.
Jenes bewirkt eine erhohte Transkription extrazelluldrer Proteine (z. B. a-Hédmolysin, TSST-1)

sowie die Aktivierung der Polysaccharidkapsel (Yarwood J.M., Schlievert P.M., 2003).
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Oberflachenproteine Sekretorische Proteine
(Exponentielle Wachstumsphase) (Stationdre Phase)
Koagulase Enterotoxin B

Fibronektin-
Bindungsprotein

Protein A

Kollagen-
Bindungsprotein

Fibrinogen
Bindungsprotein

Clumping Faktor

Abb. 2: Regulationsmechanismen einer S. aureus- Bakterienzelle

Schematische Darstellung der Regulationselemente des agr- und sard-Systems bei S. aureus. In Abhéngigkeit der Wachs-
tumphase (exponentiell oder stationdr) und der Zellzahl (Quorum sensing) werden diese Mechanismen an- und ausgeschaltet.
Abb. modifiziert nach Lowy (1998).

Staphylococcal accessory regulator (sarA):

Als weiteres Zwei-Komponenten-System fungiert sar4 vermutlich als Induktor des agr-inde-
pendent pathway, indem es andere Zielgene erreicht (Cheung A.L. et al., 1997) (Abb. 2). SarA
kodiert fiir ein DNA-bindendes Protein, welches die Expression bedeutsamer Proteine, wie im-
mundominantes Antigen A, Protein A, B-Hadmolysin, V8-Protease, Autolysin Aly, Aureolysin,
und Lipasen wie Lip und Geh steuert (Dunman P.M. et al., 2001; Ziebandt, A.K. et al., 2001).
Ferner wird eine vernetzte Aktivierung des agr-Locus durch den Transkriptionsregulator SarZ

derzeit untersucht (Ballal A. et al., 2009; Tamber S., Cheung A.L., 2009).

SigB:

Eine pathogenitétsrelevante Funktion von SigB, wie z. B. bei Stressadaption von Bacillus subti-
lis (Hecker M., 2007), wird bei S. aureus noch kontrovers diskutiert (Lorenz et al., 2008). SigB
wird als alternativer Transkriptionsfaktor beim Eintritt von S. aureus in die stationdre Phase
aktiviert. Hierbei hilft er dem Bakterium, sich an unterschiedliche Stresssituationen zu adaptie-
ren, indem z. B. die Expression von asp23 (alkalisches Schockprotein) moduliert wird (Gertz
S., Engelmann S. et al., 1999). Durch Kooperation mit anderen Regulatoren ist er auch an der
Transkription des sarA-Operon beteiligt (Bischoff M. et al., 2001; Horsburgh M.J., 2002). SigB
soll zudem an der Biofilmbildung von S. aureus beteiligt sein (Lauderdale K.J. et al, 2009).
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1.4 Erreger - Wirt - Interaktion

S. aureus besitzt die Fahigkeit, intrazelluldr zu persistieren (Foster T.J., 2005). Durch einen be-
sonderen Phinotyp, die Small Colony Variants (SCV), konnen sie lange aufgrund des redu-
zierten Metabolismus bestehen (Looney W.J., 2000). Die SCV konnen jedoch situationsab-
hingig wieder zu dem schnell wachsenden Phénotyp revertieren und verursachen somit hiufig
rezidivierende Infektionen. Die Induktion des SCV-Phinotypus wird z. B. durch Gentamicin
ausgelost, kann aber auch Mutationen involvieren (von Eift C., 2008).

Gelangt S. aureus in den Wirtsorganismus, z. B. durch eine GefaBwandldsion im Gewebe, so er-
folgt seine Adhésion entweder durch die MSCRAMM-Proteine oder mittels Adhdsinrezeptoren
an der Zellwand. AnschlieBend erfolgt die Phagozytose in die Endothelzelle, wobei freiwer-
dende bakterielle proteolytische Enzyme eine inflammatorische Reaktion ausldsen (Abszess).
Die Zielzelle exprimiert nun vermehrt Fc-Molekiile und sogenannte Intracellular adhesion mo-
lecules (ICAMs) und Vascular-cell adhesion molecules (VCAMs) . Weiterhin werden Interleu-
kine (1,6 und 8) und Chemokine (MCP-1) zur Leukozytenrekrutierung freigegeben (Tekstra,
1999). Die nun verdnderte Zellanordnung im Zellverbund verursacht eine erhhte Gefawand-
permeabilitit mit Transsudation von Plasmaproteinen. Zirkulierende Makrophagen und Mono-
zyten aktivieren ebenfalls durch Interleukine und TNF o u. a. T-Lymphozyten, welche wiederum
Interferon y ausschiitten. Die Emission all dieser Mediatorsubstanzen fiihrt letztendlich zum Er-

scheinungsbild einer Vaskulitis oder Sepsis.

1.5 Arbeitsfelder Proteomics und Transcriptomics

Im Fokus der Arbeitsgruppe ,,Host-Pathogen-Interactions* des Interfakultdren Instituts fiir Funk-
tionelle Genomforschung der EMAU (Ernst-Moritz-Universitit, Greifswald) steht die Analyse
bakterieller Infektionsprozesse von S. aureus auf zell- und molekularbiologischer Ebene. Das
methodische Repertoire von Genomics, Transkriptomics und Proteomics bietet die Moglichkeit,
umfassende, gleichzeitige und zusammenhéngende Analysen von genomischer DNA, transkri-
bierter mRNA und exprimierten Proteinen zur Charakterisierung von Bakterienstimmen und
ihrer Interaktion mit den Wirtszellen einzusetzen. Die Genomsequenzierung dient als Vorausset-
zung fiir eine herleitende Kenntnis der spezifischen Funktion von Proteinen und damit des Orga-
nismus, da das Genom als ,,Bauplan‘ einer Zelle dient. Durch Transcriptomics und Proteomics
gelieferte Daten konnen eine erweiterte zeitliche und rdumliche Interpretation der Genexpres-
sion einer Zelle und ihrer Proteinausstattung unter definierten Bedingungen erlauben. Hierbei
steht die Analyse der Genprodukte (Proteine) und das Verstindnis regulatorischer Hierarchien
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(Regulons, Stimulons), z. B. bei Stressadaptation, im Vordergrund.

Der Terminus ,,proteome* wurde zum ersten Mal von Marc Wilkins auf der ersten 2D-Elektro-
phorese-Tagung 1994 in Siena eingefiihrt und steht fiir ,,PROTEins expressed by the genOME*
(Wilkins et al., 1996). Da sich der Proteinbiosynthese posttranslationale Modifikationen, wie
z. B. Glykosylierung, Phosphorylierung oder Acetylierung, anschliefen, ist das Proteom einem
stetigen dynamischen Wechsel unterzogen. Umweltassoziierte Bedingungen wie Temperatur,
Stress oder Interaktion mit anderen Zellen konnen sowohl die Zusammenstellung des Proteoms
als auch die Expressionshohe beeinflussen. Mittels der 2-DE konnen spezifische Anderungen
der Proteinmuster in Abhingigkeit eines normalen bzw. abnormalen Wachstums oder einer Dif-
ferenzierung, wie z. B. unter mitogenen, nutritiven oder hormonellen Einfliissen, dargestellt
werden (Appella E. et al., 2000).

Nachdem 2001 zwei komplett sequenzierte S. aureus-Stimme publiziert wurden (Kuroda M.,
Ohta T. et al., 2001), erweiterte sich das Interessenfeld der erkenntnisorientierten Forschung
dahingehend, spezifische und globale Regulationsmechanismen des Bakteriums in Wechsel-
wirkung mit dem Wirt Mensch zu untersuchen. Einen aktuellen Datenstand aller sequenzierten
S. aureus-Stimme kann man bei NCBI (National Center for Biotechnology Information; http://
www.ncbi.nlm.nih.gov) erfragen. Aufgrund des rapide wachsenden Resistenzproblems von S.
aureus (MRSA;VRSA) und der damit verbundenen klinischen und gesundheitsékonomischen
Folgeerscheinungen ist die Detektion seiner spezifischen Virulenzfaktoren (Adhésine, Toxine
etc.) und ihr Wirken im komplementiren Genexpressionsnetzwerk von entscheidender medizi-

nischer Bedeutung.

1.6 Ziel der Arbeit

Um fiir die Analysen die Techniken der funktionellen Genomanalyse in vollem Umfang nutzen
zu konnen, sollte auf Bakterienstimme mit bekannter Genomsequenz zuriickgegriffen werden.
AuBerdem sollte ein Stamm verwendet werden, mit dem weltweit auch schon andere Laborato-
rien arbeiten und der auch fiir Analysen in Tiermodellen geeignet ist. Die Wahl fiel schlussend-
lich auf ein NCTC8325-Derivat, da dieser Stamm all diese Anforderungen erfiillt und zusitzlich
mit einem Derivat dieses Stammes auch schon Kolonisierungsversuche in den Niederlanden
an gesunden Probanden ausgefiihrt wurden (van Leuween W.B. et al., 2005; Wertheim H. et
al., 2008). Da bei den vorliegenden Derivaten entweder Mutationen in wichtigen Regulatoren
vorliegen oder aber die Stdimme durch nicht genau definierte Mutagenesen erzeugt wurden,
wurde im Rahmen der SFB-Transregion 34 beschlossen, die RsbU-Mutation im Stamm 8325-4
zu reparieren. Deshalb wurden zundchst Untersuchungen mit dem Stamm 8325-4 und spéter
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mit dem neuen Derivat RN1HG ausgefiihrt, in dem durch die Gruppe um Prof. Dr. F. Gotz
der RsBu-Defekt durch ortsgerichteten Austausch des betroffenen DNA-Abschnittes repariert
wurde.

Diese pradefinierten Kriterien sind fiir zukiinftige Riickschliisse eventueller Proteomveréin-
derungen auf Erregerseite wihrend einer in vitro-Erreger-Wirt-Interaktion essentiell. Ebenso
verhielt es sich auf der Wirtsseite mit der Wahl der eukaryontischen Zelllinie. Die verwendeten
humanen S9-Epithelzellen entstammen dem Bronchialsystem eines Patienten mit cystischer
Fibrose und sind immortalisiert worden, wobei gleichzeitig der Defekt im CTFR-Gen durch
Einbringen einer zusétzlichen Kopie des Wildtypgens korrigiert wurde (Adenovirus 12 u. Simi-
anvirus 40). Da S. aureus-Pneumonien im Anschluss an eine Influenza-A-Virusinfektion noso-
komial bei beatmeten Patienten und auch vermehrt bei immundefizienten Kindern und Jugend-
lichen auftreten (Hornig-Franz I. et al., 2007), war der Einsatz der S9-Zellen sinnvoll.

Die vorliegende Arbeit behandelt vordergriindig folgende Fragestellungen:

. Erstellung von sogenannten Proteomreferenzkarten der S9-Zellen und S. aureus
RN1HG mittels 2-DE und Katalogisierung des Proteoms als Datengrundlage fiir

Folgeversuche.

. Methodenoptimierende Kultivierungsversuche von S. aureus NCTC 8325-4 und

RN1HG mit Datenvergleich der wachstumsabhéngigen Expressionsprofile.
. Diskussion einer moglichen Beteiligung der differentiell exprimierten Proteine

an Mechanismen, die der Wirt-Erreger-Interaktion zugrunde liegen (Adhésion,

Invasion etc.) unter Zuhilfenahme vorhandener Literatur.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Laborgeriite

Laborgeriite

Hersteller

Adventurer Digitalwaage
Biofuge pico

Biofuge fresco

BioRad Dodeca-Cell

EPSON EXPRESSION 1680 pro
Ettan Spot Handling Workstation
EXQuest Spot Cutter
Gefrierschrinke (-20 °C)
Gefrierschrank (-80 °C)
Kiihlschranke (4 °C)

Labsonic U (Ultraschallgerét)
MALDI TOF/TOF™ 4800 Analyzer
Multiphor II (IEF-Apparatur)
Mikrozentrifuge

Pipetten

Pipetten
Pufter-Rezirkulationspumpe
Scout Pro Digitalwaage
Schiittler

Stromversorgungsgerét
Thermomixer

Typhoon 9400Variable Mode Imager
Ultrospec 2100 pro (Photometer)
Vortex Genie

Zentrifuge 5804R

OHAUS, Pine Brook, USA

Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE
Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,DE
EPSON Deutschland GmbH, Meerbusch,DE
GE Healthcare, Miinchen,DE

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,DE
Liebherr-International AG, Bulle, Schweiz
Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE
Liebherr-International AG, Bulle Schweiz
B. Braun Biotech International,Melsungen, DE
Applied Biosystems, Foster City, CA,USA
GE Healthcare, Miinchen, DE

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Gilson, Bad Camberg, DE

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE
OHAUS, Pine Brook, USA

GFL GmbH, Burgwedel, DE

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE

GE Healthcare, Miinchen, DE

GE Healthcare, Miinchen, DE

Scientific Industries, Bohemia, USA

Eppendorf, Hamburg, DE
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

Material Hersteller

Dry Strip Cover Fluid GE Healthcare, Miinchen, DE

Elektrodenstreifen GE Healthcare, Miinchen, DE

Handschuhe HARTMANN, Heidenheim, Ansell, Miinchen, DE
IPG Strips GE Healthcare, Miinchen, DE

Konische 50 - ml - R6hrchen
Konische 15 - ml - R6hrchen
Kuvetten

Mikrovials

pH Streifen

Pipettenspitzen (blau/gelb)
Pipettenspitzen (weil3)

Pipettenspitzen (1 - 5 ml/ MS-Spitzen)
Reaktionsgefa (0,5 ml/1,5 ml/2 ml)

Reaktionsgefal3 fiir MS

Trypsin
Wigeschalen
Whatman Papier

2.1.3 Chemikalien

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, DE
SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht, DE
SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht, DE
VWR International GmbH, Darmstadt, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht, DE
Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE
Qiagen Hilden, Sarstedt AG Niimbrecht, DE

Roth GmbH Karlsruhe,Eppendorf AG,Hamburg,DE

Sorenson BioScience Inc., Salt Lake City, USA
Promega GmbH, Mannheim, DE

Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Whatman GmbH, Dassel, DE

Chemikalie Hersteller

Aceton Mallinckrodt Baker, Griesheim, DE
Acetonitril (ACN) Thermo Fisher Scietific Inc, Waltham, USA
Acrylamid AppliChem GmbH, Darmstadt, DE
Agarose Invitrogen GmbH, Karlsruhe, DE

Ammoniumbicarbonat (ABC)
Ammoniumpersulfat
Ammoniumsulfat

Aqua bidest.
Bradford-Reagenz

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
GE Healthcare, Miinchen, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

J.T.Baker, Deventer, Holland, DE

Bio Rad, Laboratories GmbH, Miinchen, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
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BSA

CHAPS

Coomassie Brillant Blau
Dithiolthreitol (DTT)
Essigsdure

Ethanol

Ethanol, vergillt

Flamingo TM Flourescent Gel Stain

Formaldehyd
Glycerol

Glycin

Harnstoft

HCI

HEPES

Iodacetamid (IAA)
Isopropanol
Methanol
Natriumcarbonat
Natriumthiosulfat-Pentahydrat
Pharmalyte (3 - 10)
Pharmalyte (8 - 10,5)
Phosphorséure

SDS

Silbernitrat

TEMED
Thioharnstoff

Tris

2.1.4 Bakterienstamme

Bakterienstamm

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

GE Healthcare, Miinchen, DE

Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
GE Healthcare, Miinchen, DE

Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

GE Healthcare, Miinchen, DE

GE Healthcare, Miinchen, DE

Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Roth GmbH, Karlsruhe, DE

AppliChem GmbH, Darmstadt, DE

GE Healthcare, Miinchen, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

Referenz

NCTC 8325-4 (S. aureus)
RNITHG (S. aureus)

ArsbU 11bp
rsbU repaired in NCTC 8325-4  (Gruppe Friedrich Gétz,

(Gertz, 1999)

Tiibingen, DE)
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In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene S. aureus-Stimme mittels 2-DE unter-

sucht. Dabei entstand in Kollaboration mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Friedrich Gotz (Tii-
bingen, DE) aus dem S. aureus RN1 (Agr/ ArsbU 11bp ) das neues Isolat S.aureus RN1HG

(Agr'/ RsbU") (Abb.3).

cured of phages
P 11,12, 13
by UV light
(1967)

NCTC8325 (RN1)
11* daler’unﬁbu

SigB rsbW rsbY

restored of rshU
agr,
exotoxin positive

phages P 11, 12, 13

the positive regulator of sigmaB
agr,
exotoxin positive,
phages P 11, 12, 13

NCTC83254

11bp deletion in rshU,
agr,
high exotoxin positive

spontaneous
cadmium-resistant
revertant
(1981)

ISP479

11bp deletion in rshU,
agr,
exotoxin positive,
cadmium-resistant revertant

N-methyl-N-nitro-N-
nitrosoguanidine
(NTG mutagenesis)
(1976)

—>  SH1000

restored of rshU by S. Foster,
agr,
exotoxin positive

SA113

11bp deletion in rshU,
agr,
exotoxin negative,
phages P 11, 12, 13

— I

restored of rshU by |. Lasa,
agr,
exotoxin positive,
cadmium-resistant revertant

Abb. 3: Grafische Darstellung der Konstruktion von S. aureus RN1HG und S. aureus NCTC 8325-4 aus dem S.
aureus-Stamm NCTC 8325 ( RN1) (modifiziert nach Herbert und Gétz, 2007).

Geriite Hersteller

Biofuge PRIMO R Thermo Electron Corporation, Waltman, USA
Gefrierschrank (-20 °C) BOSCH Haushaltsgerite, Miinchen, DE
Glasflaschen 500 ml SCHOTT AG, Mainz, DE

Heizplatte BOMANN GmbH, Kempen, DE

Inkubator Innova 4200 New Brownswick Scientific, Edison, USA
Labocap-Kappen K 377.1 Roth GmbH, Karlsruhe,DE

Photometer Genesis 10 VIS
Photometer Ultrospec 3100pro
Pipettierhilfe Pipetus akku
Reagenzgliser

Schiitteltisch 1086
Schnellkochtopf PERFECT

Thermo Fisher Scietific Inc, Waltham, USA

GE Healthcare, Miinchen,DE

HIRSCHMANN LABORGERATE, Eberstadt, DE
VWR International GmbH, Darmstadt, DE

GFL, Burgwedel, DE

WMF AG, Geislingen, DE
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Serologische Pipetten 1/5/10/200 ml
Spritzen Omnifix 60 ml
Steritop-Filter 0,2 um

Wasserbad OLS 200

Zentrifuge Sigma 2-16PX
(Eppirotor 12148)

Zentrifuge Sorvall RC-5B

(Rotor SLA-3000 SUPERLITE)

SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht, DE

B. BRAUN Melsungen AG, Melsungen, DE
Whatman GmbH, Dassel, Millipore, Billerica, USA
Grant, Hillsborough, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE

Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA

2.1.5 Medien und Losungen zur Bakterienanzucht

Medium/Lésung

Hersteller

10 x MEM

100 x Amino Acids Non Essential
Select AGAR

Bacto ™Tryptic Soy Broth
FCS

Glycerin

HEPES (1M Buffer Solution)
RPMI 1640

LB (Luria Bertani) Broth-Base
L-Glutamin (200mM)
L-Alanin

L-Arginin

L-Aspartat

L-Cystein

L-Glutamat

L-Histidin

L-Isoleucin

L-Leucin

L-Lysin

L-Phenylalanin

L-Prolin

L-Serin

L-Threonin

Gibco Invitrogen, Paisley, U.K

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, DE

Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France
Biochrom AG, Berlin, DE

Roth GmbH, Karlsruhe, DE

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria
Gibco Invitrogen, Paisley, U.K
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Roth GmbH, Karlsruhe, DE
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L-Tryptophan Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
L-Valin Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Trichloressigsdure (TCA) Roth GmbH, Karlsruhe, DE

2.1.6 Zellkulturen

Eukarvontische Zelllinie Hersteller
S9 LGC Standards GmbH, Wesel, DE
(ATCC-Nummer CRL-2778)

Geriite Hersteller

Brutschrank HER Acell 240 Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE

Glas Pasteur Pipetten 150 ml VWR International GmbH, Darmstadt, DE
Kiihlschrank SANTO AEG Electrolux, Stockholm, Schweden
Mikroskop Eclipse TS 100 Nikon GmbH, Diisseldorf, DE

Pipettierhilfe Pipetus akku HIRSCHMANN LABORGERATE, Eberstadt, DE
Saugdruckpumpe VWR International GmbH, Darmstadt, DE
Serologische Pipetten 5 ml/10 ml SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht, DE
Sterilbank MSC 12 Thermo Electron Corporation, Waltman, USA
Thermomixer Eppendorf AG, Hamburg, DE

Tissue culture dish 100 x 20 mm SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht, DE

Zellzahlkammer Neubauer Improved Roth GmbH, Karlsruhe, DE

2.1.7 Medien und Losungen zur Zellkultivierung

Medium/Lésung Hersteller
10 x Dulbecco’s PBS PAN Biotech GmbH, Aidenbach, DE

PAA Laboratories, GmbH, Pasching, Austria
100 x Amino Acids Non Essential PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria
FCS Biochrom AG, Berlin, DE
L-Glutamin (200mM) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria
MEM Earl, Standard, w/o Promo Cell, Heidelberg, DE
L-Glutamin
Trypsin PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria

18



2. Material und Methoden

2.1.8 Programme und Datenbanken

Programm/Datenbank

Firma

Delta 2D (Bildanalyse 2D-PAGE)
GPS Explorer (MS-Auswertung)
Mascot (Suchmaschine)

Office

Photoshop

Swift II (Proteinbestimmung)

SwissPro (Datenbanksuche)

2.2 Methoden

DECODON GmbH, Greifswald, DE

Applied Biosystem,Foster City, USA

Matrix Science Ltd., London, UK

Microsoft, Redmond, USA

Adobe Systems Incorporated, San Jose, USA
Biochrom Ltd., Cambridge, UK

Swiss Institute of Bioinformatics, Switzerland

(www.expasy.ch)

2.2.1 Anzucht der Bakterienstimme

Ausgehend von 200 pl Glycerinkultur wurden 100 ml des Voll- bzw. Selektivmediums ange-

impft und Ui. N. bei 37°C schiittelnd inkubiert. Aus der Vorkultur wurden die Hauptkulturen auf

eine OD, von 0,05 angeimpft und in einem 500 ml-Erlenmeyerkolben im Wasserbad oder

Schiittelinkubator mit 120 rpm bei 37 °C angezogen. Die Ernte erfolgte in Abhingigkeit der

gewiinschten Wachstumsphase, die photometrische Kontrolle fand stindlich bei OD,  statt.

Die Aufbewahrung von Reinkulturen erfolgte in LB und Glycerin in einem Verhéltnis von 3:1

bei -80 °C (Aliquots).

Medium fiir 8325-4 (Ansatzvolumen 650 ml)

Substanz Einwaage (Endkonzentration)
10 x MEM 65 ml 1x

100 x NEAA 6,5 ml 1%

200 mM L-Glutamin 13 ml 4 mM

FCS 32,5 ml 5%

NaHCO, (7,5 %) 19,07 ml 2,2 g/l

A.dest. ad. 650 ml

Medium fiir RN1HG (Ansatzvolumen 1L)

Substanz (Stammkonzentration) | Einwaage (Endkonzentration)
10 x MEM 100 ml 1x

100 x NEAA 10 ml 1%

200 mM L-Glutamin 20 ml 4 mM

IM HEPES 10 ml 10 mM

50 mM je AS Gr.1-5 40 ml 2 mM je AS
25 mM AS Gr.6 80 ml 2 mM
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AS des Mediums fiir RN1HG ( Ansatzvolumen 1L)

Aminosiuren- A Molekulargewicht | Stammkonzentration Endvolumen
gruppe > [g/mol] [mM] [mL]

Alanin 89,1

1 Valin. 117,2 40
Leucin 131,2
Isoleucin 131,2
Aspartat
(Aspartatsdure 155,1
Na-Salz)

2 40
Glutamat
Glutamatsdure 169,1
Na-Hydrat) S0
Serin 105,1

3 Threonin 119,1 40
Cystein 121,2
Arginin - HCI 210,7

4 Lysin - HCI 182,6 40
Prolin 115,1
Phenylalanin 165,2

5 T 40
Histidin 155,2

6 Thryptophan 204,2 25 80

Alle AS besitzen in 11 Medium eine Endkonzentration von 2 mM. Die angegebenen Medien wurden jeweils frisch angesetzt,
mit NaOH auf einen pH 7,4 eingestellt, steril filtriert und in sterilen Kolben bei 4 °C gekiihlt aufbewahrt.

2.2.2 Priaparation der bakteriellen Proben

Die durchgefiihrte TCA-Féllung ist eine einfache, schnelle und quantitative Methode, bei der
besonders kleine Proteinmengen (ug) prézipitiert und gleichzeitig aufkonzentriert werden. Nach
Erreichen der gewtinschten OD,, —wird eine definierte Menge des Kulturvolumens abge-
nommen und 10 min bei 4 °C und 10000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde zu den Uber-
standen eine 100%ige TCA-Ldsung (Endkonzentration 10 %) hinzugegeben und der Proben-
ansatz bei 4 °C 1i.N. inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Proben fiir 1 h bei 10000 rpm und
4 °C zentrifugiert. Die Pellets wurden in 70 % Ethanol resuspendiert und 5 min bei 4 °C und
10000 rpm zentrifugiert. Letzteres wurde fiinfmal wiederholt. Der Endschritt wurde mit 100 %
Ethanol durchgefiihrt, abermals der Uberstand abgekippt und die Proben bei RT fiir 1 h luftge-
trocknet oder mittels Speedvac fiir ca. 1 min eingeengt. Danach wurden sie je nach Endvolumen
in RHB aufgenommen und ii.N. bei 4 °C inkubiert. Am néchsten Morgen wurden die Proben
10 min bei RT und 10000 rpm zentrifugiert und der Uberstand fiir die weitere Proteinmengen-

bestimmung gewonnen.
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2.2.3 Kultivierung von eukaryontischen Zellen

Die S9-Zellen wurden nach Lagerung bei -192 °C in fliissigem Stickstoff, in 20 ml MEM (sup-
plementriert mit 4 % FCS, 1 % NEAA und 4 mmol/L L-Glutamin) aufgenommen und anschlie-
Bend in Zellkulturschalen bei 37 °C und 5 % CO, tiber 96 h kultiviert.

Zum Zeitpunkt der Zellernte lag ein konfluenter Zellrasen vor, dies entspricht einer Zelldichte
von ca. 5 - 10 x 10° Zellen pro Kulturschale. AnschlieBend wurde mit Hilfe einer Saugdruck-
pumpe das Medium entfernt, die Zellen 2 x mit 10 ml PBS gewaschen und dann in 500 ul RHB
(Urea 8 M, Thiourea 2 M, 2% CHAPS) lysiert.

2.2.4 Aufbereitung der S9-Epithelzellen

Die angewandte nicht mechanische ,,Freeze and Thaw*-Methode (Gefrieren/Auftauen) gilt als
eines der traditionellen physikalischen Zelllyseverfahren. Durch abwechselnde Temperaturex-
tremata werden die wasserhaltigen Zellen kristallisiert, aufgequollen und platzen folglich. Da-
bei werden sie zunéchst in fliissigen Stickstoff eingetaucht, dann fiir 10 min bei 30 °C in einem
Thermomixer bei 30 °C und 1400 rpm inkubiert und schlieBlich kurz gevortext. Dieser Zyklus
wurde fiinfmal wiederholt. Zusdtzlich wurden die Proben per Ultraschall mit einer Frequenz
von 20 kHz dreimal fiir 3 sec bei 50%iger Intensitéit behandelt und abermals bei 15300 rpm und
20 °C fiir 1 h zentrifugiert. Ultraschallwellen konnen alternativ zum DNase-Verdau zur Frag-
mentierung der chromosomalen DNA eingesetzt werden. Vom Uberstand wurden Aliquots zur
Proteinbestimmung entnommen und der Rest der Proteinrohextrakte bei -80 °C bis zur weite-

ren Verwendung gelagert.

2.2.5 Proteinbestimmung nach Bradford

Die colorimetrische Proteinbestimmung nach Bradford ist eine sensitive Methode zur Quan-
tifizierung von Proteinkonzentrationen (Bradford, 1976). Das Prinzip basiert auf einer photo-
metrisch messbaren Verschiebung des Extinktionsmaximums des Farbstoffes CBB G250 nach
Bindung an Proteinen von 465 nm auf 595 nm. Hierbei wurde zunichst eine Standardeichreihe
mit BSA in aufsteigender Konzentration 1 - 12 ug/ul erstellt. Von den Probenextrakten wurden
anschlieBend in geeigneter Verdiinnung 10ul eingesetzt, zu 790 ul A. dest. pipettiert und mit
200 pl Bradford Reagenz zu einem Gesamtvolumen von 1000 pl aufgefiillt. Die Absorption
der Proben wurde bei 595 nm photometrisch gegen einen Leerwert ermittelt und mit Hilfe der
Swiftll Software ausgewertet, danach mit der BSA-Standardreihe verglichen und folglich der

Proteingehalt bestimmt.
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2.2.6 Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die 2-DE nach O’Farrell und Klose erlaubt die Auftrennung komplexer Proteingemische in Ein-
zelproteine, indem zwei biochemische orthogonal zueinander ausgefiihrte Trennverfahren mit-

einander kombiniert werden (Klose, 1975; O’Farrell, 1975) (Abb.4).
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Abb. 4: Grafische Darstellung der 2 - DE

Das Proteingemisch wird durch zwei diverse biochemische Prinzipien aufgetrennt. Wahrend der 1. Dimension (IEF) findet zu-
erst die Separation nach Ladung (pl), in der 2. Dimension (SDS-PAGE) nach dem Molekulargewicht statt.

Abb. modifiziert nach Werner Miiller-Ersterl, Biochemie, 2004

2.2.6.1 Rehydratisierung

Wihrend der Rehydratisierung werden die Proteine in eine Gelmatrix des immobilisierten
pH-Gradienten eingelagert (IPG-Streifen). Dazu wurde die aufbereitete Probe in 1 x UT bis
zu einem Volumen von 450 pl aufgenommen, mit 50 pl des 10 x RH auf ein Endvolumen von

500 pl ergénzt und und mit Bromphenolblau angeférbt.

1 x UT-Puffer Einwaage (Endkonzentration)
Urea 192¢ (8 M)

Thiourea 0,61¢g 2M)

A. dest. ad. 4 ml
10xRehydratisierungslosung pH 4-7 Einwaage (Endkonzentration)
CHAPS 80 mg (2 %)

DTT 17,5 mg (0,3 M)

Pharmalyte 3-10 52,5 ul

1 x UT-Puffer ad. 400 pl
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In Abhéngigkeit der angestrebten Féarbetechniken, wurden fiir die Polyacrylamidgele mit Silber-
nitrat jeweils 75 pg bis 85 pg Protein und fiir die préparativen Gele mit CCD zwischen 350 ug
und 400 pg eingesetzt. Der Rehydratisierungansatz wurde nun 60 min bei 20 °C und 1400 rpm
im Thermomixer inkubiert und anschlieend 15 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die Proben
wurden dann in einer Rehydratisierungsschale zusammen mit IPG-Streifen (pH 4 - 7, 24 cm) in-
kubiert, welche, mit der Gelseite nach unten zeigend, luftblasenfrei aufgelegt wurden. Um einer
Austrocknung vorzubeugen, wurde der bereitete Ansatz mit Dry Strip Cover Fluid iiberschich-
tet und ca. 24 h bei 20 °C rehydratisiert.

Die IPG-Streifen von 18 cm bzw. 11 c¢cm fiir den pH-Bereich 6 - 11 wurden ausschlielich mit
RHB rehydratisiert, da die Probe am Folgetag mittels Cuploading bei der isoelektrischen Fo-
kussierung aufgetragen wurde. Bei 11 cm Streifen wurde ein Volumen von 200 pl, bei 18 cm

Streifen ein Volumen von 340 ul verwendet.

Rehyvdratisierungspuffer (RHB) pH 6 - 11 Einwaage (Endkonzentration)

Urea 2,4¢g(8 M)

Thiourea 0,76 g (2 M)

CHAPS 0,1 g(2%)

A. dest. ad. 5 ml

Rehydratisierungslosung pH6-11 llcm 18cm

RHB 136 pl 231,2 ul
Isopropanol 20 ul 34 ul (10 %)
Glycerol (50 %) 20 pl 34 pl (5 %)
TT (25 %) 20 pl 34 ul (2,5 %)
Pharmalyte 3 - 10 2 ul 3,4 ul (1 %)
Pharmalyte 8 - 10,5 2 ul 3,4 ul (1 %)

Puffer fiir Cup Loading pH 6-11
RHB + Probe

Isopropanol

Glycerol (50 %)

DTT (25 %)

Pharmalyte 3-10

Pharmalyte 8 — 10,5

Bromphenolblau

Einwaage (Endkonzentration)

68 ul

10 pl (10 %)
10 pl (5 %)
10 pul (2,5 %)
1 pl (1 %)

1 ul (1 %)
Spatelspitze

23



2. Material und Methoden

2.2.6.2 Isoelektrische Fokussierung (1. Dimension)

Wihrend der isoelektrischen Fokussierung erfolgt die Auftrennung der Proteine nach ihrem pl.
Dieser markiert molekiilspezifisch den Punkt, bei dem die elektrische Nettoladung Null ergibt
und somit das Protein im elektrischen Feld nicht mehr weiterwandert. Zur Durchfiihrung wur-
den die IPG-Streifen zunidchst in der Apparatur, mit der Gelseite nach oben zeigend, platziert.
An den jeweiligen Enden der Streifen wurde ein mit A. dest angefeuchteter Whatmann-Papier-
streifen sowie dartiber ein befeuchteter Elektrodenstreifen und die entsprechenden Elektroden
(Kathode — /Anode +) aufgelegt. Um eine vollstdndige Spaltung der Disulfidbriicken in den
Proteinen zu gewéhrleisten, wurde zusitzlich ein in 15 mM DTT getrankter Elektrodenstrei-
fen vor die Kathode gelegt. Nachdem alles mit Dry Strip Cover Fluid tiberschichtet worden ist,

erfolgte die IEF bei 20 °C mit dem entsprechendem Programm:

IEF fiir pH4-7; 24 cm

Stufe/Gradient | Spannung [V] | Stromstiirke [mA] | Leistung [W] | Zeit [h] | [Vh]
1 500 2 5 00:01 1

2 3500 2 5 01:30 3000
3 3500 2 5 16:20 57000
> 17:50 60000

Fiir die Versuchsreihen mit IPG-Streifen im pH-Bereich 6 - 11 wurden laut Ansatzprotokoll
(2.1.8) die Proben 60 min bei 20 °C und 1400 rpm schiittelnd inkubiert, 5 min bei RT zentrifu-
giert und dann mittels der Cuploading-Methode aufgetragen. Auch dabei erfolgten die IEFs bei

20 °C entsprechend der Streifenldnge mit folgenden Programmen:

IEF fiir pH 6 - 11; 11cm

Stufe/Gradient | Spannung [V] | Stromstiirke [mA] | Leistung [W] | Zeit [h] | [Vh]
1 300 2 5 00:01 1

2 3500 2 5 01:30 2900
3 3500 2 5 02:35 9100
> 04:06 12000

IEF fiir pH 6 - 11;18 cm

Stufe/Gradient | Spannung [V] | Stromstiirke [mA] | Leistung [W] | Zeit [h] | [Vh]
1 500 2 5 00:01 1

2 3500 2 5 01:30 3000
3 3500 2 5 06:20 22000
> 07:50 25000

2.2.6.3 Aquilibrierung der IPG-Streifen

Die Aquilibrierung dient als vorbereitender Zwischenschritt zur SDS-PAGE, bei dem die Pro-
teine mit SDS beladen und reduziert bzw. alkyliert werden. Dabei werden durch das eingesetzte
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DTT ( = Lsg. A) die bestehenden Disulfidbriicken gespalten und anschlieend eine Reoxida-
tion der Schwefelgruppen durch Alkylierung mit IAA (= Lsg. B) verhindert. Die IPG-Streifen
wurden in passenden Aquilibrierungsschalen nacheinander mit den beiden Losungen jeweils

15 min bei RT schuttelnd inkubiert.

Aquilibrierungslésung

Substanz Einwaage ( Endkonzentration)
Urea 3,6 g(6 M)

Tris/HC1 (1,5 M, pH&,8) 2,5 ml (375 mM)

Glycerin (87 %) 2,3 ml (20 %)

SDS (20 %) 2,0 ml (4 %)

A.dest. Ad. 10 ml

Losung A:  Aquilibrierungslésung + 3,5 mg/ml DTT
Losung B: Aquilibrierungslosung + 45 mg/ml IAA

+ Spatelspitze Bromphenolblau

2.2.6.4 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2. Dimension)

Die SDS-Gelelektrophorese erlaubt die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekular-
gewicht, wobei der separative Transport durch eine Tragermatrix im elektrischen Feld voll-
zogen wird (Laemmli, 1970). Das hierbei verwendete Polyacrylamidgel besteht aus einem
Gemisch aus Acrylamid und Bisacrylamid, welche durch Zugabe von APS und TEMED zu
einer Matrix vernetzt werden. Je nach Menge des Gesamtpolyacrylamids und seinem Verhéltnis
zum Bisacrylamidgehalt im Trenngel konnen Porengrdf3e, Elastizitdt und Engmaschigkeit vari-
ieren. Das SDS denaturiert und formiert die Proteine in mehr oder minder einheitliche Polypep-
tide mit gleicher negativer Ladung um, so dass sich diese SDS-Protein-Komplexe nur noch in
ihrer molekularen Masse unterscheiden. Diese determiniert die Laufgeschwindigkeit, weshalb
kleine Proteine schneller als die gréBeren durch die Tragermatrix wandern.

Die hierbei verwendeten 12,5%igen Trenngele wurden in die vorgesehene Gelkammer gegos-
sen und mit Isopropanol iiberschichtet. Dieses wurde nach erfolgter Polymerisierung griind-
lich abgespiilt und die IPG-Streifen aufgelegt und in 0,5%iger Agaroseldosung eingebettet. Die
Trennung startete bei 20 °C fiir 60 min in der mit 1x-Laufpuffer gefiillten Bio Rad Dodeca Cell
mit einer Anfangsleistung von 0,5 W pro Gel. Diese konnte maximal auf 2 W pro Gel {iber die
Laufzeit von ca. 20 h erhoht werden, bis die durch das Bromphenolblau angeféarbte Lauffront

das Ende des Gels erreicht hatte.
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1 x Laufpuffer

Tris

Gycin

SDS (20%)

A.dest.

12.5 %iges Trenngele
Acrylamid (40 %)
4 x Trennegelpuffer
A. dest.

APS (10 %)
TEMED

4x Trenngelpuffer
Tris/HCL

SDS (10 %)

A. dest.

Einwaage (Endkonzentration)
3g (190 mM)

144 ¢ (25 mM)

5ml (0,1 %)

ad. 11

Einwaage (Endkonzentration)

158,8 ml

127 ml (375 mM)
219,5 ml

2,5ml (0,05 %)
0,125 ml (0,002 %)

Einwaage (Endkonzentration)

182¢g (1,5M)
40ml (4 %) pH-Wert mit HCI auf 8,8 einstellen
ad. 11

Danach wurden die Gele entsprechend der Fragestellung fixiert und gefarbt.

2.2.7 Farbemethoden

2.2.7.1 Kolloidale Coomassie Brillantblau Firbung

Der Farbstoff CBB G250 lagert sich wéihrend des Farbevorgangs unspezifisch an die basischen
Seitenketten der Proteine an, wodurch diese folglich blau erscheinen. Aufgrund des Séttigungs-
verhaltens und der im Vergleich zur Silberfarbung hoheren Kompatibilitét fiir MS-Verfahren
wird diese Farbung oft fiir praparative Gele bevorzugt. Unmittelbar nach erfolgter 2 - DE wur-
den die Gele fiir mindestens 1 h bei RT unter leichtem Schwenken in der Fixierlosung inkubiert.
Nach zwei folgenden Waschschritten fiir 10 min mit A. dest wurden sie i.N. schiittelnd bei RT
in angesetzter CCD gefarbt. Durch zweimaliges Waschen fiir 15 min bei RT mit 20%igem Me-
thanol wurde der Hintergrund auf dem Gel reduziert. AbschlieBend wurden sie zweimal jeweils

60 min in A. dest. gewéssert.

Fixierlosung
Substanz Einwaage (Endkonzentration)
Ethanol 40ml (40 %)
Essigsdure 10ml (10 %)
A. dest. ad. 100 ml
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Farbelosungen
Substanz | Einwaage (Endkonzentration)
CBB G250 - Stammlosung
CBB G250 5g(5%)
A. dest. ad. 100 ml
CCD -Stammlosung
Ammoniumsulfat 50 g (10 %)
Phosphorsdure (85 %) 6 ml (1 %)
CBB G250 - Stammldsung 10 ml
A. dest. ad. 490 ml
CCD (Firbelosung)
CCD - Stammldsung 200 ml
Methanol 50 ml (20 %)

2.2.7.2 Farbung mit Silbernitrat nach Blum et al. (1987)

Aufgrund der hohen Sensitivitit und der geringen einzusetzenden Proteinmengen eignet sich

diese Firbemethode oftmals als Ubersichtsfirbung. Die Gele wurden gleich nach der Elek-

trophorese fiir mindestens 30 min bei RT schiittelnd fixiert und anschliefend zweimal 20 min

mit 50%igem Ethanol gewaschen. Daraufhin folgte ein Sensitivierungsschritt fiir eine Minute,

zweimaliges Auswaschen fiir 20 sec mit A. dest. und die Inkubation in der Silbernitrat-Farbe-

16sung fiir 20 min Um {iberschiissiges Silbernitrat zu entfernen, wurden die Gele fiir 20 sec

wieder in A. dest. geschwenkt. Nach 1 bis 3 miniitiger Reaktionszeit in der Entwicklerlosung

wurde jene mit 1%iger Glycinldsung abgestoppt und die Gele nochmals in 1 %iger Glycinlo-

sung inkubiert. Ferner erfolgte ein letzter Waschschritt fiir 30 min in A. dest.

Fixierlosung
Substanz Einwaage( Endkonzentration)
Ethanol 500 ml (50 %)
Essigsdure 120 ml (12 %)

Formaldehyd (37 %)

0,5 ml (0,05 %)

A. dest.

ad. 11
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Farbelosungen
Substanz | Einwaage (Endkonzentration)
Sensitivierungslosung
Na,S 0,*5H.0 200 mg (0,02 %)
A. dest. ad. 11
Silberlosung (unter Lichtausschluss aufbewahrt)
Silbernitrat 2 g (0,02 %)
Formaldehyd 0,375 ml (0,075 %)
A. dest. ad. 11
Entwicklungslosung
Na, S O,*5H,0 4 mg (0,0004 %)
Natriumcarbonat 60 g (6 %)
Formaldehyd (37 %) 0,25 ml (0,025 %)
A. dest. ad. 11

Formaldehyd wurde kurz vor Gebrauch frisch hinzugefiigt.

2.2.7.3 Flamingo Fluoreszenzfirbung

Kovalent bindende Fluoreszenzfarbstoffe wie Flamingo Gel Stain werden aufgrund ihrer sehr
hohen Sensitivitit und eines linearem dynamischen Quantifizierungsbereichs von ~3 Grofen-
ordnungen eingesetzt. Dabei werden sie durch einen Frequenzbereich von 494 nm wihrend
des Scannens angeregt, woraufhin sie durch Lichtemission ihre fluoreszierende Eigenschaft
entwickeln. Auch in diesem Fall konnen sich quantitative und massenspektrometrische Proteom-
analysen anschlieen. Die Fixierung der Gele erfolgte sofort nach Beendigung der 2. Dimension
schiittelnd bei RT fiir 120 min in Fixierlosung. Der verwendete Farbstoff liegt in einer 10-fach
konzentrierten Stammldsung vor und musste laut Protokoll entsprechend verdiinnt werden. Die
Inkubation erfolgte in der Arbeitslosung fiir mindestens 3 h schwenkend unter Lichtausschluss

bei RT.

Fixierungslosung
Substanz Einwaage (Endkonzentration)
Ethanol 400 ml (40 %)
Essigsdure 100 ml (10 %)
A. dest. ad. 11

Farbelosung
Substanz Einwaage (Endkonzentartion)
Flamingo Gel Stain 10 x Stock | 50 ml
A. dest. 450 ml

2.2.8 Bildanalyse
Die angefertigten Polyacrylamidgele wurden mittels der Scanner EPSON EXPRESSION
1680 pro oder Typhoon 9400 Variable Mode Imager als Bildatei in Adobe Photoshop und Image
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Quant vs 5.2 (Molecular Dynamics) eingefiigt. AnschlieBend wurden die Gelbilder in die Soft-
ware Delta 2D (DECODON, Greifswald, DE) importiert und in verschiedenen Projektordnern
hinterlegt. Bei die Erstellung der Proteomreferenzkarten der S9 - Zellen wurde aus der Bild-
datenreihe (pH 4 - 7 u. pH 6 - 11) jeweils ein Mastergelbild bestimmt. Mit dem Programm-
tool Spotdetection wurden die Proteinspots markiert und zunichst numeriert (labeling). Nach
erfolgter MS-Analyse wurden die entsprechenden ,,Accessionnames* der Datenbank Swissprot
Version 55.1 als endgiiltige Label-IDs inseriert. Fiir die Datenauswertung der 1. und 2. Ana-
lyse der Spotmuster von S. aureus RN1THG wihlten wir als Referenzgel das Bild der Kontroll-
gruppe bei OD 0,5 aus. Die Spots aller 18 Einzelgele wurden im Overlay (matching) mit jenem
»gewarped®, das heiflt manuell miteinander verbunden. AnschlieBend wurde aus allen Gelen
ein gemeinsames virtuelles Fusionsgelbild erstellt. Durch das Programmtool Editing wurden z.
B. artifiziell entstandene Spots an den Gelrdndern entfernt und andere durch Matchen entstan-
dene Fehler korrigiert. Im Anschluss wurden die Label -IDs aus der Proteomreferenzkarte von
S. aureus RN1HG (3.3.1) auf das detektierte Spotmuster des Fusionsgels transferiert. Die so
markierten Proteinspots wurden folglich auf alle Gele der Datenreihe {ibertragen. Somit wurden
die relativen Intensititen (V%) im definierten Konfidenzintervall (n > 0,5;n < 2), bezogen auf
die Gesamtintensitét aller Spots eines Gels, berechnet. Diese relativen Spotintensitidten wurden

zur Auswertung der signifikanten Anderungen (p-Wert < 0,05) verwendet.

2.2.9 Massenspektrometrische Methoden
Die massenspektrometrische Analyse dient innerhalb der Proteomics zur 1dentifizierung und
Quantifizierung von Proteinen in vorfraktionierten Proben oder komplexen Proteingemischen

(Identitit, Sequenz, chemische Modifikation).

2.2.9.1 In Gel Trypsin Verdau
Hierbei werden Proteine ausgewéhlter Gelspots mit Trypsin verdaut. Dabei spaltet Trypsin
bindungsspezifisch die Proteine am C-Terminus der Lysin- und Arginin-Reste. Die hierfiir
geeigneten Coomassie Gele wurden automatisch mittels Spotcutter oder manuell prozessiert
und die gewliinschten Proteinspots in Mikrotiterplatten {iberfiihrt. Der Trypsinverdau erfolgte
automatisch mit der Ettan Spot Handling Workstation (GE Healthcare), indem die Proteinspots
zweimal fiir 30 min und anschlieBend 10 min mit 100 pl frischer 50 mM Ammonium-bicar-
bonat-Lésung in 50 % Methanol bei RT inkubiert wurden. AnschlieBend wurde der Uberstand
verworfen und die verbliebenen Gelstiicke in 75 % ACN dehydratisiert. Fiir den zweistiindigen
tryptischen Verdau bei 37 °C wurden 10 pl Trypsin-Losung (4 ng/ul in 20 mM Ammonium-
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bicarbonat-Losung) verwendet. Die folgende Extraktion fand bei RT durch Zugabe von 60 ml
50 % ACN in 0,5 % TFA und weiteren 40 pl 50 % ACN in 0,5 % TFA statt. Durch einen Luft-
strom in der Ettan Spot Handling Workstation wurden die Peptide getrocknet und anschlie-
Bend in 0,7 pl a-Cyano-4-hydrozimtsdure (3 mg auf 1 ml 70 % ACN) resuspendiert und auf die
MALDI-Probenplatte aufgetropft.

2.2.9.2 Matrix Assisted Laser Desorption Ionization (MALDI - MS/MS)

MALDI ist ein massenspektometrisches Verfahren, bei dem durch gepulstes Laserlicht der Ana-
lyt, nach vorheriger Kokristallisation in einer Matrix, ionisiert wird.

Die Messung wurde in diesem Fall mit dem Proteomics Analyzer 4800 durchgefiihrt. Mit-
tels des sogenannten Peptidmassen-Fingerabdruckes (PMF) wurde ein Massenbereich von 879-
4000 Da abgedeckt und gleichzeitig eine automatische Zwei-Punkte-Kalibrierung auf die Tryp-
sin-Fragmente m/z 1045,556 und 2211,104 durchgefiihrt. Die als signifikant registrierten Peaks
wiesen ein Signal-Rausch-Verhéltnis von wenigstens 1:10 auf. Fiir die anschlieBende MALDI-
MS/MS-Analyse wurden pro MS-Spektrum die fiinf stirksten Peak-Signale ausgewihlt und
eine interne Ein-Punkt-Kalibrierung auf das mono-isotopische Arginin (M+H)" m/z 175,119
oder Lysin (M+H)" m/z 147,107 vollzogen. Die sich anschlieBende kombinierte Datenbanksu-
che der MALDI-MS (PMF)- und der MALDI-MS/MS-Daten mit der Mascot-Suchmaschine
(Matrix Science Ltd., London UK) erfolgte anhand der Datenbank SwissProt (Swiss Institute of
Bioinformatics, Switzerland). Nur Proteine mit einem ,,Protein Score* iiber 55 (p < 0,05) wur-

den als signifikant fiir eine Identifizierung angesehen und in die Datentabelle aufgenommen.

Parameter zur Auswertung der MALDI-Daten mittels GPS-Explorer

Extraktionsparameter fiir MS/MS Peak Liste
MS-Peak-Filtering:

Peak Dichte: 50 Peaks pro 200 Da, max. 100 Peaks pro Percursor
Minimales S/N Ratio: 10

MS/MS-Peak-Filtering:

Massenbereich: von 60 Da - 20 Da geringer als die Percursor-Masse
Peak Dichte: 50 Peaks pro 200 Da, max. 65 Peaks pro Percursor
Minimales S/N-Ratio: 7
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Suchparameter GPS via Mascot 2.0 (MS/MS-Messung)

Datenbank: SwissProt 55.1 human/all
MS/MS Toleranz: 0,45 Da

Minimaler Ion Score: 75 %

Enzym: Trypsin

Missed cleavages: 1

Filterparameter Mascot 2.0

Protein Score: >55

p-Wert: p <0,05
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3 ERGEBNISSE

3.1 2-DE der S9-Zellen

Die Erstellung einer Proteomreferenzkarte der eukaryontischen S9-Zellen bildete den ersten
Abschnitt dieser Arbeit. S9-Zellen sind genmodifizierte humane Epithelzellen des Bronchi-
alsystems. Sie entstammen der Vorlduferzellreihe IB3-1, wobei der Cystic Fibrosis Trans-
membrane Regulator wiederhergestellt worden ist (CFTR repaired IB3-1). Sie sind mit Hilfe
von Adenovirus 12 und Simianvirus 40 immortalisiert. Sie wurden in vergangenen Studien
bereits im Forschungsbereich der Cystischen Fibrose proteomisch untersucht (Pollard H.B. et
al., 2005). Da sich die Kultivierungsbedingungen aufgrund des von uns eigens zusammenge-
stellten Mediums von dem in der Literatur beschriebenen unterschieden, waren jene Ergeb-
nisse fiir unser Vorhaben nur begrenzt verwertbar. Um eventuelle Mengendifferenzen, Vertei-
lungsschwankungen durch z. B. posttranslationale Modifikationen oder sonstige Verdnderungen
wihrend der geplanten Versuchsreihen im Projekt zu visualisieren, wurde ein Mastergelbild der
Wirtszellen erstellt. Es dient als Proteomreferenzkarte zur diskriminativen Vergleichsanalyse
eines intakten Status quo der Epithelzellen mit dem wihrend einer Staphylokokkeninfektion.
Die mittels 2D PAGE gewonnenen Referenzdaten des Proteoms der S9-Zellen sollten zudem in

einer Internetdatenbank deponiert und somit fiir jeden zugénglich gemacht werden.

3.1.1 Optimierung der 2D Gelelektrophorese

Um einen Uberblick iiber das Proteom der S9-Zellen zu gewinnen, wurden in einer Versuchs-
reihe Gele im pH-Bereich 3 - 10 mit einer Proteinmenge von 75 ug auf einem 24 cm langen
[PG-Streifen in der Silberfairbung nach Blum (1987) erstellt. Da die Abbildungsqualitét nicht
zufriedenstellend war, beschloss man, den pH-Bereich 3 - 10 auf zwei separate pH-Bereiche
aufzuteilen. Zunéchst wurden fiir eine Gelreihe 75 pg Proteinextrakt auf einem 24 cm-Streifen
fiir den pH-Wertbereich 4 - 7 aufgetragen. Zusétzlich wurden Silbergele im pH-Bereich 6 - 11
mit 50 pg auf einem 18 cm langen IPG-Streifen mittels des beschriebenen ,,Cuploading®-Ver-
fahrens (Abschn.2.2.6) hergestellt. Um verstarkt experimentelle Variationen wie klonale Drifts

zu vermeiden, wurden nach ca. drei Passagen neue S9-Zellen aufgetaut und kultiviert.

3.1.2 Erstellung der 2D-Proteomreferenzkarte
Beim Vergleich der Proteinmuster in den verschiedenen pH-Bereichen konnten Unterschie-

de in der Auftrennung und Darstellung der Proteine festgestellt werden (Abb. 5). Um eine
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Abb. 5: 2D-PAGE der S9-Zellen in verschiedenen pH-Bereichen. Im Vergleich zum oberen Gelbild im pH-Bereich 3 - 10 ist
eine bessere Auftrennung sowie die hohere Anzahl an markanten Proteinspots in den beiden unteren Abbildungen (pH 4 - 7 u.
pH 6 - 11) erkennbar.

bestmogliche Abbildungsqualitit zu erzielen, wurden zwei detaillierte Mastergelbilder an
stelle einer einzigen Gesamtiibersicht angefertigt.

Fiir die erste Referenzkarte im pH-Bereich 6 - 11 (Abb. 7) wurden die praparativen SDS-Gele
in mehreren technischen Replikaten nach kolloidaler Coomassie Féarbung (2.2.7.1) entweder
maschinell mittels Spotcutter oder manuell auf dem Lichttisch fiir die MS-Identifizierung aufbe-
reitet. Es wurden 336 Proteinspots markiert und ausgeschnittenen, von denen insgesamt 415
Proteine (264 verschiedene Einzelproteine) durch MALDI —TOF-TOF MS Analyse (2.2.9)
identifiziert werden konnten. Dabei enthielten 257 Spots jeweils nur ein Protein und 79 Spots
zwel Proteine. Wiederum konnten Proteine wie z. B. Laminin - A/C in 7 Spots, Heterogene
nukleare Ribonukleoproteine A2/B1 in 8 Spots und die Pyrovatkinaseisoenzyme M1/M2 in 9
Spots des Mastergels gefunden werden (Tab. 1).
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Tab 1.: Verteilung der Proteine im Mastergel pH 6 - 11

Anzahl der Spots / Protein Anzahl der Proteine

1 189

2 41

3 15

4 12

5 3

6 2

7 1

8 1

9 1

Aufgrund der hoheren Férbsensitivitdt wahlte man fiir die Visualisierung der Daten ein nach
der Silberfarbung von Blum (1987) behandeltes 12,5 %iges Polyacrylamidgel (MW von 10 -
100 kDa).

Das gleiche Vorgehen wurde bei der Anfertigung des zweiten Mastergels (Abb. 8) im pH-Wert-
Bereich 4 - 7 angewandt. In diesen Fall konnten in 495 Proteinspots durch massen-spektro-
metrische Messungen 586 Proteine (404 Einzelproteine) identifiziert werden. Dabei wurden
in 404 Proteinspots jeweils nur ein Protein, in 88 zwei und in zwei sogar drei Proteine nach-
gewiesen. Auch hier wurden einzelne Proteine in unterschiedlichen Spots mehrfach gefunden:
Hitzeschockprotein HSP 90 - Alpha in 6 Spots, Caldesmon, Vorldufer des Integrin Alpha-3 und
ebenfalls Laminin - A/C in 5 Spots (Tab. 2).

Tab.2: Verteilung der Proteine im Mastergel pH 4 - 7

Anzahl der Spots / Protein Anzahl der Proteine
1 310
2 70
3 23
4 11
5 4
6 2

Analog zur bildlichen Darstellung wurden die Daten in Referenztabellen aufgefiihrt.

Die alphabetisch aufgelisteten Proteinnamen befinden sich mit den zugehorigen Accsessions-
nummern der Datenbank ,,Swissprot Version 55.1 (www.expasy.org) der biologischen Funk-
tion, dem theoretischen pH-Wert und dem Molekulargewicht (kDa) in einer Gesamttabelle
(Tab. 3). Hierbei wéhlte man nur Proteine des 1. Ranges (signifikant mit einem Proteinscore
> 55) zur zusammenfassenden Ubersicht aus. Letztendlich konnten von insgesamt 508 Einzel-
proteinen durch 2D PAGE und der MS-MALDI-TOF MS/MS 257 im pH Bereich 4 - 7,

157 nur im pH-Bereich 6 - 11 und 62 im Overlap identifiziert und unter diesem Kriterium
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katalogisiert werden (Abb. 6). Der ungekiirzte Datensatz (Gelbilder und einzelne Referenzta-
bellen) ist entsprechend im Anhangsteil angefiigt.

Um die urspriinglich identifizierten Proteine als gesamten Datensatz in ihrer Funktion und bio-
logischen Eigenschaft einordnen und sortieren zu kénnen, wurden die insgesamt 668 Einzel-
proteine (1. u. 2. Rang der MS Analyse; Tab. 1 u. 2. im Anhang) beider Referenzkarten in die
Datenbank PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary Relationships: www.panth-
erdb.org) eingegeben. Die Auswertung erfolgte getrennt fiir den jeweiligen pH-Bereich 4 - 7
und 6 - 11 mit der PANTHER Version 6 (06/2008), die zu dem Zeitpunkt 58228 Gene humanen
Ursprungs erfasste. Die Accesionsnummern wurden als Textliste in die Datenbank unter dem
Tool Search PANTHER eingeladen, wobei man durch die Auswahl Transcripts/Proteins und
H.sapiens in NCBI und Celera die Datentabelle mit biologischer Funktion erlangte.

pH 4-7 pH 6-11

Abb. 6: Anzahl und Uberschneidung der identifizierten Proteine in den beiden Proteomreferenzkarten (pH 4 - 7 u. pH 6 - 11).
Als signifikant wurden zur Auswertung nur Proteine mit einem Proteinscore > 55 betrachtet und zur Auswertung der Ergeb-
nisse eingesetzt.

35



3. Ergebnisse

CLY VIGLNjMCE)

R1
g 24708 ‘ jmcm

ERPH = SMC2
#SMC3 A BUACA y
TKT EF2 = NUCL = LY

[
®_TLN1 GANAB -

= "k : _Nono S?’%
V ‘c?—éc%': SAMGY'NTQHCD%D 17 EPT9
=ROAZ" ruepy T _:;LA‘:(PZA I% y

NW1

Rl _)IERA NRPQ 060 #;Fol < PAIRB

KPYM =—DDX1
j HNRPM i .J . oo RPML =-NQNO <+-SF3A2

FUB” GPA2 @2 rusry DDXS

TPA <= cDC73

cp ‘FDIA!"A fuse3 “aTD3A

OTTCPZ\ Anln .as'kgh\ {
l—mxu PG

?\KPYMEZRI ‘\ﬁ . "JSNO&{MI

DH
vsﬂ scm DHE3
B { ATPA o &
K

GPA2 GI-YMMM * '\
SERA IMDH ‘.’GLY MRPS! ~CUGBIROA1 PTBP
. CaaiSHR GRHPR PDLI7
PLOD2
HNRPD NERC
FUMH

IQCR2

/Rss L a Ji"l s & a2, \MDHM \Fm
CC1

RDX1 L
I-I‘cm’ ENRPCPRSIO“M.\ Dﬁb/.. ‘-) "k V /

0A2
s1 CAT2 £
IBIEA. s - g w 2 T v NRPG . STE
THI v oan S RoAQ
] Q‘“Em\ \ A SroA2 3
- ’ —

\\ Ro§1
ARKﬁsza q IFaY vpac 3P’.”D-CA .—'#OAZ Rl L
ANXAS bert “pep i GBLP 7 ROAY_ R‘L &
s\ T ARPC2 TRY3

NQO1
ANx‘\& 63 CDKﬁ NE?Z fDCZ N VPAC ? -
E lel' VATE ETFA

. A2 YBOX1pprpxe IF4H . CYB| Erl;n cpfs 'ccfu P
‘EQG‘ ‘ \' \ ETF% SERP‘ SDF2 X
A AEE . ‘:A g \ X
CD2
NRPC

cHoHZ—>
DES 4SDF2 R

H2AL
INT1 gaL ”“% GAtKl
D1 KAD:!
v K‘ yos TAGL K? TAGL K
PGRC1 PNPH i PEBP /
LASP1 "MG% &

CNB(‘

PROF{‘
H3§ RA'{\ PPI

us \. %

UBZV\ k)
RIS

HCD{
CSOIK P! ’ /7“4 Hzalf

CNBP

SODM

NDKB

H2A1J\§ ZM%

pH6

pH11

Abb. 7: Proteomreferenzkarte der S9-Epithelzellen im pH-Bereich 6 - 11
Hierflir wurden 50 pg Proteinextrakt auf einem 18 cm IPG-Streifen in der 1. Dimension aufgetragen. Das 12,5 %ige SDS
Polyacrylamidgel wurde anschlieBend nach der Silberfiarbung von Blum et al. (1987) (Abschn. 2.2.7.2) behandelt, eingescannt
und mit der der Software Delta 2D bearbeitet. Die Proteinspots wurden mit dem aus der Datenbank Swissprot Version 55.1

gewonnenen ,,Accessionnamen’ markiert. Das korrespondierende Mastergelbild (Abb. 2) befindet sich mit Datentabelle (Tab
2) im Anhang.
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Abb. 8: 2. Proteomreferenzkarte der S9-Epithelzellen im pH-Wertbereich 4 - 7

Es wurden 75 pg des Proteinextraktes auf einen 24 cm langen IPG-Streifen fiir die IEF aufgetragen. Nach der gelelektrophore-

tischen Auftrennung (2. Dimension) wurde das Gel mit Silbernitrat gefarbt und digital mit den korrespondierenden Spotlabels

(Accessionnames aus der Datenbank Swissprot 55.1) versehen. Auch hier ist die Abbildung 1 und mit Datentabelle 1 im An-

hang angelegt.
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3. Ergebnisse

Die von der Datenbank PANTHER zugeteilten biologischen Eigenschaften der humanen Protei-
ne wurden in 28 Klassen zusammengefasst (Abb. 9). Dies ermdglichte eine separate Analyse wie

auch eine Gegeniiberstellung der Verteilungen fiir die untersuchten pH-Bereiche 6 - 11 und 4 - 7:

opH6-11 mpH47  inProzent

Biological Function o1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 20 22 23

Protein metabolism and modification |
Nucleoside, nuclectide and nucleic acid metabolism
Cell structure and motilty E

Cellcycle

Intracelular protein traffic

Immunity and defense
Signaltransduction

Biological process unclassified
Carbohydrate metabolism

Transport §

Developmental processes

Other metabolism

Cell prolifer ation and differentiation
Electron transport  §

Muscle contraction

Lipid, fatty acid and steroid metabolism
Protein targeting and localization
Apoptosis |

Neuronal activities

Sulfur metabolism

Coenzyme and prosthetic group metabolism
Homeostasis |

Oncogenesis

Phosphate metabolism

Cell adhesion

Sensory perception

Amino acid metabolism

Miscellaneous

Abb. 9: Proteinverteilungen nach biologischen Funktionsklassen. Prozentuale Verteilung der Proteine fiir die pH-Wertbe-
reiche 4 - 7 und 6 - 11 nach ihrer biologischen Funktion. Die Einteilung erfolgte, nachdem die Daten der Referenztabellen in das
PANTHER-Klassifizierungssystem importiert worden sind. Es wurden insgesamt 28 Klassen erstellt. Fiir drei Gruppen fanden
sich im pH 6 - 11 keine Proteinzuordnungen (gelbe Markierung).

Dabei konnten von insgesamt 264 Proteinen der Proteomreferenzkarte pH 6 - 11, 45 nicht einer
spezifischen Funktion zugeordnet werden (Biological process unclassified). Beziiglich der 404
Proteine im pH-Bereich 4 - 7 konnten 351 in die illustrierten Gruppen eingeordnet werden. Im
Vergleich dazu fehlen im Mastergel pH 6 - 11 Proteine, welche den Schwefel- und Phosphatstoft-
wechsel wie auch die zellulire Homdostase regulieren. Aus diesem Grund sind im pH-Bereich 6
- 11 nur 25 Klassifikationen darstellbar. Wie aus der oben dargestellten Grafik entnehmbar ist,

gehort die prozentuale Mehrheit der identifizierten Proteine der Gruppe Proteinstoffwechsel
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3. Ergebnisse

und -modifikation wie auch dem Nucleinsdurenmetabolismus an. Dem Energiestoffwechsel
(u.a. Kohlehydrat-, Fett-, Aminosdurenmetabolismus) kénnen 10,6 % der Proteine im pH 4 - 7
und sogar 19,2 % im pH 6 - 11 zugeordnet werden. 16,7 % im pH Bereich 4 - 7 und 13,2 % im
pH Bereich 6 - 11 gehdren zum Zytoskellet. Ebenfalls sind die Gruppen mit immunologischen
(5,8 % u. 4,8 %) und zell-zell-interaktiven Aufgaben zu erwidhnen, welche eine tragende Rolle

bei einem eventuellen Erregerkontakt spielen.

3.2 Medien- und wachstumsabhingige Expressionsmuster von
Staphylococcus aureus

Das Proteom einer Bakterienzelle verdandert sich wachstumsphasenabhéngig durch bestimmte
Umweltstimuli (Kohler C. et al., 2005; Gatlin C.L. et al., 2006). Die Darstellung der extrazel-
luldren Proteine durch Proteomics gewéhrleistet einen Einblick in das prokaryontische Expres-
sionsverhalten wihrend einer potentiell eintretenden Wirt-Erreger-Interaktion. In den Analysen
erfolgte zunachst eine Fokussierung auf das extrazellulidre Proteom, da in dieser Fraktion die
meisten Virulenzfaktoren zu finden sein sollten. Deshalb wurden zunichst extrazelluldre Protei-
nextrakte durch die in den Abschnitten 2.2.1 und 2.2.2 genannten Verfahren gewonnen. Es wur-
de der Laborstamm S. aureus NCTC 8325-4 (Abschnitt 2.1.4) verwendet. Dieser apathogene
Stamm ist vollstindig sequenziert worden und besitzt eine elf Basenpaare lange Deletion des
rsbU-Gens (Nowick, 1964; Giachino P. et al., 2000). Dadurch ist keine Expression des SigB-
Regulons moglich. Aufgrund seiner engen Verwandtschaft (siche Abb. 3) zu anderen Isolaten
wie S. aureus NCTC 8325 (RN1), SH 1000 oder ISP 479 und seiner Eignung fiir Tierversuche
(Brunskill E.W. et al., 1997; Gertz S. et al., 1999; Cassat J.E. et al., 2005) wurde dieser Stamm

fiir die experimentellen Untersuchungen der Arbeitsgruppe ausgewdhlt.

3.2.1 Optimierung der 2-DE

Um Verdnderungen des extrazelluldren Proteoms vom S. aureus 8325-4 unter den geplanten
experimentellen Bedingungen zu detektieren, ist auch in diesem Fall eine entsprechende Pro-
teomreferenzkarte notwendig gewesen. Da dieser Stamm bereits im Vorfeld Gegenstand eines
Proteomics Projekts des Instituts fiir Funktionelle Genomforschung war, konnten jene Daten in
die dargelegte Untersuchung intergriert werden (Nguyen TTH, 2008; Holftreter S. et al., 2007).
Somit wurde auf die Neuerstellung einer Proteomreferenzkarte der extrazelluldren Proteinfrak-
tion von §. aureus 8325-4 verzichtet. Unter analogen experimentellen Bedingungen wurden die

extrazelluldren Proteine des nun eingesetzten S.aureus 8325-4 Isolats gewonnen, wie z. B. das
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Wachstum im Vollmedium TSB, TCA-Féllung und Sterilfiltration. Zur Gelpréiparation gab man
75 ng Proteinextrakt auf einem 24 cm langen IPG Streifen , wobei das Gel anschlie3end silber-
gefarbt wurde. Mit Hilfe der Software Delta 2D wurde ein Abgleich der Proteinmuster beider
S. aureus 8325-4 Isolate im pH-Bereich 4 - 7 erstellt (Abb. 10). Hierbei konnte die Mehrzahl
der Proteinspots der von Nguyen TTH erstellten Referenzkarte auf das neue Gelbild gematcht
werden. Die korrespondierenden Label-IDs wurden iibertragen und die entsprechenden Pro-
teinidentifizierungen der Referenztabelle entnommen (Tab. 4). Diese Gesamtiibersicht (Abb.
10, oberer Teil) zeigte einen hohen Ubereinstimmungsgrad der Proteinmuster, obwohl geringe
Abweichungen (orange) beim eingesetzten Isolat erkennbar waren (z. B. SspA, Tuf). Jedoch
waren auf den angefertigten Gelen wichtige extrazelluldre Virulenzfaktoren, wie z. B. Aureo-
lysin (Aur), Peptidoglykanhydrolase (LytM) und Immundominantes Antigen A (IsaA), vorhan-
den. Diese Proteine wiirden in den Folgeversuchen wichtige Orientierungspunkte darstellen,
um eventuelle kulturmedium- und wachstumsphasenabhiingige Anderungen im Proteinmuster

zu verfolgen.
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Abb. 10: Das Overlay stellt die Proteinspots der vergleichenden Proben in Falschfarben dar.

Blau : Proteomreferenzkarte von S. aureus 8325-4 in TSB von Nguyen TTH

Orange : Probe vom eigens kultivierten S. aureus 8325-4 in TSB.

In beiden Abbildungen iiberlagerte Proteinspots werden dunkel, bzw. schwarz illustriert. Das Mastergelbild wurde mit 350 pg
Proteinextrakt auf einem 24 cm langen IPG-Streifen im pH Bereich 4 - 7 angefertigt. Es wurde mit der kolloidalen Coomas-
sie Blue Féarbung angefarbt und eine MS-MALDI-TOF-MS/MS Identifizierung durchgefiihrt. Das Vergleichsgel entstand mit
75 ng Proteinextrakt, im pH 4 - 7 auf einem 24 cm langen IPG-Streifen. Nachdem es silbergefarbt und digitalisiert worden ist,
wurde mit dem Softwareprogramm Delta 2D die Bildanalyse durchgefiihrt.

Darum wurde der eigene S. aureus 8325-4-Stamm als verwertbar und seine Prozessierung fiir
die 2-DE als geeignet befunden. Fiir die Auswertung der Kultivierungsversuche mit dem Iso-
lat wurde deshalb auf eine komplette Neuerstellung der Proteoreferenzkarte verzichtet und die

vor-handenen Identifizierungen (Tab. 4) aus dem Mastergel eingesetzt.
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Tabelle 4: Vom Mastergel transferierte Proteine

Label Proteinname?’ Funktion? Lokalisation*
Glutamyl Endopeptidase Abbau von Proteinen, Peptiden -
SspA precursor und Glykopeptiden extrazellulér
. Abbau von Proteinen, Peptiden .
Aur Aureolysin und Glykopeptiden extrazelluldr
SspB Cystein Protease precursor ﬁfﬁg;ﬁgpﬁ;ﬁg&en’ Peptiden extrazellular
IsaA Immundominantes Antigen A Proteinvorstufen konserviert extrazellular
Eno Enolase Glykolyse/Gluconeogenese zytoplasmatisch
GroEL 60 kDa Chaperonin Proteinfaltung und Stabilisierung | zytoplasmatisch
Fus Translation Elongationsfaktor G | Proteinsynthese zytoplasmatisch
PdhD Dihydrolipoamiddehydrogenase | Pyrovatdehydrogenase zytoplasmatisch
Energiemetabolismus/ .
Adhl Alkoholdehydrogenase 1 Fermentation zytoplasmatisch
SAOUHSC 02979 N-actylmuramoyl-L-alanin Biosynthese u. Abbau der extrazellulir
Amidase Mureinkapsel
. Biosynthese u. Abbau der .
LytM Peptidoglykanhydrolase Mureinkapsel extrazellular
SAOUHSC 00671 Sekretorisches Antigen SsaA- Biosynthese u. Abbau der extrazellulir
like Protein Mureinkapsel
Atl Bifunktionelles Autolysin Biosynthese u. Abbau extrazellulir
precursor Lipopolysacharide
Hla a-Haemolysin precursor Toxinproduktion/ Resistenz extrazellular
. Abbau von Fettsduren und =
Geh Lipase/Glycerolesterhydrolase Phospholipiden extrazellular
Spa Protein A nicht klassifiziert Zellwand

1 Labelnamen wurden den den ,,Entrynames* der Datenbanken angeglichen

2 Proteinnamen wurden nach den zugehdrigen S. aureus Stimmen 8325, COL, N315 und Newman anhand ihrer Genomse-
quenzen aus den Datenbanken gewonnen: aureusDB (http://aureusdb.biologie.uni-greifswald.de/), Entrez Datenbank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) und UniProt (http://www.uniprot.org).

3 Die funktionelle Einteilung der Proteine erfolgte nach Burlak et al. und der Datenbank Tigr (http://www.cmr.tigr.org).

4 Die Lokalisation der Proteine wurde durch P-SORT gewéhrleistet

3.2.2 Analyse des extrazelluliren Proteoms von S. aureus 8325-4 in
verschiedenen Kulturmedien

Eine weitere Aufgabe dieser Arbeit bestand darin, fiir den Bakterienstamm ein optimales
Kulturmedium zu finden, welches im Hinblick auf zukiinftige Infektionsversuche sowohl den
bakteriellen als auch den eukaryontischen S9-Zellen ein adiquates Wachstum und Uberleben
ermoglichte. Bislang wurde allgemein das Kulturmedium TSB (7ryptic Soy Broth) zur Bakteri-
enanzucht verwendet, weshalb man fiir die experimentelle Reihe eine Probe in jenem Medium
als Kontroll- und Referenzwert definierte. In der ersten Versuchsreihe wurde S. aureus 8325-4
in den Medien TSB, MEM (Minimum Essential Medium) und MEM mit einem 5 %igem Zusatz
von fetalem bovinem Serum (FCS = Fetal Calf Serum) kultiviert. Da FCS eine Hauptkompo-
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nente des eukaryontischen Mediums MEM ist, musste das Wachstums- und Expressionsver-
halten von S. aureus in seiner Gegenwart analysiert werden. Anhand der dargestellten Wachs-
tumskurve (Abb. 11) ist die im Vergleich zur Referenzprobe (TSB) reduzierte und verlangsamte
Vermehrung der Bakterien erkennbar (Wachstumsrate: uTSB = 0,756; uMEM = 0,483). Die
Proben in TSB und MEM mit 5 % FCS wurden zeitgleich ca. 5 h nach Animpfen geerntet. Die
OD,, .. betrug fiir die Probe in TSB 2,55 und 1,09 fiir MEM mit 5 % FCS. Schlieflich wurde
auch nach 6,5 h die Bakterienkultur in reinem MEM bei einer OD von 0,88 geerntet. Diese
niedrigeren OD-Werte im eukaryontischen Medium MEM sind vermutlich auf die Abwesenheit
von Inhaltsstoffen, welche das bakterielle Wachstum fodern, zuriickzufithren. Da MEM mit 5

% FCS im Vergleich zum reinen MEM offensichtlich eine hohere Ausbeute an Bakterien bietet,

scheint S. aureus gerade jenen Zusatz FCS als Nahrstoff verwerten zu koénnen.

10,00 -
&
® e @
& l' \ll
1,00 - A A A
’ po A = =
= ]
=
-
£ A =
g L 4 [ ]
&
L 4 -
0,10 - —A
=
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0 1 2 3 4 5 6 7 8

Zsit[h]

Abb. 11 : Wachstumskurve S. aureus 8325-4 in den Kulturmedien TSB, MEM u. MEM + 5 % FCS. Die optische Dichte (OD)
wurde photometrisch (bei 600 nm) bestimmt und gegen die Kultivierungsdauer aufgetragen. Die Erntezeitpunkte sind mit ver-
tikalen Pfeilen markiert.

Da FCS als proteinhaltiger Mediumbestandteil eventuell einzelne Proteinspots der bakteriellen
Probe iiberdecken konnte, wurde zusétzlich ein bakterienfreier Kulturiiberstand mittels 2 - DE
dargestellt. Dafiir wurden 75 pg Proteinextrakt jeweils auf einen 24 cm langen Streifen fiir den
pH-Bereich 4 - 7 aufgetragen und anschlieBend mit der Silberfarbung nach Blum et al. (1987)
angefarbt. Die eingescannten Gele wurden folglich mit der Computersoftware Delta 2D bear-
beitet. Auf diese Weise konnten beide Abbildungen im Overlay {ibereinandergelegt und ihre
Ubereinstimmung sichtbar gemacht werden. Abb. 12 dokumentiert, dass durch das FCS die

bakteriellen extrazelluldren Proteine infolge der viel hoheren Konzentration des FCS vollstindig
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iberlagert werden. Bakterielle Proteine sind im 2-DE-Bild nicht auszumachen, so dass fiir MEM
mit FCS keine Analyse des extrazellulrien Proteoms des bakteriellen Partners erfolgen kann.
Deshalb wurde das Medium MEM mit 5%igem FCS von weiteren Kultivierungsversuchen

ausgeschlossen.

. Staph_MEM+Serum

Y ¥

Abb. 12: Das Overlay stellt die Proteinspots der vergleichenden Proben in Falschfarben dar.

Blau: Probe von S. aureus 8325-4 in MEM + 5 % FCS

Orange: Probe aus reinem Kulturmedium MEM + 5 % FCS.

In beiden Abbildungen iiberlagerte Proteinspots werden dunkel, bzw. schwarz illustriert. Es wurden 75 pg des Proteinextraktes
auf einem 24 cm langen IPG-Streifen fiir den pH Bereich 4 - 7 aufgetragen. Die 12,5 % Polyacrylamidgele wurde mit Silberni-
trat gefdrbt, eingescannt und digital mit Delta 2D bearbeitet.

Eine weitere experimentelle Kultivierungsreihe erfolgte daher mit dem Kulturmedium RPMI
1640. RPMI 1640 ist ein eukaryontisches Zellkulturmedium, welches in den 60er Jahren von
G.E. Moore et al. entwickelt worden ist (RPMI = Roswell Park Memorial Institute) (http://
de.wikipedia.org/wiki/RPMI). Es ist seitdem kaum in der Zusammensetzung modifiziert wor-
den und wird vorwiegend in der Tumorforschung und Immunologie eingesetzt (Benett P. et al.,
2008, Antonelli A. et al., 2008). Wie im zuvor beschriebenen Versuch wurden auch hier die Ern-
tezeitpunkte fiir MEM und RPMI im Zeitfenster von ca. 6,5 - 7 h gewahlt, bei einer OD

600 nm

von jeweils 0,99 und 0,97. Die Kontrollprobe in TSB wurde kurz darauf bei einer OD,, von

bereits 4,15 entnommen.
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Obwohl man in diesem Versuchsansatz anhand der dhnlichen Kurvenverldaufe (Abb. 13) kei-
ne evidente Verbesserung des Wachstums- und Vermehrungsverhaltens der Bakterien im neuen
Medium RPMI im Vergleich zu MEM feststellen konnten, wurden trotzdem abschlieBend die

jeweiligen Expressionsmuster tiberpriift.
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Abb. 13: Wachstumskurve S. aureus 8325-4 in den Medien TSB, MEM u. RPMI. Auch in diesem Versuch wurde die optische
Dichte (OD
markiert.

oo n) 266N die Zeitspanne der Bakterienkultivierung aufgetragen. Die Erntezeitpunkte sind durch vertikale Pfeile

Fiir die Gelherstellung wurden 75 pg extrazelluldres Proteinextrakt fiir den pH-Wertbereich 4
- 7 auf einen 24 cm langen IPG-Streifen aufgetragen und mit 2-DE aufgetrennt. Nach Impor-
tieren der digitalen Abbildungen in das Computerprogramm Delta 2D Version 3.6 erfolgte ein
Vergleich der Proteinmuster (Abb. 14). Eine dhnliche Verteilung und Menge der Proteine der
Kulturproben MEM/RPMI in den entsprechenden Gelbildern und der gleichartige Wachstums-
verlauf wurden festgestellt. Ferner konnte im Overlay der Gelbilder die erhdhte Expression
einiger niedermolekularen Bereiche (25 kDa) in der MEM-Probe aufgezeigt werden (blau dar-

gestellt).
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Abb. 14: Das Overlay stellt die Proteinspots der vergleichenden Proben in Falschfarben dar.

Blau: Probe von S. aureus 8325-4 in MEM

Orange: Probe von S. aureus 8325-4 in RPMI

In beiden Abbildungen iiberlagerte Proteinspots werden dunkel bzw. schwarz illustriert. Fiir die dargestellten silber gefirbten
2D-Gelbilder wurden 75 pg Proteinextrakt auf einem 24 cm langen IPG-Streifen geladen. Die Auftrennung gilt fiir den pH-
Bereich 4 - 7.

Zuletzt wurde mit den verbliebenen Proben aus den Kultivierungsversuchen ein Vergleich der

Expressionsmuster von S. aureus 8325-4 in den Medien TSB und MEM durchgefiihrt.
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. 5. aureusin TSB
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Abb. 15: Das Overlay stellt die Proteinspots der vergleichenden Proben in Falschfarben dar.

Blau : Probe von S. aureus 8325-4 in TSB

Orange : Probe von S. aureus 8325-4 in MEM

In beiden Abbildungen iiberlagerte Proteinspots werden dunkel, bzw. schwarz illustriert. Hier wurden 400 pg Proteinextrakt
auf einen 24 cm langen IPG-Streifen fiir den pH Bereich 4 - 7 aufgetrennt und mit der CCD behandelt.

Diesmal wurde eine hohere Proteinmenge (400 pg) auf einen 24 cm langen IPG-Streifen fiir
den pH-Bereich 4 - 7 aufgetragen. Zudem wurden die Gele mit der CCD angeférbt. Im Ver-
gleich zur Sattigungsfarbung, z. B. wie bei der Silberfarbung, werden zytosolische Proteine
nicht unangemessen stark angeféarbt. Diese geringfiigigen Kontaminationen durch zytosolische
Proteine konnen durch Zellyse bei der Probenaufbereitung entstehen und lassen sich daher
nicht vollstindig ausschlieBen. Das Ergebnis der 2 - DE ist in Abb. 15 dargestellt. Obwohl die
aus der TSB-Probe stammenden Proteinspots (blau) im mittleren Massenbereich (45 - 35 kDa)
verstérkt sichtbar sind, enthalten beide Proteinmuster wichtige extrazelluldre Proteine: Immun-
dominantes Antigen A (IsaA), N-actylmuramoyl-L-alanin Amidase (SAOUHSC_02979), zell-
wandstindige Sekretorisches Antigen A (SsaA) und zytoplasmatische Enolase (Eno). Mit-
hilfe einiger Modifizierungen im MEM sollte das bakterielle Wachstum optimiert und eine
hohere Ausbeute extrazelluldrer Proteine von S. aureus im eukaryontischen Medium erzielt

werden. Innerhalb der Arbeitsgruppe wurde nach vielen experimentellen Zwischenschritten ein
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geeignetes Kulturmedium fiir die Keimanzucht entwickelt, welches diesen Anforderungen ent-

sprach (Abschnitt 2.2.1; Medium fiir RN1HG).

3.3. 2 -DE des extrazelluliren Proteoms von S. aureus RN1HG

Im Verlauf der Arbeiten mit dem S. aureus-Stamm 8325-4 stellten sich einige grundlegende
Probleme fiir weitere Untersuchungen einer Wirt-Erreger-Interaktion dar. Dieser Laborstamm
ist zwar vollstdndig sequenziert und bereits seit den 70er Jahren Gegenstand zahlreicher mi-
krobiologischer Untersuchungen. Allerdings wurde bei der Stammkonstruktion beispielsweise
eine UV-Mutagenese ausgefiihrt, so dass die eingefiihrten Verdnderungen nicht dokumentier-
bar sind und eine Aufkldrung eine erneute Sequenzierung des Genoms erfordert hitten. Zudem
wird die extrazelluldre Proteinmenge des Agr" -Stammes durch eine 11 bp-Deletion im rsbU
Gen, welches unter anderem die Aktivierung des Sigmafaktors SigB verhindert, eventuell nega-
tiv beeinflusst. Aus diesen Griinden wurde im SFB-Transregio 34 die Entscheidung getroffen,
einen einheitlich neuen S. aureus-Stamm zu konstruieren (Gotz F. et al.,2009) . In Kollabora-
tion mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Friedrich Go6tz (Tiibingen, DE ; Absch.2.1.4) enstand
der Stamm S. aureus RN1HG mit den fiir unsere Untersuchungen geeigneten Charakteristika

(Agr*/ restored function of RsBU).

3.3.1 Erstellung einer 2 - DE Proteomreferenzkarte

Fiir den neuen Bakterienstamm RN1HG musste mittels einer Proteomreferenzkarte der extra-
zelluldren Proteine eine Basis fiir zukiinftige Analysen geschaffen werden. Hierfiir wurden in
den ersten Kultivierungsversuchen aus unterschiedlichen Wachstumsphasen (exponentiell u.
stationdr) Proben entnommen und 450 pug Proteinextrakt autbereitet. Auf diese Art liefert die
Darstellung einen repréasentativen Durchschnitt der wachstumsabhéngig exprimierten extrazel-
luldren Proteine. Der 24 cm langen IPG-Streifen fiir den pH-Wertbereich 4 - 7 wurde mit der
0. g. Proteinmenge beladen und das Gel nach erfolgter 2. Dimension mit der Flamingo Fluores-
zenzfarbung (Absch.2.2.7.3) angefédrbt. Nach dem Datenimport in die Computersoftware wurde
das Gel mit der CCD (Abschn. 2.2.7.1) nachgeférbt, da die fluoreszent gefarbten Proteinspots
nur im Wellenldngenbereich von 470 - 540 nm sichtbar sind. Fiir die Proteomreferenzkarte von
S. aureus RN1HG wurden aus dem angefertigten Mastergel insgesamt 129 prominente Protein-
spots manuell ausgeschnitten und durch MALDI-TOF-MS/MS analysiert. Insgesamt konnten
91 Proteine (48 Einzelproteine) identifiziert werden (Abb. 16). Die Ergebnisse wurden in die
Referenztabelle eingefiigt und sind in Tab. 5 aufgefiihrt.
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Anhand der Identifizierung konnten in 64 Proteinspots nur ein und in neun weiteren zwei Pro-
teine detektiert werden. In drei Proteinspots wurden jeweils drei Proteine identifiziert (Tab. 6).
Dabei kamen Einzelproteine in unterschiedlichen Proteinformen in mehreren verschiedenen
Gelspots vor: Peptidoglycanhydrolase (LytM) in 5 Spots, Immundominantes Antigen A (IsaA)
in 10 und Vorldufer des Sekretorischen Antigens (SsaA) in 16 Spots.

Tab. 6: Verteilung der Proteine in der Proteomreferenzkarte S. aureus RN1HG

Anzahl der Spots Anzahl der Proteine
64 1
2
3 3

Auch hier wurden alle Accessionsnummern aus der Datenbank Swissprot Version 55.1 in die
Datenbank NCBI zur Einteilung nach der Lokalisation der Proteine hochgeladen. Das in Abb.
18 abgebildete Tortendiagramm zeigt die Verteilung der Proteingruppen (Abb. 17A). Obwohl
hierbei die zytoplasmatischen Proteine den grofSten Anteil einnehmen, dominieren die extrazel-
luldren Proteine aufgrund ihres Volumen (Intensitét der Proteinspots) in der Proteomreferenz-
karte (Abb. 17B). Deshalb hielt man die Referenzkarte fiir die weiteren experimentellen Kulti-

vierungen als Vergleichsbasis einsetzbar.

B / Lokalisation A
40.000 82% 2%
/ 8,2 %
35.000 —
/ W 2ArT Ui ragion
30,000 g
ya g
8 25.000
f a7
Ks)
> 15000 /
10.000 /
5.000 /
gtoplasm Extrazellulii'r I&razelluﬂ Membran grbekanrt
» Lokalisation Einzelwe 279537 | | 37.007,80 597,82 204,03 91384

Abb. 17: Grafik der Proteinverteilung fiir das extrazelluldre Proteom von S. aureus RN1HG nach Lokalisation (rechts oben)

und Expressionsintensititen (Volumina). Die Daten wurden mit der Software Delta 2D ausgewertet.

70



3. Ergebnisse

3.3.2 Analyse der wachstumsabhéingigen Expressionsmuster

Um die Eigenschaften des neu entwickelten S. aureus Stammes RN1HG (Agr'/SigB") experi-
mentell zu untersuchen und bestétigen zu konnen, wurden erste Kultivierungsversuche durchge-
fiihrt. Priméres Ziel jener Versuchsreihe war es, das optimale Zeitfenster herauszufinden, in dem
die meisten extrazelluldren Proteine exprimiert werden. In dieser Hinsicht konnte die wachstum-
phasenabhéngige Differenzierung der Proteine in ,,exponentiell” und ,,stationér* vorgenommen

werden. Diesbeziiglich wurden auch, je nach Fragestellung, mehrere Erntezeitpunkte festgelegt.

3.3.2.1 Vergleichende Analyse des extrazelluldren Proteinmusters von S. aureus RN1HG
in der exponentiellen und stationéiren Phase

In dem ersten Versuch wurde das Experssionsmuster von S. aureus RN1HG in der exponen-

tiellen, der transienten und stationdren Wachstumsphase betrachtet. Diese Abschnitte wurden

anhand der photometrisch gemessenen OD (OD,, 0, 5, 0D, 1, 0D, 1, 5) der Bakteri-

enkultur (Abschnitt 2.2.2) bestimmt (Tab. 7). Es wurden zwei unabhingige Bakterienkulturen

zeitgleich ausgefiihrt (R1 und R2). Die Ernte eines Teiles der Kultur fand jeweils nach ca. 4, 6

und 10 h statt (Abb. 18).

10,00
Zeit [h] R1 R2
0,00 0,049 0,060 l l
1,00 0,082 0,087 3
2,00 0,146 0,118 1,00 l
3,00 0,270 0,230
4,00 0,452 0,386 cé —@—R1
4,17 0,503 - o —C—R2
4,75 - 0,508
5,00 0,690 0,540 0,10 8/‘/
6,00 0,960 0,770 (
6,17 1,010 -
7,00 1,010 0,970
8,00 1,390 1,120 0,01 . , ; . N , . ;
9,00 1,650 1,430 o0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10,00 1,710 1,570 Zeit (h)

Tab. 7 u. Abb. 18: Wachstumskurve und Ergebnistabelle des 1. Kultivierungsversuches von S. aureus RN1HG. Die Erntezeit-
punkte sind mit vertikalen Pfeilen in dem Graphen markiert und in der Tabelle farblich gekennzeichnet (orange). Aufgetragen
wurde die photometrisch gemessene OD bei einer Wellenldnge von 600 nm (y-Achse) gegen die Kultivierungsdauer (x-Ach-
se) beider Replikate.

Die Kulturproben wurden nach der Entnahme, wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben, behandelt
und eine 2 - DE der Proteinextrakte durchgefiihrt. Fiir jede bakterielle Kulturprobe wurden drei
Gelreplikate produziert. Die Gele wurden mit 80 pg Proteinextrakt auf einem 24 cm langen IPG-
Streifen fiir den pH -Bereich 4 - 7 beladen und nach der 2. Dimension mit dem Fluoreszensfarb-

stoff Flamingo angefarbt. Danach wurden die Digitalbilder mit Delta 2D bearbeitet.
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3. Ergebnisse

Hierfiir wurden alle Daten der Digitalbilder (in toto 18 Abbildungen) sdmtlicher Kultivierungs-
reihen von S. aureus RNTHG in einem virtuellen Fusionsgel mit den Label-IDs des Mastergels
vereinigt, um nach statistischen Kriterien (Konfidenzintervall n > 0,5; n < 2; p < 0,05) signifi-
kante Verdnderungen im Expressionsmuster zu ermitteln. Nach der Spotdetektion konnten im
Fusionsgel 228 relevante Spots markiert werden, davon 78 nament-lich (Labelname aus der
Referenztabelle). Schrittweise wurden nun die Gelbilder der Proben aus den verschiedenen
Wachstumsphasen (exponentiell, tansient, stationdr) im Overlay verglichen. Dies erlaubte eine
Interpretation der dynamischen Proteinmuster nicht nur beziiglich ihrer Verteilung, sondern auch

der respektiven Mengen (Volumina der Proteinspots). Die Ergebnisse des ersten Kultivierungs-

versuches sind in den folgenden Abbildungen 19 und 20 aufgefiihrt.
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Abb. 19: Das Overlay stellt die Proteinspots der vergleichenden Proben in Falschfarben dar.

Griin: Referenszprobe der exponentielle Phase (OD 0,5) von S. aureus RN1HG

Rot: Probe der transienten Ubergangsphase (OD 1) von S. aureus RN1HG

Die in beiden Proben vorhandenen Proteinspots werden tiberlagert gelb dargestellt. Die Gelbilder wurden mit Delta 2D bearbeitet,
indem aus dem Fusionsgel die korrespondierende Detektion (rot) mit Label-1D der statistisch signifikanten Proteinspot in das
Overlay iibertragen wurden. Reprimierte Proteine sind in weiler und induzierte in lila Farbe beschriftet. Bei unbekannten
Proteinamen wurden das Kiirzel ,,E* (Experiment) mit der Bezeichnung ,,rep/ind* in dem entsprechendem Gelbild (hier OD
0,5 oder OD 1) als Label -ID angegeben. Bei namentlich bekannten Proteinen steht ebenfalls die Gelbildbezeichung anbei.

Von den 228 (= 100 %) Proteinspots des Fusionsgels (Konfidenzintervall n > 0,5; n <2; p <0,05)

wurden im ersten Vergleich der Proteinmuster in exponentieller/transienter Wachstumsphase 40
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(= 18 %) reprimiert und 1 (= 0,4 %) induziert. Unter den reprimierten Proteinen finden sich groB3-
tenteils zytoplasmatische Proteine wie Elongationsfakor Tu (EfTu), Katalase (Cata) oder Alkyl-
peroxidxidase (AhPc). Als einziges induziertes wurde der Vorldufer des sekretorischen Antigens

(SsaA) identifiziert (siche Tab. 8).
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Abb. 20: Das Overlay stellt die Proteinspots der vergleichenden Proben in Falschfarben dar.

Griin: Referenszprobe der exponentielle Phase (OD 0,5) von S. aureus RN1HG

Rot: Probe der stationdren Wachstumsphase (OD 1,5) von S. aureus RN1HG

Die in beiden Proben vorhandenen Proteinspots werden iiberlagert gelb dargestellt. Die Spotdetektion (rot) mit Label-ID
sind dem Fusionsgel entnommen. Bei unbekannter Proteinidentifizierung wurde das Kiirzel ,,E1* (Experiment 1) fiir diese
Gruppe eingefiihrt, dahinter stehen ,,ind/rep* in den jeweiligen Wchstumstumsphasen (OD 0,5 u. OD 1,5) mit anschlieBender
Numerierung. Reprimierte Proteine sind weif8 beschriftet, induzierte lila-farben.

Im Vergleich dazu, sind deutlichere Unterschiede im Overlay der Proben der exponentiellen
(OD 0,5) und der stationdren (OD 1,5) Phase erkennbar. Hier wurden schlielich 59 (= 26 %)
von den insgesamt 228 markierten Proteinen reprimiert und 4 (= 1,8 %) induziert. Auch in die-
sem Fall sind vorrangig zytoplasmatische Proteine, wie z. B. Ribosomaler Recyclingfaktor
(RRF) oder Transkriptionsregulator (Q2FYTS), reprimiert. Neben dem sekretorischen Antigen
SsaA wurde auch immundominates Antigen A (IsaA) induziert. Eine Zusammenfassung der

Auswertung ist in der Venn-Grafik (Abb. 21) und den Tab. 8 und 9 aufgefiihrt.
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Reprimiert OD1.5/OD1 Induziert OD1.5/ OD1

Abb. 21: Uberschneidung reprimierter (links) und induzierter (rechts) Proteine (Zahlenwert) der transienten (OD 1) und
stationdren (OD 1,5) Wachstumsphase.

Tab. 8: Liste der reprimierte Proteine in den Kulturproben OD1 und OD1,5. Die aufgefiihrten Daten wurden aus der Tabelle
der Proteomreferenzkarte entnommen.

Labelname Proteinname Funktion Lokalisation
SAOUHSC | Hypothetisches Hydrolase, svtoplasmatisch
02013 Protein SAOUHSC 02013 glykosylische Bindungen yiop
Vorlaufer .
SSPA der Glutamylendopeptidase Pathogenese, Proteolyse extrazellular
. . Translation, .
RRF Ribosomaler Recyclingfaktor ribosomaler Aufbau zytoplasmatisch
Transkriptionsregulator, o oy . .
Q2G263 GntR-Gruppe DNA-abhéngige Transkription | intrazellulédr
Q2FYTS8 Transketolase Pentosephosphatweg zytoplasmatisch
. Kohlehydrattransport- u. .
PGK Phosphoglyceratkinase metabolismus zytoplasmatisch
. . Translation, .
EFTU Translationselongationsfaktor 7u ribosomaler Aufbau zytoplasmatisch
AHPC Alkylhydroperoxidreduktase Antioxidant zytoplasmatisch
ENO Enolase Glykolyse,Mg?**-bindend membransténdig
Tab.9: Induzierte Proteine aus den Kulturproben OD1 oder OD1,5.
Labelname Proteinname Funktion Lokalisation
SSAA Vorldufer des sekretorischen Pathogenese extrazellular
Antigens SsaA
gﬁ(z}JHSC— nicht bekanntes Protein yIIA nicht bekannt nicht bekannt
ISAA immundominantes Antigen A hypothetisch konserviert extrazelluldr

Eine ansteigende Menge diverser extrazelluldrer Proteine war fiir den Ubergang in die statio-
ndre Phase zu erwarten. Die nach 10-stiindiger Kultivierung geringe Zunahme invasionrele-
van-ter extrazelluldrer Proteine (wie z. B. SsaA) veranlasste zur Annahme, dass beim S. aureus
RNITHG im modifizierten Medium im Vergleich zum Kontrollmedium TSB die Induktion die-
ser Proteine aufgrund der reduzierten Wachstumsrate verzogert erfolgt. Da zwischen den Pro-
ben aus der exponentiellen Wachstumsphase (4 h) und der transienten Ubergangsphase (7 h)
keine deutlichen Unterschiede (wie zur letzteren stationdren (10 h) in der Menge extrazelluldrer

Proteine erkennbar waren, musste der experimentelle Ansatz etwas modifiziert werden.
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3.3.2.2 Vergleichende Analyse des extrazelluliren Proteinmusters von S. aureus RN1HG
in der exponentiellen und spéten stationiren Phase

Fiir das zweite Experiment wurden die Erntezeitpunkte dahingehend veridndert, dass man einen
gezielten Einblick in das Expressionsverhalten der verldngerten stationdren Phase erhielt.
Deshalb wurden die Entnahmezeitpunkte diesmal nicht nach dem Kriterium optische Dichte
(OD,,, ) gewihlt, sondern nach der Kultivierungsdauer. Es wurden Proben, nach Entnahme des
standardisierten Referenzpunktes OD, , 0,5 (4 h), nach 13 h und nach 24 h extrahiert (Tab. 10
u. Abb. 22). Dies sollte S. aureus RN1HG ermdglichen, eine groflere Proteinmenge in der sta-
tiondren Wachstumsphase zu akkumulieren. Zudem wurden noch deutlichere ,,on-oft™ Phéno-
mene in den Regulationsmechanismen der Bakterienzelle innerhalb des Probenvergleichs erwar-
tet. Die Kultivierungskriteria und auch die Gelpréparation sind mit dem ersten Experiment iden-

tisch. Ebenfalls wurden zwei parallele biologische Replikate angesetzt.

Zeit [h] R1 R2 10,00
0,00 0,069 0,060

1,00 0,101 0,096

2,00 0,186 0,170 l
3,00 0,332 0,303 '
3,68 0,452 0,414 1,00

3,85 0,500 )

4,00 0,554 0,494 g e

o ) o o —@—R2

5,00 0,810 0,750

6,00 1,070 1,050 0,10

7,00 1,250 1,200

8,00 1,530 1,430

9,00 1,520 1,420

10,00 1,500 1,420

11,00 1,620 1,430 0,01 | | | | |
12,00 1,350 1,290 0 5 e 15 20 2
13,00 1,350 1,380 ‘

24,00 1,320 1,320 Zeit (h)

Tab. 10 u. Abb. 22: Wachstumskurve u. Ergebnistabelle des 2. Kultivierungsversuches von S. aureus RN1HG. Die Erntezeit-
punkte sind mit vertikalen Pfeilen in dem Graphen markiert und in der Tabelle farblich gekennzeichnet (orange). Aufgetragen
wurde die photometrisch gemessene OD bei einer Wellenldnge von 600 nm (y-Achse) gegen die Kultivierungsdauer (x-Achse)
beider Replikate. Die Ernte wurde nach 4 h, 13 h und ii.N. (24 h) durchgefiihrt.

Nach dem Einscannen wurden auch diese Gelbilder mit Delta 2D bearbeitet, die Spotdetek-
tion und die Proteinmarkierungen wurden vom Fusionsgel kopiert und die Proteinspots mit sta-
tistisch relevanten Anderungen der Proteinmenge (n > 0,5; n <2; p < 0,05) farblich hervorge-
hoben. Im ersten Vergleich zwischen der exponentiellen (OD, 0,5= 4 h) und der stationa-
ren Phase (13 h) ist die Tendenz zur erhohten Induktion ersichtlich. Demnach sind von den 228
(=100 %) signifikanten Proteinen 20 (= 8,7 %) reprimiert und 13 (= 5,7 %) induziert worden
(Abb. 23).
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Abb. 23: Das Overlay stellt die Proteinspots der vergleichenden Proben in Falschfarben dar.

Griin: Referenszprobe der exponentielle Phase (OD 0,5) von S. aureus RN1HG

Rot: Probe der stationdren Wachstumsphase (13 h und mittlerer OD,, 1,36) von S. aureus RN1HG

Die in beiden Proben vorhandenen Proteinspots werden iiberlagert gelb dargestellt. Die Spotdetektion (rot) mit Label -IDs
ist dem Fusionsgel entnommen. Auch hier finden sich das Kiirzel ,,E2“ (Experiment 2) mit der Bezeichung ,,rep/ind* und
dem Gelbild (hier OD 0,5 und 13 h) als Label -ID bei namentlich unbekannten Proteinen. Reprimierte Proteine sind weif$ und
induzierte lila beschriftet.

Unter den reprimierten Proteinen befanden sich pathogenititsrelenvante Proteine wie die Pep-
tidoglykanhydrolase (LytM) und das immondominante Antigen A (IsaA) sowie Vorlaufer vom
Eisenregulatorprotein B (SAOUHSC 00400). Unter den induzierten befanden sich Alkylper-
oxidreduktase (AHPC) und das Protein MGO057 (SAOUHSC _00840) als intrazelluldre Vertre-
ter. Aufgrund der fehlenden Proteinidentifizierungen war ein Wechsel des Keims vom Adhé-
sions- in den Invasionszustand anhand der Expressionsmuster im Overlay nicht zweifelsfrei

bestimmbar.
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Abb. 24: Das Overlay stellt die Proteinspots der vergleichenden Proben in Falschfarben dar.
Griin : Referenzprobe der exponentielle Phase (OD 0,5) von S. aureus RN1THG

Rot : Probe der spéten stationdren Wachstumsphase (24 h und mittlerer OD,, 1,32) von S. aureus RNIHG

Die in beiden Proben vorhandenen Proteinspots werden iiberlagert gelb dargestellt.Die Proteinspots mit signifikant verdnder-
ter Proteinmenge sind durch Spotdetektion (rot) und Label-IDs markiert. Reprimierte Proteine sind weis und induzierte lila

beschriftet.
Reprimiert 13h/24h Induziert 13h/24h

) (&

Abb. 25: Uberschneidung reprimierter (links) und induzierter (rechts) Proteine (Zahlenwert) der stationéren (13 h) und spéten
stationdren (24 h) Wachstumsphase.

Aus dem Vergleichsbild der Proben OD 0,5 und #i.N. (24 h) ist eine erhhte Menge von 53
(=23 %) Proteinspots erkennbar (Abb. 24). Die identifizierten Proteine, wie z. B. Purinnukleo-
sidphosphorylase (Q2FWB8), Serindehydroxymethyltransferase (GLYA) oder Methioninami-
nopeptidase Typ I (Q2FX05) sind vorwiegend intrazelluldren oder zytoplasmatischen Ursprungs
gewesen. Dies galt als Hinweis fiir eine verstédrkt ablaufende Bakterienzelllyse, weshalb man fiir
weitere Versuche zur Analyse des extrazelluliren Proteoms die Durchfiihrung einer Ubernacht-

kultur vernachldssigen konnte. Reprimiert blieben weiterhin insgesamt 15 (= 6,6 %) Proteine,
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wie z. B. Peptidoglykanhydrolase (LYTM) und erneut immundominantes Antigen A (IsaA).
Die Ergebniszusammenfassung ist in der Venn-Grafik (Abb.25) und den Tab.11 - 13 dargestellt.

Tab.11: Reprimierte Proteine in den Kulturproben 13 h und @.N. (24 h) . Die aufgefiihrten Daten sind ebenfalls aus der Tabelle
der Proteomreferenzkarte entnommen.

Labelname Proteinname Funktion Lokalisation
Mureinkapsel,
LYTM Peptidoglykanhydrolase Metallionenbindung, extrazelluldr
Pathogenese
Q2FX56 hypothetisches Phagenprotein | nicht bekannt membranstindig
SAOUHSC | Vorldufervon Metallionenbindung, extrazellulir
00400 Eisenregulatorprotein B Pathogenese
ISAA immundominantes Antigen A hypothetisch konserviert extrazellular
Tab.12: Induzierte Proteine aus den Kulturproben 13 h und ii.N. (24 h).
Labelname Proteinname Funktion Lokalisation
AHPC Alkylhydroperoxidreduktase Antioxidans zytoplasmatisch
ISAA immundominantes Antigen A hypothetisch konserviert extrazellular
SOUHSC Protein MGO057, nicht o . . ..
00840 charakterisiert DNA Replikation, RNA Primer | intrazellulér
Tab.13: Liste induzierter Proteine nur in i.N. (24 h).
Labelname Proteinname Funktion Lokalisation
Phosphat-ABC-Transporter Transmembrandrer Transport fiir o 1
PSTB ATP bindendes Protein anorganisches Phosphat membranstindig
Q2FWBS Purinnukleosidphosphorylase Nukleinsdurenauf-und abbau intrazellular
Q2FXO05 Methioninaminopeptidase, Translation, ribosomale zytoplasmatisch
Typ 1 Biogenese
Glycerolaldehyl-3-phosphat .
Q2G032 Dehydrogenase Typ I Glucosestoffwechsel zytoplasmatisch
Dihydrolipoamiddehydro- Elektronentransport, g
Q2G2A3 genase Zellredoxsystem, FAD bindend membranstindig
GLYA fseergélélehydroxymethyltrans— Zyanoaminosduren zytoplasmatisch

Anhand der erhaltenen Befunde wurde beschlossen, fiir die Gewinnung der extrazelluléren Pro-
teinfraktion von S. aureus RN1HG Proben zu verwenden, die 13 h nach Animpfen geerntet

wurden.

3.3.2.3 Vergleichende Analyse des wachstumsabhiingigen extrazelluliren

Proteinmusters von S. aureus RN1HG in TSB
Um das verlangsamte Wachstum von S. aureus RN1HG tatsdchlich auf das modifizierte
Medium zuriickfiihren zu kdnnen, wurde nochmals ein biologisches Replikat in TSB kultiviert.
Dabei wurden jeweils zwei Proben analysiert, die die exponentielle und stationdre Wachstums-

phase reprisentieren. In Anlehnung an die Vorversuche erfolgten die Probenentnahmen fiir
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die exponentielle Wachstumsphase bei einer OD 1 ca. 3 h nach Animpfen und fiir die

6000 nm

stationére Phase bei einer OD 5,74 nach 13 h. Die Wachstumskurve (Abb. 26) und die
Datentabelle (Tab. 14) sind hier dargestellt.

Zeit [h] ﬁgg;rolle 10,00

0,00 0,053

1,00 0,116

2,08 0,540

2,50 1,01 1,00

333 2,08 g

45 3,09 <

5,58 3,94

6,25 4,14 0,10 ./

7,25 4,94

7,75 4,96

8,75 5,16

10,75 5,78 eat . T o 15
12,25 5,74 Zeit (h)

Abb. 26 u. Tab. 14: Wachstumskurve u. Ergebnistabelle des 3. Kultivierungsversuches (Kontrolle) von S. aureus RN1HG
im Kulturmedium TSB. Die Erntezeitpunkte sind mit vertikalen Pfeilen in dem Graphen markiert und in der Tabelle farblich
gekennzeichnet (orange). Aufgetragen wurde die photometrisch gemessene OD bei einer Wellenldange von 600 nm (y-Achse)
gegen die Kultivierungsdauer (x-Achse). Die Probeentnahme erfolgte bei einer OD1 (exponentielle Phase) und nach 13 h
(stationdre Phase).

Mit den gewonnen Proteinextrakten wurden wiederum drei Gelreplikate mit einer Proteinmen-
ge von 80 pg, auf einen 24 cm langen IPG-Streifen in einem pH-Wertbereich von 4 - 7 erstellt.
Sie wurden auch mit dem Fluoreszenzfarbstoff Flamingo angefarbt und die Bilder mittels der
Delta 2D Software digital bearbeitet. Eine quantitative statistische Auswertung des Versuches
fand unter den bereits definierten Bedingungen (n > 0,5; n < 2; p <0,05) statt. Zur Erweiterung
unserer Datentabelle wurden die Proteinmuster des in TSB kultivierten S. aureus RN1HG mit
dem Laborstamm ebenfalls in TSB kultivierten S. aureus 8325-4 verglichen (Abb. 27). Dabei
verwendete man das virtuelle Fusionsgel jener Kultivierungsreihe und die Proteomreferenzkar-

te von S. aureus 8325-4 von Nguyen TTH.
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Abb.27: Das Overlay stellt die Proteinspots der vergleichenden Proben in Falschfarben dar.
Blau : virtuelles Fusionsgel der Proben von S. aureus RN1HG in TSB

Orange : Proteomreferenzkarte mit Label - IDs von S. aureus 8325 -4 in TSB von Nguyen TTH
In beiden Abbildungen iiberlagerte Proteinspots werden dunkel bzw. schwarz illustriert.

Anhand dieser Abbildung konnte die Expression einer grolen Zahl extrazelluldrer Proteine von
S. aureus RN1HG in TSB belegt werden. Insgesamt konnten auf dem Fusiongel 346 Protein-
spots als signifikant detektiert werden. AnschlieBend wurden die Proteinmuster der exponentiellen
(TSB_Exp.) und der stationdren Wachstumsphase (TSB_Stat.) im Overlay (Abb. 28) miteinander
verglichen: Es sind 92 (= 26,5 %)Proteine reprimiert und 131 (= 37,8 %) induziert worden. Mit

Hilfe der transferierten Label -IDs konnten hiervon 53 Proteinspots namentlich markiert werden.
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Abb.28: Das Overlay stellt die Proteinspots der vergleichenden Proben in Falschfarben dar.

Griin : Proteinmuster der exponentiellen Phase (TSB_Exp.) von S. aureus RN1HG in TSB

Rot : Proteinmuster der stationiren Phase (TSB_Stat.) von S. aureus RN1HG in TSB

Die in beiden Proben vorhandenen Proteinspots werden iiberlagert gelb dargestellt. Die Label-1Ds fiir die signifikant verédnderten
Proteinspots wurden aus dem Fusionsgel iibertragen, wobei nicht namentlich bekannte Proteine durchnumeriert sind. Induzierte
Proteine sind in pinker Schrift und reprimierte in weifler markiert.

Dabei war vorwiegend eine Induktion von extrazelluldren Proteinen, wie z. B. N-actylmura-
moyl-L-alanin Amidase (SAOUHSC 02979), Lipase/Glycerolesterhydrolase (Geh), Cystein
Protease Vorlaufer (SspB) und Immundominantes Antigen (IsaA), erkennbar. Jedoch ist anhand
des Letzteren auch eine zeitgleiche Repression der Proteinformen (gelb umrahmt) vorhanden.
Demzufolge war es sinnvoll, eine detailliertere Analyse des Expressionsverhalten ausgewéhl-
ter extrazelluldrer wie auch intrazelluldrer Vertreter durchzufiihren. Mit Hilfe der Delta 2D
Software konnten gezielt die Datenreihen der 1. und 2. Analyse zusammengefasst und die ein-
zelnen Proteine in ihrem wachstumsbedingten Mengenverhéltnis grafisch dargestellt werden.
Zunichst wurden die drei folgenden intrazelluldren Proteine untersucht: Alkylhydroperoxidre-

duktase (AHPC), Enolase (ENO) und Phosphoglyceratkinase (PGK) (Abb. 29).
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Abb. 29: Sdulendiagramme der Expressionsverteilung von drei ausgesuchten intrazelluldren Proteinen: 1. Alkylhydro-
peroxidreduktase (AHPC), 2. Enolase (ENO) und 3. Phosphoglyceratkinase (PGK). Dabei sind jeweils die 1. und 2. Analyse
( = Analyse) auf der x-Achse markiert. Die Referenzprobe der exponentiellen Phase (OD 0,5) ist rot , die Proben OD1 in Al
und 13 h in A2 sind griin gekennzeichnet. Die gelben Balken stellen die Proben OD 1,5 in Al und #i.N. (24 h) in A2 dar. Die
Standardabweichungen sind als horizontale Linien in den Balken mitgefiihrt.

Enolase und Phosphoglyceratkinase erreichen typischerweise als zytoplasmatisch Proteine mit
Stoffwechselbeteiligung ihre Maxima wihrend der exponentiellen Phase. Da Alkylhydroper-
oxidreduktase durch ihre antioxidantische Funktion eher bei Entgiftungsprozessen der Bakte-
rienzelle wirkt, wird sie wohlmdglich erst in der stationdren Phase aktiviert. Diese Variationen
der Expressionsmengen waren auch bei den extrazelluldren Proteinen zu beobachten. Unter-
sucht wurden: SceD Protein (SCED), Hypothetisches Protein (SAOUHSC 00400), Phagen-
protein (Q2FX56) und N-acetylmuramoyl-L-alanineamidase (SAOUHSC 02979) (Abb. 30).
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Abb. 30: Expressionsverteilung der vier extrazelluldren Proteine: 1. SceD Protein (SCED), 2. Hypothetisches Protein
(SAOUHSC 00400) und 3. Phagenprotein (Q2FX56) und 4. N-acetylmuramoyl-L-alanineamidase (SAOUHSC 02979).
Ebenfalls sind die 1.und 2. Analyse (A = Analyse) auf der x-Achse markiert worden. Die Referenzprobe der exponentiellen
Phase (OD 0,5) ist rot, die Proben OD1 in Al und 13 h in A2 sind griin gekennzeichnet. Die gelben Balken stellen die Proben
OD 1,5 in Al und ii.N. (24 h) in A2 dar. Die Standardabweichungen sind als horizontale Linien in den Balken mitgefiihrt.

Das SceD Protein, welchem z. B. eine wichtige Rolle bei der nasalen Schleimhautkolonisation
zugeschrieben wird, wurde als lytische Transglykosylase primir in der postexponentiellen Uber-
gangsphase (Abb. 30; Nr. 1; A1 griin) exprimiert (Stapleton M.R. et al., 2007). Das hypotheti-
sche Protein (SAOUHSC_00400; Abb. 30; Nr. 2) besitzt laut Datenbankidentifizierung die
Eigenschaft, Metallionen des Wirtsorganismus zu binden. Diese ist fiir die Vermehrung der Bak-
terienzelle wéihrend der exponentiellen Teilungsphase sehr wichtig und kann z. B. bei verstirkter
Eisenbindung pathophysiologische Folgen haben (Skaar EP et al., 2004). Das extrazelluldre Pha-
genprotein (Q2FX56) zeigte ein dhnliches Verhalten. Schlielich kann man bei der N-acetylmu-
ramoyl-L-alanineamidase (SAOUHSC 02979; Abb. 30; Nr. 4) das erwartete Expressions-
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maximum wihrend der stationdren Wachstumsphase (A1l gelb u. A2 griin) beobachten. Auch
dieses Protein ist wohlmoglich durch bakterielle Mechanismen wie ,,Quorum sensing* ab einem
definierten Zeitpunkt stark induziert. Das gleiche Verhalten konnte fiir das sekretorische Antigen

A (SsaA) dargelegt werden (Abb. 31).

Abb. 31: Gelausschnitte fiir das sekretorische Antigen A (SsaA). Die markierten Bereiche stellen die Proteinspots der
Proteinformen in der 1. und 2. Analyse dar. Die Intensitit der Graufarbung korrenspondiert mit der Proteinmenge. Die
stirkste Expression ist in der Probe A1 OD1,5 (stationédre Phase) sichtbar.

Durch die Computersoftware konnten auch weitere Proteinspots und ihre wachstumsabhéngi-
gen Intensitdtsmuster gezielt untersucht werden. Eine Isoform des immundominanten Anti-
gens A (IsaA) zeigte in dem von uns erstellten Ernteintervall fiir die stationdre Wachstums-
phase (10 bis 13 h nach Animpfen) die stirkste Intensitét (Abb. 32). Insgesamt sind die unter-
schiedlichen Expressionsmaxima der einzelnen Proteinformen von IsaA bereits beschrieben

worden, ihre genaue Funktion ist jedoch noch unbekannt (Cordwell et al., 2002).
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Abb. 32: Gelausschnitte des immundominanten Antigen A (IsaA) in der 1. und 2. Analyse. Die kreisrunde Markierung stellt
den isolierten Proteinspot der Proteinformen dar. Die intensivste Anfarbung fand in den Proben A1 OD1,5 (entspricht ca. 10 h
nach Animpfen) und A2 OD 13 h nach der stationdren Wachstumsphase statt.

In anderen Féllen konnten wir eine hohe Proteinakkumulation in der exponentiellen/transienten
Wachstumsphase feststellen: Die Peptidoglykanhydrolase (LytM) wird in der exponentiellen
Phase exprimiert und ist fiir die Zellwandorganisation und die Metallionenbindung verantwort-
lich (Ramadurai et al., 1999). Dies wurde auch in unserer Untersuchung durch ihr vermehrtes

Auftreten in den Extrakten der 1. Analyse (OD1) und der Kontrolle (A2 OD 0,5) bestétigt.
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Abb. 33: Expressionsmuster der Proteinformen von Peptidoglykanhydrolase (LytM) in der 1. und 2. Analyse. Ihr Expressions-
maximum ist in der Probe A1 OD1 erkennbar (ca. 7 h nach Animpfen; transiente Wachstumsphase).
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AbschlieBend wurden fiir die Analyse der wachstumsabhéngigen Proteinmuster von S. aureus
RNITHG in TSB vier unterschiedliche extrazelluldre Proteinisoformen getrennt graphisch dar-
gestellt (Abb. 34). Dabei wurden dhnliche Verdnderungen der Proteine Peptidoglykanhydrola-
se (LytM) und Immundominantes Antigen A (IsaA) im Vergleich zum bakteriellen Wachstum
im modifizierten MEM konstatiert. Fiir die N-acetylmuramoyl-L-alanineamidase (SAOUHSC
02979) war in TSB ein deutlicherer Unterschied zwischen exponentieller und stationdrer Prote-
inexpression auffindbar. Der Vorldufer der lytischen Cystein Protease (SspB) ist in der postex-
ponentiellen Phase vermehrt exprimiert. Laut Shaw L et al. (2004) dienen diese extrazelluldren

Proteasen nicht nur dem Invasionsverhalten des Bakteriums, sondern auch zum Schutz der Zell-

membranoberflache.

SAOUHSC_02979 ISAA

0.50 0.50
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i I" 0 IT
LYTM SSPB

12656 0:125

D:ﬁD II nioao

Abb. 34: Sdulendiagramm der Expressionsverteilung von vier extrazelluldren Proteinen im Kulturmedium TSB.

Rote Sdulen représentieren die Intensitdten in extrazelluldren Proteinextrakten von S. aureus Zellen der exponentiellen
Wachastumsphase und die griinen Sdulen die Intensitdten der entsprechenden Proteine in Extrakten, die aus Kulturen der sta-
tiondren Wachstumsphase gewonnen wurden. Angezeigt sind von links nach rechts die Proteine: N-acetylmuramoyl-L-alani-
neamidase (SAOUHSC 02979), immundominantes Antigen A (IsaA), Peptidoglykanhydrolase (LytM) und Cystein Protease
(SspB).

Letztendlich konnte durch diese Versuchsreihen das wachstumsabhingige Expressionsver-
halten von S. aureus RN1HG im neu entwickelten Medium beobachtet und mit dem in TSB
verglichen werden. Durch die erhaltenen Resultate war es moglich, ein optimiertes Kultivie-

rungsprotokoll fiir die weiteren Versuche im ,,Host-Pathogen-Interactions* Projekt zu erstellen.
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Um die Wirt-Erreger-Interaktion von S. aureus im Rahmen des komplexen Infektionsgesche-
hens im Menschen zu untersuchen, konnen zwei elementare methodische Versuchsansitze ver-
wendet werden. Einerseits konnen die beteiligten Regulationsmechanismen und Strukturen in
vivo (lat. = im Lebendigen) am oder im lebenden Organismus untersucht werden. Andererseits
analysieren in vitro-Studien biologische Vorginge unter definierten kiinstlichen Bedingungen
auBBerhalb des lebenden Organismus (Probst W. u. Suchardt P., 2005). In den 70er Jahren hat-
te man eine Reihe direkter Kolonisationsversuche mit einem vermeintlich apathogenen S. au-
reus-Stamm bei Versuchspersonen durchgefiihrt, wobei Interferenzstrategien zwischen mehre-
ren besiedelnden Isolaten im Nasenvorhof untersucht werden sollten (Shinefield H.R. et al.,
1974). Aufgrund medizinisch-ethischer Kontroversen wandte man sich dann verstiarkt der Un-
tersuchung an Tiermodellen zu. Hierin wurden wichtige regulierte Pathogenitdtsmechanismen
des Invasions- und Kolonisationsverhaltens von S. aureus bei Erkrankungen wie Osteomyeli-
tis, Endokarditis, Arthritis und Endophtalmitis beobachtet und festgehalten (Abdelnour A. et
al., 1993; Cheung A.L. et al., 1994; Boot M.C. et al., 1997). Allerdings sind Tierversuche auf
bestimmte Fragestellungen beschrénkt und gelten als priaparativ und zeitlich aufwendig, zudem
konnen insbesondere Fehler in der Reproduzierbarkeit entstehen. Darum basieren zahlreiche
Studien zu bakteriellen Infektionsversuchen mit S. aureus auf einem in vitro generierten Zell-
verband (Konkel M.E., 1993; Jarry T.M.,Cheung A.L., 2006; Buzzola F.R. et al., 2007; Szaba-
dos F. et al., 2008). Hierdurch konnen zeitokonomisch, unter kontrollierten reproduzierbaren
Bedingungen, ein oder mehrere konkrete Fragestellungen beziiglich der Wirt-Erreger-Interak-
tion untersucht werden. Die in dieser Arbeit eingesetzten S9-Epithelzellen wurden als Modelle
fiir die nasale Kolonisation von S. aureus bzw. die Besiedlung von Atemwegsepithel allgemein
eingesetzt. Leider konnen in vitro-Versuche stellenweise nur begrenzt die komplexen Regula-
tionsmechanismen innerhalb eines differenzierten Gewebes oder Organsystems im Infektions-
geschehen exakt simulieren. Folglich sind die daraus abgeleiteten Ergebnisse stets in ihrer Ge-

wichtung fiir das Gesamtgeschehen kritisch abzuwégen.

4.1 Charakterisierung der S9-Epithelzellen

Der erste Teilbereich der vorliegenden Arbeit befasste sich mit der Charakterisierung des Pro-
teoms von humanen S9—Epithelzellen. Die in Abschnitt 2.2.4 beschriebene priparative Metho-
de zur Zelllyse erwies sich zur Gewinnung der benétigten Proteinmengen als effizient. Nach

der Optimierung wurden 495 Proteinspots im pH-Bereich 4 - 7 und 336 im pH-Bereich 6 - 11
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angefarbt und insgesamt 668 Einzelproteine mittels massenspektrometrischer Verfahren (1. u.
2. Rang) identifiziert. Die Abundanz der gebildeten Proteine kann in Abhéngigkeit von unter-
schiedlichen Umweltbedingungen, Entwicklungsstadien und Gewebetypen ein- oder mehrzel-
liger Organismen stark variieren. Weiterhin kann das Vorkommen einer Proteinspezies auch
durch eine verdnderliche Stabilitdt der mRNA oder durch Proteinabbau reguliert werden (An-
derson L., Seilhamer J., 1997). Weiterhin zeigte die Analyse des Gesamtproteoms der S9-Zel-
len eine gute Ubereinstimmung mit den in der Literatur beschriebenen Daten betreffend zyto-
solischer Proteine (Rezaul K. et al., 2005). Hierbei findet man vorwiegend im sauren/neutralen
Bereich (pH 4 - 7) und im alkalischen Bereich (pH 6 - 11) die starkste Akkumulation.

Die meisten bereits aus der Literatur bekannten Proteine wurden im pH-Bereich 4 - 7 unter-
sucht: Keratintyp 18 (K1C18) ist typisch fiir duktale Epithelzellen im gesamten Korper, wes-
halb dieser Zelltyp auch als Vorldufer endokriner Zellen beschrieben wird (Srivastava M. et
al., 2004). Jener soll in Beziehung mit dem proinflammatorischen Regelkreis der 14-3-3 Pro-
teine stehen (Ku N.O. et al., 1998), welche eine grofle Anzahl phosphorylierter Signalproteine
binden (Fu H. et al., 2000; Muslin A.J. et al., 2000). Der Keratintyp 8 (K2C8) wurde im Zu-
sammenhang mit dem bronchialen Adenocarcinom untersucht (Chen G. et al., 2002). Dynaktin
(DYNA) bildet einen Multiproteinkomplex mit Dynein, welches fiir die cilliare Funktion der
apikalen Bronchialendothelzellen von Bedeutung ist. Thioredoxin (THIO) und das zugehdrige
Enzym Thioredoxinreduktase (TRX1) setzen den oxydativen Stress der Zelle herab (Yamawaki
H. et al., 2003). Weiterhin wurden einige Vertreter aus der Gruppe der Chaperone identifiziert,
darunter zehn verschiedene Hitzeschockproteine (HS 90A, HS 105, HSP B1 etc). HSP 70 be-
sitzt sogar eine Bifunktionalitdt sowohl als Chaperon als auch als Cytokin im proinflammatori-
schen NFkB-Regelmechanismus (Asea A. et al., 2000). Galektin (LEG1; LEG3) hat auch eine
immunmodulierende Wirkung und scheint als Marker fiir Infektionsversuche in Frage zu kom-
men (Almquist J., Karlsson A., 2004).

Im Mastergel des pH-Bereiches 6 - 11 wurden unter anderem fiinf Proteine des Citratzyklus
identifiziert (ACON, IDHP, MDHM, ACLY, CISY). AuBlerdem wurden 19 Proteine zur mRNA-
Prozessierung ausschlieBlich im pH-Bereich 6 - 11 identifiziert. Hieraus lédsst sich ableiten,
dass eine detaillierte Darstellung der pH-Bereiche 4 - 7 und 6 - 11 fiir die Infektionsversuche
unabdinglich ist, da die im alkalischen Milieu gefundenen Proteine unseren Informationsstand
erheblich erweitern. Weiterhin kdnnten die immunologisch relevanten Proteine (pH 4 - 7 mit
5,8 % und pH 6 - 11 mit 4,8 %) wie z. B. die Superoxiddismutase (SODC) als Targetproteine fiir
weitere experimentelle Untersuchungen fungieren. Fiir 47 Einzelproteine konnte leider keine
biologische Funktion via Datenbanksuche zugewiesen werden.
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4.2 Einfluss des Mediums auf das Wachstumsverhalten und das extrazel-
lulare Expressionsmuster von S. aureus
Allgemein gelten Infektionskrankheiten, wie Pneumonie, Diarrhoe oder Tuberkulose, immer
noch als die hiufigste Todesursache weltweit (Hellebrandt, 2003; Arztezeitung, 2005). Die Be-
kdmpfung gestaltet sich zunehmend schwieriger, nicht zuletzt durch das Auftreten von immer
neuen multiresistenten Erregern, wie z. B. Enterokokken, Mykobakterien, Klebsiellen und Sta-
phylokokken. Alternativen zu einer Antibiotikumbehandlung sind daher dringend notwendig
und riicken zunehmend in das Interessenfeld der medizinischen Grundlagenforschung (Rosa-
mond J., Allsop A., 2000; Nilsson C.L. et al., 2000). Die ,,Postgenomische Ara* von S. aure-
us begann mit der Veroffentlichung zweier komplett sequenzierter Staimme 2001 (Kuroda M.,
Ohta T. et al., 2001) Das Genom von S. aureus kodiert fiir ca. 2600 - 2700 Proteine, von de-
nen 1000 Proteinen bislang keine Funktion zugeordnet werden konnte. Die Wahl eines labor-
generierten oder sequenzierten Isolats ist fiir experimentelle Kultivierungsversuche von Vor-
teil, da thr Wachstumsverhalten unter den gegebenen Bedingungen gut einschitzbar ist. Zusitz-
lich kann durch die Nutzung von digitalen Datenbanken die Auswertung der eigenen Ergebnis-
se beschleunigt werden, da zwischen verschiedenen S. aureus-Isolaten zahlreiche Variationen
sowohl im Proteom als auch in den Regulationsmechanismen nachweisbar sind (www.genome.
jp’kegg/pathway/map). Diese Besonderheit ist ebenfalls bei anderen Bakterienarten (z. B. bei
Helicobacter pylori) anzutreffen (Jungblut P.R. et al., 2000).
Aufgrund dieser Vorkenntnisse wurde der Laborstamm S. aureus 8325-4 ausgewihlt, um den
laborinternen Vergleich und die Kultivierungsversuche (Absch. 3.2.1) zur Mediumoptimie-
rung durchzufiihren. Dabei konnten im verwendeten Isolat Vorldufer extrazelluldrer Proteasen,
wie z. B. V8 Protease (SspA) und Cysteinprotease (SspB), oder Aureolysin (Aur) identifiziert
werden. Jene fordern durch Abbau von Proteinen, Peptiden oder Glykoproteinen die Etablie-
rung eines lokalen Infektionsherdes (Karlsson et al., 2001). Die Cysteinprotease/Staphopain B
bindet direkt an Kininogen und tragt zusammen mit Staphopain A durch Erh6hung der Gefal3-
permeabilitidt zum septischen Schock bei (Massimi et al., 2002; Imamura et al., 2005). Unter
anderem konnten wichtige Enzyme fiir den Auf- und Abbau der Mureinkapsel, wie die Peptido-
glykanhydrolase LytM und die N-actylmuramoyl-L-alaninamidase, identifiziert werden (Tab.
4).
Mit Hilfe der im Overlay (Abb. 10) transferierten Proteinidentifizierungen der Referenzkarte
von Nguyen T.T.H. konnten nun die mediumabhéngigen Verdanderungen des extrazelluldren

Expressionsmusters von S. aureus 8325-4 untersucht werden (Nguyen T.T.H, 2008). In den
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Kultivierungsversuchen mit dem Vollmedium TSB, dem Minimalmedium MEM mit/ohne
5%igem FCS und RPMI zeigte sich ein unterschiedliches Wachstumsverhalten von S. aureus.
Nicht nur die Zelldichte (OD), sondern auch die Expressionsmuster variierten zwischen den
Kulturproben. Obwohl bespielsweise FCS das Wachstum der Bakterien im eukaryontischen
Minimalmedium begiinstigt (Abb. 11), konnte es aufgrund der breitbandigen Uberlagerung der
bakteriellen Proteine im hochmolekularen Bereich (60 kD) nicht fiir die weiteren Analysen ein-
gesetzt werden (Abb. 12). Somit fithrten wir einen Vergleich zwischen zusatzfreiem MEM und
RPMI 1640 aus. Hierbei lieen sich keine signifikanten quantitativen Unterschiede in der Kul-
tivierung (Abb. 13) oder den Gelbildern erkennen, auBer dass Isoformen des immundominan-
ten Antigens A im niedermolekularen Bereich (25 - 15 kDa) in MEM verstérkt illustriert sind
(Abb. 14). SchlieBlich wurden im Overlay der Kulturiiberstinde von MEM/TSB (Abb. 15) die
Unterschiede der Proteinmuster zwischen dem Minimal- und dem Vollmedium sichtbar, wobei
die Mehrzahl der Proteinspots deckungsgleich waren. Ein &hnliches experimentelles Konzept
zur Methodenoptimierung eines Kulturmediums wurde bei S. aureus bereits angewandt (Ber-
nardo K. et al., 2004). Im weiteren Verlauf wurde in der Arbeitsgruppe das eukaryontische Me-
dium MEM mit 2 mM AS suplementiert und fiir die Kultivierung angewandt (Abschn. 2.2.1).

4.3 Untersuchung der extrazelluliren Proteine von S. aureus RN1HG

Da Bakterien ihr Genexpressionsmuster und folglich auch ihre Proteinausstattung unter ande-
rem im Kontakt mit der Wirtszelle verdndern, ist die vergleichende Analyse des in vitro und in
vivo Transkriptoms und Proteoms des Pathogens fiir das Verstidndnis der Wirt-Erreger-Interakti-
on von grundlegender Bedeutung (Hanawa T. et al., 1995; Abshire K.Z., Neidhardt F.C., 1993).
Die Proteomanalyse erlaubt dabei mit der Betrachtung auch der Lokalisation der Proteine einen
Einblick in das wachstumsphasenabhdngig exprimierte Sekretom von S. aureus (Kawano Y. et
al., 2001). Dabei sind globale Regulatoren wie z. B. SarA, Agr (RNA III), SaeR, ArlR in einem
komplexen Netzwerk von Regelkreisen an der entsprechenden Regulation der Expression der
Virulenzfaktoren beteiligt (Hecker M. et al., 2003).

In den Kultivierungsversuchen mit S. aureus RN1HG bestand das Primérziel darin, die Bedin-
gungen fiir eine maximale Synthese extrazelluldrer Proteine unter moglichst zellkulturnahen
Wachstumsbedingungen zu charakterisieren und das Expressionsmuster im neu konzipierten
Medium wachstumsphasenabhéngig zu beobachten. Als Grundlage wurde zunichst eine Prote-
omreferenzkarte der extrazelluldren Proteine von S. aureus RN1HG im pH-Wertbereich 4 - 7 mit

der dazugehorigen Identifizierungstabelle angefertigt (Abb 16; Tab. 5). Es wurden in den 121
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manuell ausgeschnittenen Proteinspots 91 Proteine (48 Einzelproteine) mittels MS-MALDI-
TOF-MS/MS identifiziert. Dabei war die Anwesenheit zyplasmatischer Proteine im Kultur-
iberstand und demzufolge in der 2D PAGE wahrscheinlich auf autolytische Prozesse zurlick-
zufiithren (Lei B. et al., 2000; Chaussee M.S. et al., 2001; Molloy M.P. et al., 2002; Trost M.
et al., 2005;). Diese These wird dadurch erhirtet, dass diese Proteinfraktion in ihrer Intensitat
nur einen kleinen Teil der Gesamtheit der extrazelluldren Proteine ausmachte. Um die alkali-
schen Proteine besser darstellen zu konnen, wire eine weitere Referenzkarte im pH-Bereich
6 - 11 anzufertigen (Molloy M.P. et al., 2002). Der geringe Nachweis von Membranprote-
inen (8,2 %) ist auf deren hydrophobischen Charakter zuriickzufiihren (Wolff S. et al., 2008),
weshalb in diesem Falle Gel-LC oder ginzlich Gel-freie Methoden zum spezifischen Nach-
weis dieser Proteingruppe gewihlt werden sollten (Schwarz D. et al., 2008). Ferner wiren
weitere MS-Identifizierungen anzustreben, um schlielich simtliche angeférbten Proteinspots
einordnen zu kénnen.

Nachdem sédmtliche Gelbilder der Kultivierungsreihe mittels der Delta 2D Software zu einem
virtuellen ,,Fusionsgelbild* vereinigt wurden, konnten wir 228 signifikante Proteinspots (Kon-
fidenzintervall n > 0,5; n < 2; p < 0,05) detektierten. Davon wurden 78 (34,2 %) Spots unter
Zuhilfenahme der Identifizierungstabelle von S. aureus RN1HG (Tab. 5) namentlich markiert.
Ferner fand eine namentliche Detektion weiterer Proteinspots im Overlay mit der Proteomre-
ferenzkarte des S. aureus 8325-4 von Nguyen TTH statt, welche jedoch nur eine 23,8 %ige
Abdeckung erreichte (Abb. 27). Eine Ubertragung der Proteinmarkierungen des S. aureus-Iso-
lats 8325-4 auf das angefertigte Fusionsgel von S. aureus RN1HG erschien trotzdem moglich
und ergédnzte somit die quantitative Datenauswertung (Burlak C. et al., 2007; Pocsflavi G. et

al., 2008).

4.4 Wachstumsabhingiges Expressionsverhalten von S. aureus RN1HG
Wihrend der ersten vergleichenden Analyse der Kultivierungsreihe mit S. aureus RNIHG
zeigten vorwiegend intrazelluldre Proteine in der stationdren Phase nach zehn Stunden

(OD 1,5) im Vergleich zur transienten Phase nach sechs Stunden eine reduzierte Menge

600 nm
(Abb. 21; insgesamt 26). Die namentlich angesprochenen Proteine AhpC und CatA sind an der
nasalen Schleimhautkolonisation beteiligt (Weidenmaier C. et al., 2004). Proteine, welche die
initiale Besiedlung und Vermehrung im Wirtsorganismus ermoglichen, werden nunmehr im sta-
tiondren Stadium ,,abgeschaltet. Da es sich bei diesen Proteinen aber primir um zytoplasmati-

sche Proteine handelt und in dieser Arbeit die extrazelluldre Proteinfraktion untersucht wurde,
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4. Diskussion

muss man kritisch bemerken, dass die scheinbare Verdnderung der Menge auch auf eine unter-
schiedliche Lyse oder andere Umverteilung dieser Proteine zuriickzufiihren sein konnte.
Andererseits lief sich eine spéte Induktion nur zweier namentlich identifizierter extrazellulé-
rer Proteine (SsaA und IsaA; Tab. 9) erkennen, weshalb in einer zweiten Serie von Experimen-
ten ein verdndertes Probenentnahmeschema angewendet wurde, um auch Proben aus der spé-
ten stationdren Phase in die Analyse einzubeziehen.
Die zweite Analyse in der Kultivierungsreihe mit S. aureus RN1HG verglich die Proteinexpres-
sionsmuster der exponentiellen (Referenzprobe OD 0,5) Wachstumsphase sowohl mit denen der
stationdren (13 h nach Animpfen) als auch der spit stationdren (24 h nach Animpfen) Phase. Es
wurden bei der Ernte der stationdren und spét stationdren Kulturproben éhnliche optische Dich-
ten registriert (OD,, =1,35bei 13hund OD, = 1,32 bei 24 h). Im Vergleich zur ersten Ver-
suchsreihe war eine deutliche Zunahme der Intensitit einer ganzen Gruppe von Proteinen, wel-
che vorwiegend Proteine mit antioxidativer oder metabolischer Funktion (AhpC, PSTB, GLYA)
beinhaltet, zu beobachten (insgesamt 38). Wiederum sind haufig im Gel von Kulturiiberstanden
der spéten stationdren Wachstumsphase nur Proteinfragmente aufgrund von proteolytischen Pro-
zessen nachweisbar, weshalb man die vermehrten Proteinintensitidten in Abb. 24 auch kritisch
bewerten sollte (Rice K. et al., 2001; Sabat A. et al., 2000). Weiterhin erschwert eine Anzahl an
nicht namentlich identifizierten reprimierten Proteinen die detaillierte Ergebnisinterpretation.
Als Ergebnis der dritten vergleichenden Analyse der extrazelluldren Proteinmuster von S. au-
reus RNTHG im Referenzmedium TSB wurden bei 223 von 346 detektierten Proteinspots des
Fusionsgels eine Verdnderung der Intensitdt festgestellt. Im Verlauf der exponentiellen zur sta-
tiondren Wachstumsphase wurden 26,5 % der Proteispots reprimiert und 37,8 % induziert.
Auch in diesem Fall sind nicht alle Proteine massenspektrometrisch identifiziert worden. Ana-
log zu den vorherigen beiden Versuchen im modifiziertem eukaryontischen Medium MEM,
wurden die experimentellen Bedingungen angeglichen (Erntezeitpunkte OD,, 1 u. OD,
5,74 = 13 h nach Animpfen). Fiir die Proben der TSB-Kultivierung konnten in der Probe der
stationdren Phase (13 h) wie erwartet die invasionsrelevanten Proteine, z. B. N-acetylmuramo-
yl-L-alaninamidase (SAOUHSC 02979), Lipase/Glycerolesterhydrolase (Geh), Cysteinpro-
tease (SspB) und immundominantes Antigen A (IsaA), nachgewiesen werden. Dagegen war
das DnaK-Protein, welches an der bakteriellen Stressantwort beteiligt ist, u. a. zusammen mit
dem Translationselongationsfaktor G (Fus), dem intrazelluldren Triggerfaktor (Tig), der Pepti-
doglykanhydrolase (LytM) und dem ribosomalen 50S rRNA E-loop bindenden Protein (RplY),
im Vergleich zur Probe aus der exponentiellen Wachstumsphase in der stationdren Phase nur in
verminderter Menge nachweisbar (Abb. 28).
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4. Diskussion

Die verschiedenen wachstumsphasenabhéngigen Spotintensitidten einzelner Proteinformen,
wie z. B. IsaA oder der Peptidoglykanhydrolase LytM, veranlassten uns, einen detaillierten
Vergleich der Proteinmuster auszufiihren. In Abb. 29 werden die wachstumsphasenabhén-
gigen Expressionsprofile dreier intrazelluldrer Proteine, ndmlich Alkylhydroperoxidreduk-
tase (AhpC), Enolase (ENO) und Phosphoglyceratkinase (PGK), im Sdulendiagramm gezeigt.
Die Expressionsmaxima liegen wie erwartet in der exponentiellen Phase. Die markante Induk-
tion von AhpC wihrend der stationéren Phase (Abb. 29, Nr. 1) konnte als Kolonisations- und
Schutzfunktion (Cosgrove K. et al., 2007) ausgelegt werden. Bei den extrazelluldren Proteinen
(Abb. 30) verhilt es sich dhnlich: Das Protein SceD erreichte postexponentiell seine Hochst-
werte. Es spaltet durch seine autolytische Funktion Peptidoglykan und dient der postmitoti-
schen Trennung. Zudem wiesen Stapleton et al. (2007) eine erhdhte Expression im salzhaltigen
Milieu nach, was eine unterstiitzende Funktion in der nasalen Schleimhautkolonisation andeuten
konnte (Lorin MLI. et al.,1972). Erstaunlich ist auch die Tatsache, dass SceD in o®-Mutanten
vermindert exprimiert wird (Ziebandt A.K. et al., 2001). Die N-acetylmuramoyl-L-alaninami-
dase besitzt eine zellwandsynthetische Funktion und erreichte in der stationdren Phase ihre
maximalen Werte (Bourgeois I. et al., 2008). Weiterhin wurde das Einzelprotein SsaA, auch
ScaD genannt, identifiziert, welches als Homolog auch in Patienten mit einer S. epidermis indu-
zierten Endokarditis nachgewiesen wurde (Lang S. et al., 2000; Pourmand M.R. et al., 2006).
In jenem Fall war die hochste Proteinmenge zehn Stunden nach Animpfen bestimmbar. Die in
Abb. 32 dargestellten unterschiedlichen Expressionsintensitdten der Isoformen von IsaA sind
auch durch Cordwell et al. 2002 in S. aureus COL beschrieben worden. Die Funktion von IsaA
ist bisher unbekannt, jedoch wird eine oB-vermittelte Regulation vermutet. IsaA scheint als
Targetprotein sowohl fiir antibiotische als auch immunologische Testreihen beziiglich pharma-
kologischer Entwicklungen in Frage zu kommen (Lorenz et al., 2000; Clarke S.R. et al., 2006).
LytM ist eine Gly-Gly-Endopeptidase, welche die Pentaglycinverbindung in den Peptidseiten-
ketten der Zellwand spaltet (Ramadurai L. u. Jayaswal R.K.,1997). Sie ist auch in unserem
Experiment in der exponentiellen Wachstumsphase exprimiert worden (Ramadurai L. et al.,
1999). LytM, SceD und IsaA werden vom selben Zwei-Komponenten-System YycF'G kontrol-
liert (Dubrac S., Msadek T., 2004). Auch in der Kultivierung in TSB konnte dieses typische
Expressionsbild beobachtet werden, d. h. zellwandassoziierte kolonisationsrelevante Proteine
wie Peptidoglykanhydrolase und N-acetylmuramoyl-L-alaninamidase waren in der exponenti-
ellen Phase und invasionsrelevante Proteine wie immundominantes Antigen A oder Cysteinpro-

tease SspB in der stationdren Phase maximal induziert (Zieband A.K. et al., 2004).
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4. Diskussion

Primir besteht aus medizinischer Sicht ein Bedarf darin, die elementaren Regelmechanismen
von S. aureus auch im Vergleich verschiedener Isolate untereinander weiter zu entschliisseln.
Eine Korrelation zwischen unterschiedlich induzierter Virulenzgenexpression, extrazelluldren
Expressionsmustern und der klinischen Symptomatologie ist anzunehmen (Baba T. et al., 2002;
Kazakova S.V. et al., 2005; Miller L.G. et al., 2005; Voyich J.M. et al., 2005; Diep et al., 2006).
Generell sind jene Proteine von Interesse, welche unter Einwirkung von Stress (Néhrstoffman-
gel, Temperaturschwankungen, Antibiotika etc.) exprimiert werden, da sie das adaptive Uber-
leben des Bakteriums gewéhrleisten. Des Weiteren konnen gezielt immunogen wirkende Pro-
teine ausgesucht, separat aufbereitet und fiir eine eventuelle Impfstoffentwicklung eingesetzt
werden (Nilsson C.L. et al., 2000). Zusitzlich ist eine gut fundierte Wahl der Wirtszellen fiir die
zukiinftigen Internalisierungsversuche durch S. aureus ausschlaggebend, da sich das bakteriel-
le Proteom nicht nur abhidngig von der reinen externen Kultivierung, sondern auch je nach in-
vadierenden Zelltypus verdndern kann (Metha P.K. et al., 1996; Sturgill-Koszycki et al., 1997;
Laschke M.W. et al., 2005).

Die absolvierten experimentellen Vorversuche dieser Arbeit liefern einen Beitrag, um das Ver-
standnis des Wachstumsverhaltens von S. aureus und seiner Pathophysiologie als bakterielle
Spezies zu erweitern und um einen Einblick in die Adaptation im Wirtsorganismus zu gewin-

nen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Infektionen durch Staphylococcus aureus koénnen aufgrund zunehmender Therapieresistenz
(CA-MRSA, HA-MRSA) gravierende Verldufe nehmen und stellen nicht nur eine wachsende
medizinische, sondern auch gesundheitsokonomische Herausforderung im Patientenmanage-
ment dar. Deshalb ist die Entwicklung innovativer Behandlungsstrategien ein Ziel der aktuel-
len Infektionsforschung. Die Etablierung eines lokalen Infektionsherdes findet mit Hilfe einer
Reihe bakterieller Virulenzfaktoren, welche die Umgehung der Immunantwort, die eine Adhi-
sion an das Gewebe und dessen Zerstorung durch Sezernierung u. a von Toxinen bewirkt, statt.
In den vergangenen Jahren konnten auf den Gebieten der Molekularbiologie und der funktio-
nellen Genomforschung wichtige Fortschritte erzielt werden, welche die Analyse eines Grof3-
teils der Pathogenitétsfaktoren von S. aureus durch diverse Methoden ermdglichten. Das hier
angewandte Verfahren der 2D PAGE gilt als etablierte Methode des Arbeitsbereiches Prote-
omics und gewdhrleistet neben der Visualisierung der fiir die Pathophysiologie wichtigen ex-
trazelluldren Proteine auch die zeitlich aufgeldste Analyse der Proteinmuster unter definierten
experimentellen Bedingungen.

Als Grundlage fiir geplante in vitro Infektionsversuche wurden zwei Proteomreferenzkarten der
Epithelzellinie (S9) des humanen Bronchialsystems fiir die pH Bereiche 4 - 7und 6 - 11 erstellt.
Dabei konnten insgesamt 668 Proteine (508 Einzelproteine mit Proteinscore > 50) mittels
MALDI-TOF-MS/MS identifiziert werden. Somit konnten infektionsassoziierte Verdnderun-
gen im Proteinexpressionsmuster der S9-Wirtszellen erkannt und valide ausgewertet werden.
Weiterhin wurden Experimente zur Entwicklung eines Kulturmediums ausgefiihrt, welches
sowohl den S9-Wirts- als auch den Erregerzellen das Wachstum ermoglicht. Diesbeziiglich
analysierten wir die extrazelluldren Proteinmuster von S. aureus 8325-4 in verschiedenen Zell-
kulturmedien (MEM mit und ohne 5 % FCS, RPMI 1640). Als Kontrollmedium wurde das
Vollmedium TSB eingesetzt. Zwar wurde eine geringere bakterielle Wachstumsrate in MEM
(Mypy = 0,483) im Vergleich zu TSB (u,, = 0,756) festgestellt, jedoch konnten pathogenitéts-
relevante Proteine (Aur, SspA, SspB, LytM) auch im eukaryontischen Medium MEM nachge-
wiesen werden. Diese Ergebnisse trugen zur Entwicklung eines modifizierten Zellkulturme-
diums (MEM mit 2 mM AS suplementiert) bei, welches fiir Kultivierungsversuche mit dem
neu generierten S. aureus Stamm RN1HG eingesetzt wurde. Ferner wurde eine Proteomre-
ferenzkarte der extrazelluldren Proteine des S. aureus-Stammes RN1HG im pH Bereich 4 - 7
angefertigt, woraus insgesamt 91 Proteine (48 Einzelproteine mit Proteinscore > 50) identifi-

ziert und nach ihrer biologischen Funktion charakterisiert werden konnten. Zudem fiihrten wir
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5. Zusammenfassung

im neuen Medium mehrere Kultivierungsreihen mit S. aureus RN1HG aus, um die bis dahin
unbekannten Verdnderungen des extrazelluldren Proteinmusters wachstumsphasenabhéngig zu
untersuchen. Mit Hilfe einer softwaregestiitzten Quantifizierung wurde das Expressionsprofil
bekannter Pathogenititsfaktoren, wie z. B. IsaA, SceD, LytM u. SspB, wéhrend der exponen-
tiellen und stationdren Wachstumsphase registriert und mit einer Kontrollprobe in TSB vergli-
chen. Auch in diesem Fall wurden kolonisationsrelevante Proteine (SAOUHSC 02979, LytM)
sowie invasionsrelevante Proteine (IsaA, SspB) in der stationdren Phase maximal angereichert

(Zieband A K. et al., 2004).
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trakt; Silberfarbung nach Bloom et al.). Die nummerierten Labels-IDs sind mit entsprechender Identifizirung in der Anhang-

stabelle Nr. laufgefiihrt.
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Abb.2: Proteomreferenzkarte der humanen bronchialen Epithelzellen (S9-Zellen) im pH Wertbereich 6-11(18cm IPG-Streifen;
50ug Proteinextrakt; Silberfarbung nach Bloom et al.). Die nummerierten Label-IDs sind mit der korrespondierenden Identifi-

zierung in der Anhangstabelle Nr.2 verzeichnet.
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Abb.3: Proteomreferenzkarte der extrazelluldren Proteine vom Staphylococcus aureus Stamm RNTHG im pH Wertbereich 4-7
(IPG-Streifen 24cm; 400pug Proteinextrakt; Fluoreszenzfarbung Flamingo). Die aufgefiihrten Label-IDs sind mit ihren Identifi-
zierungen in der Anhangstabelle Nr.3 vorhanden.
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