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EINLEITUNG

Kapitel 1. Einleitung

1. Das Immunsystem

Ein ganzes Leben lang muss sich der Organismus mit Infektionserregern auseinander-
setzen, korperfremde Partikel und sterbende oder pathologisch verdnderte korpereigene
Zellen beseitigen. Diese lebensnotwendige, aber auch komplexe Aufgabe - die Unver-
sehrtheit des Organismus aufrecht zu erhalten - obliegt dem Immunsystem. Bereits in der
Namensgebung - immunis [lat.]: frei sein von; unbeschédigt - spiegelt sie sich wider.

Die Bestandteile des Immunsystems sind iiber den gesamten Korper verteilt; man unter-
scheidet primdre lymphatische Organe wie Knochenmark und Thymus und sekundire
lymphatische Organe wie Milz, Lymphknoten und Schleimhéute. Eine weitere Unter-
teilung ist durch die Funktionsweise des Immunsystems moglich: Hier kann in Bestand-
teile des angeborenen und des adaptiven Immunsystems untergliedert werden.

Die Zellen des angeborenen Immunsystems (bsw. Makrophagen (M®), Granulozyten,
natural killer (NK)-Zellen) zeichnen sich durch die Erkennung von hochkonservierten,
Mikroorganismen-assoziierten —molekularen Mustern, den sogenannten PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns) aus. Die dafiir benétigten Mustererkennungs-
Rezeptoren PRRs (pattern recognition receptors) sind in der Keimbahn kodiert. Aber auch
die humoralen Bestandteile des angeborenen Immunsystems, d.h. Komponenten des
Komplementsystems, erkennen konservierte Oberflichenstrukturen von Mikro-
organismen (1, 2).

Die Zellen des adaptiven Immunsystems sind sowohl B- und T-Lymphozyten als auch
natural killer T (NKT)-Zellen; die humorale Komponente stellen Antikérper dar. Die
Zellen des adaptiven Immunsystems agieren antigenspezifisch und induzieren somit eine

klonale Antwort. Die Differenzierung zu Gedéchtniszellen ermdglicht bei wiederholtem
1
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Erregerkontakt eine schnellere und stirkere Immunantwort. Obwohl angeborenes und
adaptives Immunsystem zeitgleich aktiviert werden, setzen die Effektormechanismen des
adaptiven Systems beim ersten Kontakt mit einem Antigen spiter ein (1, 2). Im Folgenden
soll genauer auf die verschiedenen T-Zellpopulationen und Antikérperfunktionen

eingegangen werden.

1.1 Die T-Lymphozyten

Wihrend sich die B-Lymphozyten grofitenteils im Knochenmark entwickeln, wandern
die Vorldufer der T-Lymphozyten in den Thymus, um dort zu naiven T-Lymphozyten
auszureifen. Dabei entwickeln sich aus Vorldufer-T-Lymphozyten reife, naive CD4*- und
CD8*-positive Zellen (3). Aktivierte CD8*-positive T-Lymphozyten werden aufgrund ihrer
Fahigkeit, den kiss of death durchzufiihren auch als zytotoxische T-Zellen (CTL, cyrotoxic
T-lymphocytes) bezeichnet; die CD4+-positiven T-Zellen als T-Helferzellen (Tx) (1, 2).

1.1.1 Subpopulationen der CD4'-T-Lymphozyten

Durch den ersten antigenspezifischen MHC-Peptid-Kontakt beginnen naive CD4+-T-
Lymphozyten zu proliferieren und Interleukin-2 (IL-2) zu synthetisieren. Sie differen-
zieren zu unreifen Effektorzellen, den sogenannten TuO-Zellen. Bereits Tu0-Zellen sind,
wie spitere Entwicklungsstadien der CD4*-T-Lymphozyten, in der Lage, IL-2, IL-4 und
Interferon-y (IFN-y) zu sezernieren. Fiir die Differenzierung zu Effektor-Tu-Zellen sind
Kostimulation, die Zytokine des umgebenden Milieus und der MHC-Peptidligand von Be-
deutung (3, 4).

Die wichtigste Funktion von Effektor-Tu-Lymphozyten ist die Zytokin- bzw. Chemokin-
freisetzung (5). Abhdngig vom sezernierten Botenstoff konnen antigenprisentierende
Zellen aktiviert und zur Differenzierung angeregt werden, die Chemotaxis von Zellen des
angeborenen Immunsystems kann induziert werden; der Klassenwechsel antikorper-

produzierender B-Lymphozyten wird ermoglicht (1, 2). Durch stetige intensive Forschung

2
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sind mittlerweile zahlreiche Subpopulationen von CD4*-T-Lymphozyten beschrieben; an
dieser Stelle soll auf die wichtigsten dieser Effektor-T-Lymphozyten (Tul, Tu2, Tul7, Tu9,
Tu22, Treg) eingegangen werden.

Die Subpopulation der Tul-Lymphozyten induziert durch die nach Aktivierung freige-
setzten Zytokine eine Immunantwort auf Zellebene: Aktivierte Tul-Lymphozyten sezer-
nieren das Zytokin IL-2, das das Wachstum von NK-Zellen sowie B- und weiteren Tu-
Lymphozyten stimuliert. Das Leitzytokin der Tul-Antwort ist IFN-y. Aufler von Tul-
Lymphozyten kann es ebenfalls von NK-Zellen und M® sezerniert werden. IFN-y hemmt
das Wachstum von Tu2-Lymphozyten; da Tul-Lymphozyten - im Gegensatz zu Tu2-
Lymphozyten - nur eine Kette des IFN-y-Rezeptors exprimieren, wird ihr Wachstum
nicht durch IFN-y eingeschrinkt (6-9). M® reagieren auf IFN-y mit einer verstirkten Ex-
pression von MHC-I- und MHC-II-Molekiilen auf der Zelloberfliche. Zusitzliche Ko-
stimulation der M® durch CD40L aktiviert diese Zellen. Tul-Lymphozyten sezernieren
des Weiteren Tumornekrosefaktor-a (TNF-«), der die Stickoxidsynthese in den akti-
vierten M® induziert, sodass phagozytierte Bakterien besser zerstort werden konnen (8).
Anders als die Tul-Lymphozyten werden die Tu2-Lymphozyten fiir den Klassenwechsel
zu IgE benétigt: Das Leitzytokin der Tu2-Lmphozyten ist IL-4, welches die Aktivierung
und Proliferation von Mastzellen stimuliert, die Aktivierung von M® und Tul-Lympho-
zyten jedoch unterbindet (10, 11). Zusdtzlich induziert IL-4 eine erhohte Oberflichen-
expression von MHC-II-Molekiilen auf B-Lymphozyten. Sekretion von IL-5 stimuliert die
Proliferation und Differenzierung von Eosinophilen (8, 11).

Vor wenigen Jahren wurde eine weitere Subpopulation der CD4*-Tu-Lymphozyten be-
schrieben, die Tul7-Lymphozyten. Fiir die Differenzierung und Proliferation der Tul7-
Lymphozyten sind IL-21, IL-23 und TGF-f entscheidend (12, 13). Diese proinflamma-
torischen Zellen sind durch die Sekretion von IL-17 gekennzeichnet, welches Neutrophile
und MO aktiviert (14-16). Die Effektorfunktionen der Tul7-Lymphozyten sind somit vor-
rangig gegen extrazellulire Bakterien, Pilze und Wiirmer gerichtet (13, 17).

Naive CD4*-T-Lymphozyten und Tu2-Lymphozyten, die mit IL-4 und TGF-f kultiviert
werden, bilden einen weiteren Phénotyp aus: die sogenannten Tu9-Lymphozyten, die

durch Sekretion von IL-9 und IL-10 gekennzeichnet sind. /n vitro fordern sie Gewebs-
3
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entziindung, doch ihre physiologische und ihre pathophysiologische Rolle in vivo ist bis-
lang noch nicht geklart (18, 19).

Eine T-Zellsubpopulation, die durch die Sekretion von IL-22 charakterisiert ist, wurde
kiirzlich beschrieben. Tu22-Lymphozyten koexprimieren den Chemokinrezeptor CCR6
sowie die skin-homing-Rezeptoren CCR4 und CCR10. Die Expression von CCR4 und
CCRI10 legt die Vermutung nahe, dass Tu22-Lymphozyten in die Homdostase der Haut
involviert sind (20, 21).

Eine weitere wichtige Gruppe der CD4*-T-Lymphozyten stellen die regulatorischen T-
Lymphozyten (Trg) dar, welche in natiirliche (nTrg), induzierte (iTreg) und Typ 1-regula-
torische T-Lymphozyten (Tr-1) unterschieden werden. Wahrend nTr bereits im Thymus
zu CD4+/CD25*/FoxP3*-Zellen heranreifen, die nach Aktivierung groffe Mengen IL-10
und TGF-P sezernieren, bilden iTrg ihren regulatorischen Phénotyp erst nach Antigen-
kontakt in Gegenwart von TGF-f und IL-2 aus (22, 23). Ebenso wie nTr; exprimieren sie
dann den Transkriptionsfaktor FoxP3. Tr-1-Zellen differenzieren sich aus naiven
CD4+/CD25-T-Lymphozyten, die durch IL-10 oder IL-10-konditionierte dendritische
Zellen (DC, dendritic cells) aktiviert werden. Sie sezernieren ebenfalls IL-10, exprimieren
jedoch nicht FoxP3 (24, 25). Trotz ihrer unterschiedlichen Entwicklung ist die wichtigste
Effektorfunktion dieser drei regulatorischen T-Zelltypen die Aufrechterhaltung der
immunologischen Toleranz. Nach Aktivierung inhibieren Trg die Proliferation und Zyto-

kinsekretion von CD4+/CD25 - und CD8+*-T-Lymphozyten (24, 26).

1.2 Antikorper

Den humoralen Anteil des adaptiven Immunsystems stellen die Antikorper dar, die von
Plasmazellen sezerniert werden. Obwohl Antikérper allein keine Pathogene abtéten
konnen, konnen sie durch zahlreiche Funktionen die zellulire Immunabwehr unter-
stiitzen. Antikorper bestehen aus jeweils zwei identischen Fa-Fragmenten, welche das
Antigen sehr spezifisch binden (Fu, fragment of antigen binding) und einem F.-Fragment,

das die biologischen Effektorfunktionen vermittelt, z. B. durch Bindung an Zellober-

4
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flaichen-assoziierte Rezeptoren (F., conserved fragment). Durch die Bindung von Anti-
korpern, bzw. Antigen-Antikdrperkomplexen an Fc-Rezeptoren (FcR) wird in den Ziel-
zellen eine Signalkaskade ausgelost, die zu einer zelluldren Antwort auf die Antikorper-
bindung fiithrt. Bislang wurden folgende Antikorperfunktionen beschrieben: Neutralisie-
rung, Opsonierung, Sensibilisierung von Mastzellen, Aktivierung des Komplementsystems
und die antikorperabhidngige zellvermittelte Zytotoxizitit (ADCC, antibody-dependent

cell-mediated cytotoxicity) (1, 2).

1.2.1 Klassenwechsel der Antikorper

Wihrend fiir den antigenbindenden Teil der Antikorper (Idiotyp) 10%-Mdoglichkeiten in
jedem Organismus bestehen, gibt es fiir den F.-Teil nur fiinf (Isotyp, Antikorperklasse).
Man unterscheidet zwischen Immunglobulin (Ig) A, D, E, G und M. Bei IgA und IgG
treten zusdtzliche Subklassen auf (IgA1l, IgA2, IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG4).

Tab. 1: Antik6rperisotypen im Menschen (zusammengestellt aus (27-37)).

Iso- Sub- Typische Antigene Funktionsweise bendtigte Zytokine fiir T-Zell-
typ typ Klassenwechsel hilfe
IgA IgAl Mikroorganismenim  Neutralisierung TGF-B & IL-10; IL-4 & IL-10  +, L
Magen-Darm-Trakt (Retinolsaure)
IgA2 Mikroorganismenim  Neutralisierung TGF-B & IL-10; IL-4 & IL-10  +, -
Magen-Darm-Trakt (Retinolsaure), IL-21
IlgD IgD Bakterielle Proteine k.A. k.AZ +, -
(via Zuckerreste)
IgE IgE  Multizell. Parasiten Sensibilisierung von Mastzellen IL-4, IL-13 +
IgG 1gG1l Bakterielle Proteine, Opsonierung, Neutralisierung, Komplement- IL-4, IL-5, IL-27 +, -
Virale Proteine aktivierung, erhohte Anfalligkeit fiir Zerstérung
durch NK-Zellen, Sensibilisierung von Mastzellen
IgG2 Bakterielle Komplementaktivierung IFN-y +, -
Polysaccharide
IgG3 Virale Proteine Komplementaktivierung, Neutralisierung, IFN-y, IL-21 +, -

Opsonierung, erhohte Anfalligkeit flr
Zerstorung durch NK-Zellen

IgG4 Chronische Exposi- Neutralisierung, Opsonierung IL-4 +, -
tion, Polysaccharide

IgM IgM Bakterielle Proteine, Komplementaktivierung, Neutralisierung - +, -
Oxidierte Strukturen

! + T-Zellhilfe benotigt 2 - keine T-Zellhilfe benotigt 3k.A. keine Angaben



EINLEITUNG

Anfinglich sezernieren Plasmazellen nur Antikérper der Klasse IgM; durch das umgeben-
de Zytokinmilieu, T-Zellhilfe oder strukturelle Besonderheiten des an den B-Zellrezeptor
(BCR) gebundenen Antigens kann ein Klassenwechsel induziert werden. Einen Uberblick
iiber die Antikorperklassen im Menschen, die fiir den Klassenwechsel benétigten Zyto-
kine und die erkannten Antigengruppen gibt Tab. 1.

Fiir den Klassenwechsel sind zwei Mechanismen beschrieben: der T-Zell-abhingige (ID,
thymus dependent) und der T-Zell-unabhingige (T1, thymus independent). Bei der T-
Zell-abhidngigen Antikorperantwort wird der BCR-Antigenkomplex internalisiert, prozes-

siert und daraus resultierende Peptidfragmente im Kontext mit MHC-II-Molekiilen auf

der Oberfliche der B-Zelle exprimiert (Abb. 1).

TCR

CDA0L CD40

Klassenwechsel,
Antikérpersekretion,
2.B.1gG

* Zytokinsekretion, /T—<

z. B. IFNy

* Proliferation

Abb. 1. Mechanismus der T-Zellhilfe.

Mit dem membranstindigen B-Zellrezeptor (BCR) bindet die naive B-Zelle ihr Antigen. Nach Internali-
sierung und Degradation werden Peptidfragmente des Antigens anschlieffend im Komplex mit MHC-II-
Molekiilen auf der Zelloberfliche prisentiert. Antigenspezifische Tu-Effektorzellen, deren T-Zellrezeptor
(TCR) an diesen MHC-II-Peptid-Komplex spezifisch bindet, vermitteln zusitzlich die Bindung kostimula-
torischer Molekiile. Die ausgelosten Signalkaskaden in der B-Zelle sichern ihr Uberleben und die Differen-
zierung zur Antikorper-sezernierenden Plasmazelle. Die Tu-Effektorzelle wird durch die Bindung am TCR
aktiviert; sie proliferiert und sezerniert Zytokine. Diese Zytokine wiederum beeinflussen im Zusammenspiel
mit kostimulatorischen Molekiilen den Klassenwechsel der B-Zelle. Sie bestimmen die Klasse der von der B-

Zelle sezernierten Antikorper.
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Effektor-Tu-Zellen binden mit ihren TCRs an den Peptid-MHC-II-Komplex. Es folgt eine
gegenseitige Aktivierung von T- und B-Zelle durch Ligation der kostimulatorischen Re-
zeptorpaare CD40L und CD40 sowie CD28 und B7. Diese Konstellation resultiert in der
Sekretion ausgewihlter Zytokine durch die Effektor-Tu-Zelle. Diese Zytokine werden von
den Zytokinrezeptoren auf der B-Zelle gebunden. Damit wird eine Signaltransduktion in
der B-Zelle ausgelost, die es ihr ermdéglicht, den Klassenwechsel der Antikérper und
somatische Hypermutationen zur Steigerung der Antikorperaffinitit zum Epitop zu
durchlaufen. AnschliefSend exprimiert die B-Zelle abermals im MHC-II-Peptidkomplex
Peptidfragmente des Antigens. Wird dieser Komplex dann immer noch von der Effektor-
Tu-Zelle erkannt, erhilt die B-Zelle die notwendigen Uberlebenssignale von der T-Zelle.
Antigene, die eine T-Zell-abhidngige Antikorperantwort mit Klassenwechsel auslosen,

werden als TD-Antigene bezeichnet (1, 2).

Aber auch eine T-Zell-unabhingige Antikdrperantwort ist moglich. Sie wird durch Nicht-
Protein-Antigene wie CpG-DNA, Polysaccharide und Lipopolysaccharide (sog. TI-Anti-
gene) ausgelost. Aufgrund unterschiedlicher Wirkmechanismen unterscheidet man hier-
bei in TI-1- und TI-2-Antigene (1).

TI-1-Antigene 16sen in hohen Konzentrationen eine polyklonale Aktivierung der B-Zel-
len aus; diese ist unabhingig von der BCR-Spezifitit. TI-1-Antigene wie LPS und das
Staphylokokkenprotein A (staphylococcal protein A, Spa) wirken dabei als B-Zellmito-
gene. In geringeren Konzentrationen aktivieren sie B-Zellen jedoch nur BCR-spezifisch.
Weil die Antikorperantwort auf TI-1-Antigene keiner klonalen Tu-Zellexpansion bedarf,
wird sie schneller als die Antikorperantwort auf TD-Antigene gebildet. Andererseits sind
weder ein Klassenwechsel noch somatische Hypermutation méglich, es entsteht kein B-
Zellgedichtnis. TI-1-Antigene kdnnen unreife und reife B-Zellen aktivieren (1, 38).

Die TI-2-Antigene, meist Zellwandpolysaccharide wie Peptidoglycan, zeichnen sich
durch ihre repetitiven Strukturen aus. Diese Antigene kreuzvernetzen die BCRs auf der
Oberfliche reifer B-Lymphozyten und l6sen somit deren Aktivierung aus. Die Epitop-
dichte ist dabei von Bedeutung: Zu starke Kreuzvernetzung der BCRs fiihrt zur Anergie

der B-Zellen. Auch die Kreuzvernetzung von BCRs auf unreifen B-Zellen fiihrt zu einer
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Inaktivierung; TI-2-Antigene kénnen demnach nur reife B-Zellen aktivieren (39, 40). Im
Gegensatz zu TI-1-Antigenen sind die TI-2-Antigene auch in der Lage einen Klassen-
wechsel zu induzieren: Die DCs, die im Darm-assoziierten lymphatischen Gewebe (GALT,
gut-associated lymphatic tissue) vorkommen, binden die TI-2-Antigene mit den TOLL-
like-Rezeptoren (TLRs). Darauthin exprimieren sie die induzierbare NO-Synthase (iNOS),
die wiederum zur Produktion von APRIL und BAFF fithrt (a proliferation-inducing
ligand; B-cell activation factor of TNF family). Diese beiden Faktoren werden bendtigt,
um einen Klassenwechsel zu vollziehen. Der T-Zell-unabhingige Klassenwechsel zu IgA
wurde unter anderem von Tezuka er al, Barone et al. und Bergqvist et al. untersucht (41-
43). Aber auch der T-Zell-unabhingige Klassenwechsel zu IgG ist moglich: He et al
beschrieben 2004 das Zusammenspiel von TLR9- und IL-10-Signalwegen, die nach CpG-
DNA-Bindung den Wechsel von IgM zu IgG ermdglichten (44). Ein Jahr spiter
beobachteten Yang er al, dass Papillomavirus-dhnliche Partikel einen TLR4- und MyD88-

abhingigen Klassenwechsel zu IgG induzierten (45).
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2. Staphylococcus aureus

2.1 Klinische Bedeutung

Obwohl jeder Dritte Erwachsene dauerhaft und symptomfrei im Nasenvorhof mit
Staphylococcus (S.) aureus besiedelt ist, ist dieser Mikroorganismus auch einer der
hdufigsten Verursacher von nosokomialen Infektionen (46). Dabei entwickeln die
Patienten oft eine Sepsis, eine systemische Infektion. Sepsis im Allgemeinen ist nach
Herz-Kreislauferkrankungen und Krebs die dritthdufigste Todesursache in Deutschland.
Laut dem Bundesministerium fiir Statistik versterben demnach jahrlich = 292.000
Personen an Herz-Kreislauf-Versagen und =~ 216.000 an Tumorerkrankungen (47). Pro
Jahr erkranken in Deutschland =~ 70.000 Patienten an einer Sepsis, schweren Sepsis oder
einem septischen Schock (48). Erschreckend ist dabei auch die hohe Letalitdt: Bei einer
L2unkomplizierten“ Sepsis liegt sie bereits bei 20 %, bei einem septischen Schock bei bis zu
80 %. Die addquate Behandlung von S. aureus-Infektionen wird zusdtzlich durch die
zunehmende Antibiotikaresistenz dieser Spezies erschwert. Bereits 1961 traten die ersten
methicillinresistenten S. aureus (MRSA)-Isolate auf (49, 50), die nur noch mit Reserve-
antibiotika behandelt werden konnten; seit 1996 liegen einzelne Berichte iiber vanco-
mycinresistente (VRSA) S. aureus-Stimme vor (51). Ebenfalls unter genauer Beobachtung
steht die Entwicklung sog. CA-MRSA-Stimme (community-acquired MRSA) wie
S. aureus USA300 und USA400 in den USA und ST80 in Europa. Diese Isolate treten in
erster Linie in der gesunden Bevolkerung und nicht in klinischen bzw. Pflegeein-
richtungen auf. Diese CA-MRSA-Isolate verursachen Haut- und Weichteilinfektionen bei
gesunden Personen (52). Dieser Befund ist ungewdhnlich, da S. aureus meist erst invasiv
wird, wenn das immunologische Gleichgewicht aus der Balance gerit; beispielsweise
durch die Zerstorung der Hautbarriere oder die Suppression des Immunsystems. Wahr-
scheinlich ist es die hohe Zahl an Virulenzfaktoren und Antibiotikaresistenzen, die der

erhohten Virulenz von CA-MRSA-Isolaten zugrunde liegen.
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Angesichts dieser Entwicklung muss nach besseren Behandlungsmethoden gesucht
werden. Die Entwicklung neuer Antibiotika ist offensichtlich sehr schwierig oder sie wird
nicht mit dem noétigen Einsatz vorangetrieben: Aktuell befinden sich lediglich zwei
Antibiotika, denen ein neuer Wirkmechanismus zugrunde liegt, in der Entwicklung (53).
Deshalb ist die Entwicklung alternativer Therapie- bzw. Priaventionsstrategien dringlich.
Im Mausmodell haben sich verschiedene bakterielle Faktoren fiir die passive und aktive
Impfung gegen S. aureus bewihrt. Leider sind bisher alle Versuche, diese zu einem effek-
tiven Impfstoff fiir den Menschen zu entwickeln, in den klinischen Studien gescheitert

(54, 55).

2.2 Die Spezies S. aureus ist hochvariabel

Bislang ist das gesamte Genom von mehreren S. aureus-Klonen sequenziert und es zeigt
sich eine ausgeprigte Variabilitit: Zwei S. aureus-Klone konnen sich in bis zu 20 % ihres
Genoms unterscheiden (56). Wie Abb. 2 verdeutlicht, bestehen die variablen Teile des
Genoms von S. aureus aus Core-variablem (= 10-12 %) und variablem (= 8-10 %) Genom

(56, 57).

W

) /s
Lo
[] core-Genom
g [ Corevariables Genom o
— Mobile genetische
////_ Elemente (MGEs)
7%
ai !

Abb. 2. Genomische Variabilitit von S. aureus.

Dargestellt ist das Genom des MRSA252. Jedes Gen ist nach seiner Lage im Genom eingetragen. Gene des
Kerngenoms sind in gelb, Gene des kernvariablen Genoms in rot und Gene, die auf mobilen genetischen
Elementen kodiert werden, in blau dargestellt. Der dufiere Ring bildet die Gene ab, die auf dem 5’-kodieren-
den DNA-Strang lokalisiert sind; der inneren Kreis stellt die Gene des komplementiren Stranges dar. Dabei
wird deutlich, dass sich innerhalb der Spezies S. aureus zwei Isolate in bis zu 20 % ihres Genoms unter-

scheiden kénnen. Aus Lindsay er al. (56).
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Das Kerngenom ist hochkonserviert und kodiert Haushaltsgene. Die Mutationen in Haus-
haltsgenen nutzt die sequenzbasierte Genotypisierungsmethode multi locus sequence
typing, (MLST) aus, um die Spezies S. aureus in klonale Linien (clonal cluster, CC) zu
unterscheiden. Die meisten klinischen S. aureus-Isolate gehdren zu einer von zehn
klonalen Linien. Das variable Kerngenom ist ebenfalls auf dem bakteriellen Chromosom
kodiert, relativ stabil und charakteristisch fiir die verschiedenen klonalen Linien. Es bein-
haltet Gene fiir oberflichenassoziierte Proteine und Regulatoren. Das variable Genom
setzt sich aus mobilen genetischen Elementen (MGE, mobile genetic elements) wie
Bakteriophagen, Pathogenititsinseln und Plasmiden zusammen. Auf diesen werden vor
allem Resistenz- und Virulenzgene (z.B. Superantigen (SAg)-Gene) kodiert, die leicht

durch vertikalen und horizontalen Gentransfer getauscht werden kénnen.

2.3 8. aureus weist ein grofSes Spektrum an Virulenzfaktoren auf

Die Spezies S. aureus weist zahlreiche Virulenzfaktoren auf. Die Wirkweisen und An-
griffspunkte sind vielfdltig, wobei schnell klar wird, dass hdufig mehrere Molekiile mit re-
dundanter Wirkung zur Verfiigung stehen. Zu diesen Virulenzfaktoren gehoéren Toxine,
extrazellulire Enzyme, SAgs, Nicht-Protein-Strukturen wie Teichonsduren, Peptido-
glycan und Kapselpolysacharide; Immunevasionsmolekiile und Immunmodulatoren wie
Staphylokokken-Protein A (staphylococcal protein A, Spa) und Staphylokokken-Immun-
globulin-bindendes Protein (staphylococcal immunoglobulin binding protein, Sbi).

S. aureus kann zahlreiche Toxine bilden: a-, B-, y-, 6-Hédmolysine, Leukozidine (wie
Panton-Valentin-Leukozidin, PVL) und die phenol soluble modulins (PSMs). Sie alle
agieren als Porenbildner, wobei die vorrangig lysierten Zielzellen Erythrozyten und
Leukozyten (besonders Monozyten, neutrophile Granulozyten und T-Lymphozyten sind
(58-60). Ob bei den durch CA-MRSA verursachten Abszessen und Hautldsionen PVL oder
PSMs zur Pathogenese beitragen, wird lebhaft diskutiert (61-64).

Zu den extrazelluliren Enzymen, die als Virulenzfaktoren wirken, zdhlen Thermo-

nuklease (Nuc), Autolysine (Aaa, Atl), Staphopain (SspP), himbindende Proteine (Isd),

11
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Serinproteasen (SplA, B, C, D, E, F) und Kollagenasen. Sie zerstéren das Wirtsgewebe,
meist um die Nahrstoffversorgung des Mikroorganismus sicherzustellen (65-68).

Die 21 SAgs von S. aureus stellen eine eigene Klasse von Virulenzfaktoren dar: Da sie an
MHC-Molekiile und TCRs aufierhalb der Peptidbindungsspalte binden, konnen sie bis zu
20 % der T-Zellen polyklonal aktivieren. Dabei wirken sie bereits in pg/ml-Konzentra-
tionen und l6sen in den aktivierten T-Zellen einen "Zytokinsturm" aus; mit hohen SAg-
Konzentrationen in vitro konfrontiert, sterben die T-Zellen durch Apoptose (69-72). Die
SAgs Seg, Sei, Sem, Sen, Selo und Seu werden zusammen im enterotoxin gene cluster
(egc) kodiert und anders reguliert als die tibrigen SAgs (73). Die zehn Hauptlinien der
Spezies S. aureus unterscheiden sich deutlich in ihrem SAg-Genmuster (74). Wihrend
z.B. & aureus-Klone der Linie CC30 egc-SAgs und Nicht-egc-SAgs kodieren, weisen
Klone des CC8 nur Nicht-egc-SAg-Gene auf; fiir Isolate des CC15 wurden keine SAg-
Gene nachgewiesen (75).

Die Teichonsduren WTA (zellwandgebundene Teichonsdure, wal/ teichoic acid) und LTA
(Lipoteichonsdure, lipoteichoic acid) sind Bestandteile der bakteriellen Zellwand. Ihre
repetitiven Strukturen lassen sie sowohl als BCR-spezifische TI-2-Antigene aber auch als
TLR-Liganden fungieren (76, 77).

Die Kapselpolysaccharide schiitzen viele der bakteriellen Oberflichenstrukturen vor der
Bindung von spezifischen Antikérpern; dadurch wird die Opsonophagozytose der Bak-
terien erschwert. Diese Kapselpolysaccharide setzen sich aus vernetzten Hexosaminséuren
(meist N-/O-acetylierten Galactosamin-, Glucosamin-, Fucosamin- und Mannosamin-
Einheiten) zusammen (78). Bislang sind 18 verschiedene Kapselpolysaccharid-Serotypen
von S. aureus beschrieben (78).

Zusidtzlich exprimiert S. aureus auch Faktoren, die die Immunantwort auf den Mikro-
organismus modulieren. Zu diesen Komponenten gehort Spa. Als TI-1-Antigen wirkt Spa
mitogen auf B-Zellen (79). Desweiteren agiert Spa auch als Immunevasionsmolekiil: Die
repetitiven Elemente in seiner Struktur binden den Fc-Teil von humanen Antikdrpern.
Dadurch wird die Bindung der Antikoérper an Fc-Rezeptoren verhindert, sodass die damit
verbundenen Reaktionen wie Opsonophagozytose nicht stattfinden konnen. Weitere

Immunevasionsmolekiile interagieren mit dem Komplementsystem. Zu ihnen gehoren
12
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unter anderem Sbi, SCIN und CHIPS. SCIN (staphylococcal complement inhibitor) und
CHIPS (chemotaxis inhibitory protein of Staphylococcus aureus) werden auf dem von van

Wamel er al. beschriebenen immune evasion cluster kodiert (80).

2.4 S. aureus und das Immunsystem

Die Interaktionen zwischen S. aureus und dem Wirt sind vielfiltig. Sie reichen von symp-
tomfreier Besiedlung iiber Persistenz in Epithelzellen bis hin zu lokalen und systemischen
Infektionen (81-84). Die Mechanismen von S. aureus-Infektionen wie Haut- und Weich-
teilinfektionen, Endokarditis, Osteomyelitis, (nekrotisierender) Pneumonie, schwerer
Sepsis und septischem Schock werden intensiv beforscht; dabei werden fiir diese Unter-
suchungen Mausmodelle und klinische Studien genutzt. Kolonisierung oder Persistenz
sind bislang weit weniger analysiert worden. Dabei stellt die Kontrolle eines lebensgefahr-
lichen Mikroorganismus iiber sehr lange Zeit eine grofse Herausforderung fiir das Immun-
system des Wirts dar. Nur durch die zahlreichen Abwehrmechanismen wird gewihr-
leistet, dass sich Erreger und Wirt meist in einer Balance befinden. Fiir die Kolonisierung
mit S. aureus wurde bislang ein Nagermodell mit Baumwollratten etabliert; die Haltung
der Tiere ist jedoch im Vergleich zu Méusen und Ratten aufwindiger. Das Fehlen eines
Mausmodells zur Kolonisierung mit S. aureus aber auch die fehlenden klinischen Symp-
tome mogen ihren Teil dazu beigetragen haben, dass das Zusammenspiel von adaptivem
Immunsystem und Bakterium bei Kolonisierung und Persistenz bisher nur wenig unter-

sucht wurde.

2.4.1S. aureus als kolonisierender Mikroorganismus

Bereits wenige Stunden nach der Geburt findet in der Regel der erste Kontakt mit
S. aureus statt. Wahrend der Adoleszenz sinkt der Anteil der dauerhaft Besiedelten, sog.

Carriern, und pegelt sich bei ca. 30 % ein (85). Persistente Carrier sind meist nur mit
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einem S. aureus-Klon in hoher Dichte besiedelt. Nach Dekolonisierung und Inokulation
eines Gemisches setzt sich der urspriinglich kolonisierende Stamm wieder durch (86). Das
Hauptreservoir stellt das Plattenepithel des Nasenvorhofs dar, aber auch auf Haut und
Rachen lésst sich der kolonisierende Stamm nachweisen (81). Ein interessantes Phéno-
men, das sog. Carrier-Paradoxon, beschrieben Wertheim er al: Obwohl S. aureus-Carrier
hiufiger an einer S aureus-Bakteriimie erkranken als Nicht-Carrier, ist die Uberlebens-
rate der Carrier gegeniiber den Nicht-Carriern deutlich erhoht (87). Im Falle einer Auf-
hebung der Hautbarriere oder der Schwichung des Immunsystems steigt bei den Carriern
- durch die permanente Exposition mit dem besiedelnden Stamm - das Risiko an einer
(endogenen) S. aureus-Infektion zu erkranken (46).

Die fiir die Besiedlung benoétigten Faktoren sind auf beiden Seiten - Wirt und Mikroorga-
nismus - bislang nur unzureichend bekannt. Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Koloni-
sierung ist die Adhédsion von S. aureus an Epithelzellen. Die Epithelzellen exprimieren
zahlreiche extrazelluldre Matrixproteine wie Fibrinogen, Fibronektin, Kollagen, Elastin
und von-Willebrand-Faktor. Diese werden von Strukturen auf der Bakterienoberfliche
gebunden, sog. MSCRAMMs (microbial surface components recognizing adhesive matrix
molecules). Dazu gehoren die bakteriellen fibronektinbindenden Proteine A und B
(FnbpA, FnbpB), das kollagenbindende Protein Cna sowie c/umping factor A und B (CIfA,
ClfB) (88, 89). Die MSCRAMNMs sind mit einem LPXTG-Anker kovalent an Peptidoglycan
gebunden (90). Wertheim er a/ konnten zeigen, dass S. aureus-Deletionsmutanten fiir
ClfB (clumping factor B) schlechter adhirieren und schneller als WT-S. aureus aus der
Nase eliminiert werden (91). Auch fiir weitere MSCRAMNMSs konnte ein Einfluss auf die
Adhérenz von S. aureus an Epithelzellen gezeigt werden (92). Auf der Wirtsseite konnten
Emonts et al. eine geringe Wirkung von IL-4- und CRP-Polymorphismen auf die nasale
Besiedlung nachweisen (93). Polymorphismen im Glucocorticoidrezeptor scheinen die
Pradisposition fiir nasale S. aureus-Besiedlung ebenfalls zu beeinflussen (94). Auch die
Einnahme oraler Kontrazeptiva oder Cotrimoxazol, sowie ein geschwichtes Immunsystem
wie bei HIV-Patienten erhohen die Wahrscheinlichkeit fiir eine nasale Besiedlung (95,

96).
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Das bessere Uberleben von Carriern im Falle einer (endogenen) S aureus-Infektion
konnte durch die Priasenz S. aureus-spezifischer T- und B-Zellen erkldart werden. Das
wiirde bedeuten, dass Carrier wihrend der Kolonisierung ein S. aureus-spezifisches
Immungedichtnis entwickeln und dabei u.a. schiitzende (neutralisierende) Antikoérper
bilden. Dass S. aureus-Carrier hohere Antikorpertiter als Nicht-Carrier gegen einige
S. aureus-Antigene besitzen, wurde in mehreren ELISA- oder Luminex-basierten Studien
gezeigt. Dabei wurden Unterschiede in den IgG-Titern von Carriern und Nicht-Carriern
gegen SEA, TSST-1, Teichonsdure, Lipasepriparationen und Eap gemessen (97, 98). Es ist
bereits bekannt, dass Carrier neutralisierende Antikorper gegen die vom jeweiligen ko-
lonisieren Isolat kodierten SAgs bilden, was auch einen ersten Hinweis auf die Stamm-
spezifitat der Antikorperantwort darstellt (99). Aber unter welchen Umstinden werden
S. aureus-spezifische Antikorper bei Carriern gebildet? Der Frage, ob Kolonisierung per se
eine Antikérperantwort induziert, gingen Holtfreter er al nach (100). Sie beobachteten,
dass die experimentelle Besiedlung mit einem Labor-Isolat kaum Anderungen im anti-
S. aureus-Antikorperprofil hervorrief (100). Wahrscheinlich sind kleine subklinische
Lasionen notwendig, damit dem adaptiven Immunsystem die bakteriellen Antigene
prasentiert werden konnen. Beobachtungen von Cole er al in den Nasensekreten von
Carriern weisen darauf hin, dass es bei Besiedlung zur Aktivierung des Immunsystems
kommt: Die Konzentrationen antimikrobieller Peptide waren bei Carriern im Vergleich
zu Nicht-Carriern deutlich erhéht (101). Die Freisetzung von a-Defensinen HNP1 und
HNP3 ist ein Marker fiir die Akkumulation von Neutrophilen; das 3-Defensin HBD2 wird

als Abwehrleistung von Epithelzellen gebildet (101).

2.4 2 Intrazellulire Persistenz von S. aureus

Bereits 1959 wurde von Kapral er al beobachtet, dass S. aureus innerhalb eukaryotischer
Zellen nicht zwangslaufig abgetotet wird. Sie zeigten in vitro, dass nasale S. aureus-Isolate
in Leukozyten von Mensch oder Kaninchen zwar nicht replizieren, aber doch iiberleben

kénnen (102). In den letzten Jahren wurde der Forschungshorizont beziiglich der intra-
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zelluldren Persistenz von S. aureus erweitert: Professionelle Phagozyten wie M® und
Neutrophile aber auch nicht-professionelle Phagozyten (Endo-, Epithezellen, Fibro-,
Osteoblasten, Keratinozyten) sind in der Lage, S. aureus aufzunehmen (103-106). Die Auf-
nahme durch nicht-professionelle Phagozyten findet in Form von Endozytose statt. Fiir
eine erfolgreiche Internalisierung werden auf der bakteriellen Seite die fibronektin-
bindenden Proteine A und B benétigt; auf der Wirtsseite stehen Fibronektin und weitere
Wirtszellintegrine zur Verfiigung. Das et al. beobachteten 2008, dass . aureus in M® die
Expression von Katalase und Superoxid-Dismutase erhéht, um sich vor den reaktiven
Sauerstoff-Spezies (ROS, reactive oxigen species) zu schiitzen. M®, die S. aureus phago-
zytierten, reagierten ihrerseits mit einer Verstirkung der TNF-o- und IL-6-Sekretion und
induzierten dadurch ein lokales inflammatorisches Milieu (107). Wie bzw. wo S. aureus in
den Wirtszellen tiiberlebt, ist bislang noch unzureichend untersucht, aber mehrere

Szenarien sind denkbar (108):

i) S. aureus entkommt aus dem Endosom ins Zytosol,
ii) S. aureus kapselt sich in einem Teil des Endosoms ab und iiberlebt in einer Vakuole,
iii) S. aureus entkommt aus dem Endolysosom ins Zytosol oder

iv) S. aureus persistiert in Autophagie-Organellen.

Der Wechsel vom Extrazellularraum in eine eukaryotische Zelle stellt eine grofie Ver-
dnderung des umgebenden Milieus fiir das Bakterium dar. /n vitro reagiert S. aureus auf
Internalisierung in humane Epithelzellen mit einer deutlichen Verlangsamung der meta-
bolischen Prozesse und einer verstirkten Transkription der Gene, die fiir Virulenz-
faktoren und eisenbindende Proteine kodieren (109).

Es wird vermutet, dass intrazelluldr persistierende S. aureus-Zellen zu rekurrierenden Er-
krankungen wie chronischer Rhinosinusitis und Atemwegsinfektionen bei Mukoviszi-
dosepatienten (auch zystische Fibrose; CF, cystic fibrosis) beitragen (110-112); jedoch sind
eindeutige Beweise noch nicht erbracht. Die komplette Entfernung intrazelluldr per-
sistierender Bakterien gestaltet sich schwierig. Wenige Tage bzw. Wochen nach De-
kolonisierungs-Behandlung sind Carrier hiufig wieder mit dem urspriinglich koloni-

sierenden Isolat besiedelt (113, 114).
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2.4.3 S. aureus als invasiver Mikroorganismus

Wenn die Interaktionen zwischen S. aureus und dem Immunsystem aus dem Gleichge-
wicht geraten - beispielsweise durch Verletzung der (Haut-)Barriere oder eine Suppres-
sion des Immunsystems - kann S. aureus als invasives Pathogen agieren. Das Infektions-
spektrum ist breit: Es reicht von lokalen Haut- und Weichteilinfektionen iiber Lebens-
mittelvergiftung bis hin zu lebensbedrohlichen Szenarien wie nekrotisierender
Pneumonie, Osteomyelitis, Endokarditis, schwerer Sepsis und septischem Schock (115-
127). Zur Untersuchung der verschiedenen Erkrankungen wurden zahlreiche Modell-
system entwickelt. Dabei zeigte sich, dass S. aureus bei einer Infektion mit vielen Kompo-
nenten sowohl des angeboren als auch des adaptiven Immunsystems interagieren kann
(Abb. 3). Die ersten Akteure am Ort des infektidsen Geschehens gehdren meist zum
angeborenen Immunsystem, so z. B. die Bestandteile des Komplementsystems und
Neutrophile. Die Faktoren des Komplements binden an die bakterielle Oberfliche und
fihren zur Lyse oder Opsonophagozytose der Pathogene bzw. locken M® und
Neutrophile an. Um dies zu unterbinden, bietet S. aureus eine Vielzahl an Molekiilen auf,
die mit dem Komplementsystem interferieren. Einige von ihnen werden im sog.
Immunevasionscluster auf einem Bakteriophagen kodiert (80). Die Molekiile SCIN, Efb
und Ecb inaktivieren die zentrale C3-Konvertase, sodass die weiteren Schritte in der
Komplementkaskade, wie die Spaltung von C3, C5 oder die Bildung des Membran-
Attacke-Komplexes, nicht stattfinden konnen. Sbi interveniert an derselben Stelle, aber
es bindet Faktor H, einen negativen Konvertaseregulator. In einem spdteren Stadium der
Komplementkaskade konnen auch Efb und Ecb eingreifen: Sie blockieren zusitzlich zur
C3- auch die C5-Konvertase. Damit kann kein C5a freigesetzt werden, um Neutrophile
anzulocken. Weiterhin bindet SSL7 an C5, was ebenfalls die Spaltung des Molekiils
verhindert. Um den Influx von Neutrophilen direkt zu unterbinden, blockiert CHIPS den

C5a-Rezeptor auf der Oberfliche dieser Zellen (128-130).
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angeboren

Komplementsystem
P

Neutrophilen=
rekrutierung,
-aktivierung

Opsonierung SCIN

Lyse SSL7
C:QPS b Antimikrobielle Peptide
Efb, Ec . Lysozym
Staphopain ROS
Kiss of death
T-Lymphozyt - = >
-
(Ty-Effektorzelle SAg S. aureus 50D
Nukleasen

oder CTL) Toxine Effluxpumpen

Staphyloxanthin
Aureolysin, Staphylokinase

. Veranderte Kreuzvernetzung der Zellwand
Proteasen Antikbrper:

zvto:<||hn_flef Spa - opsonierend
J-Zellhilfe Shi| | - neutralisierend
- komplementaktivierend

Ag-spezifische

adaptiv B-Zelle

Antigenprasentation
Gber MHCII

Abb. 3. Schematische Darstellung der Interaktionsméglichkeiten zwischen S. aureusund dem humanen

Immunsystem.
Zusammengefithrt aus Gordon et a/, Thwaites et al, Laarman et al. und Weidenmaier ez a/. (128, 131-133).

Neben der Hemmung des Komplementsystems unterwandert S. aureus auch die Patho-
genabwehr durch Neutrophile: Die S. aureus-Kinase SAK spaltet Plasminogen zu Plasmin
und das Enzym degradiert dann auf der Bakterienoberfliche gebundene Antikérper. Spa
und Sbi binden Immunglobuline am Fc-Teil. Diese drei bakteriellen Faktoren verhindern
somit die Interaktion von Antikdrpern mit den Fc-Rezeptoren auf Neutrophilen. Damit
wird die Opsonophagozytose erheblich gestort (128-130). Aber nicht nur die Opsono-

phagozytose durch Granulozyten wird unterbunden. Verschiedene bakterielle Toxine wie
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PVL und y-Héamolysin kénnen diese Zellen lysieren (58, 134). Um Pathogene zu im-
mobilisieren und abzutéten, kénnen die kurzlebigen Neutrophile eine besondere Form
des Zelltods durchlaufen: die NETose. Bei der NETose verschmelzen die Membranen der
azurophilen Granula und des Zellkerns und anschliefSend platzt die Zellmembran des
Neutrophilen. Dabei wird die teilweise dekondensierte DNA, an der die Granulabestand-
teile hingen, wie ein Netz freigesetzt. Diese Gebilde werden als neutrophil extracellular
traps (NETs) bezeichnet. Die negativ geladene DNA bindet an die positiv geladenen Ober-
flaichenstrukturen der Pathogene und die Bestandteile der Granula (z.B. Cathelicidin,
Cathepsin G) schidigen die immobilisierten Mikroorganismen (135). Aber auch gegen die
NETs ist S. aureus gewappnet: Mithilfe von extrazelluldren Nukleasen konnen die NETSs
enzymatisch aufgebrochen werden (135-139). Falls S. aureus doch phagozytiert wird,
schiitzen ihn Katalase, Superoxid-Dismutase und Staphyloxanthin teilweise vor der Ab-
totung durch ROS (140, 141). Auch scheinen die Himolysine das Entkommen aus Endo-
somen und Phagolysosomen zu ermoglichen (104).

Beziiglich der T-Lymphozyten stand bisher fast ausschliefdlich die Wirkung der SAgs im
Mittelpunkt des Interesses. Durch die Bindung an konservierte Strukturen der MHC-II-
Molekiile und der TCRs aufierhalb des Peptidbindungsspalts konnen bis zu 20 % der T-
Zellen polyklonal aktiviert werden. Sie reagieren mit Proliferation und einer iiber-
schieBenden Freisetzung von Zytokinen. S. aureus-verursachte Erkrankungen wie das
Toxische-Schock-Syndrom oder Lebensmittelvergiftungen sind auf SAgs zuriickzufiihren.
Diese starke, polyklonale Reaktion der T-Zellen auf die SAgs tiberlagert in Kulturexperi-
menten die antigenspezifische T-Zellantwort auf S. aureus-Antigene. Dass es einen
grofien Pool S. aureus-spezifischer T-Zellen geben muss, legt die Beobachtung nahe, dass
zahlreiche hochspezifische anti-S. aureus-Antikorper nachgewiesen wurden.

Einen Uberblick iiber den Forschungsstand bis 2010 zu anti-S. aureus-spezifischen Anti-
korpern geben Holtfreter er al (142). Im Mausmodell wurde die adaptive Immunantwort
auf unterschiedliche S. aureus-Frkrankungen charakterisiert. Besonderes Augenmerk
wurde dabei auf porenbildende Toxine wie Hla und PVL gelegt: In einem murinen Pneu-
moniemodell beobachteten Bubeck-Wardenburg er al, dass die Immunisierung mit einer

mutierten Form von Hla (Hlausst) oder die Injektion anti-Hla-spezifischer Antikorper die
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Versuchstiere vor einer Pneumonie durch MRSA schiitzte (143). Ein protektiver Effekt im
Pneumonie- und Abszessmodell durch die Immunisierung mit den Einzelkomponenten
von PVL konnte von Brown er al beobachtet werden (144). Dem gegeniiber steht die Be-
obachtung von Hermos et a/, dass erhohte, neutralisierende anti-PVL-IgG-Titer bei
Kindern nicht vor Hautinfektionen mit pv/-positiven CA-MRSA schiitzen (61). Auch
Antikorper, die gegen andere bakterielle Faktoren als Toxine gerichtet sind, wurden
untersucht. Hall er al entwickelten einen monoklonalen anti-CIfA-Antikdrper, dessen
Injektion in der Maus die Ausbildung einer CA-MRSA-Sepsis unterband (145).

Aber auch klinische Studien untersuchten die Antikorperantwort bei S. aureus-Infektion:
Mittels ELISA beobachteten Colque-Navarro et al, dass wiahrend einer Infektion die Anti-
korpertiter gegen Hla, Lipasen und Teichonsduren stiegen. Sie stellten ebenfalls fest, dass
Patienten mit einem komplizierten Infektionsverlauf meist niedrigere Titer zu Infektions-
beginn und auch im -verlauf aufwiesen. Auch korrelierte die Menge anti-Hla-spezifischer
Antikorper mit deren neutralisierender Kapazitit (146, 147). Jacobsson et al. beschrieben
in einer weiteren Studie, dass ein niedriges Basalniveau der . aureus-spezifischen Anti-
korper mit hoher Lethalitit bei S. aureus-Sepsis einhergeht. Zusitzlich beobachteten sie
einen weniger starken Anstieg der Antikorperantwort bei dlteren Patienten (148). Mittels
Luminex-Technologie bestimmten Verkaik et al. die Dynamik der IgG, IgA und IgM-Ant-
wort bei S. aureus-Bakteridmie. Sie schlossen dabei oberflichenassoziierte Proteine, SAgs
und Toxine in die Untersuchungen ein. Die Dynamik der IgG-Antwort war deutlicher als
jene von IgA und IgM; besonders hiufig wurden steigende IgG-Titer gegen ClfB, IsdA,
IsdH und FnbpA gemessen. Trotzdem zeigte jeder Patient eine individuelle Antikoérper-
antwort (149). In einer weiteren Studie wurden Patienten mit S. aureus-Infektionen
untersucht. Als Kontrollgruppe fungierte eine Kohorte ebenfalls hospitalisierter
Patienten, jedoch ohne S. aureus-Infektion. Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren bei
S. aureus-Infektionen die IgG-Spiegel gegen die exfoliativen Toxine A und B, Komponen-
ten von porenbildenden Leukozidinen (HIgB, LukD, LukE, LukS-PV, LukF-PV) und
einige SAgs erhoht (150). Vytvytska et al verglichen das IgG-Profil von gesunden Pro-
banden und Patienten mit S. aureus-Infektionen mit zweidimensionalen Immunoblots. Im

Gegensatz zu anderen Studien konnte sie mit dieser Methode einen grofien Teil des anti-
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S. aureus-spezifischen Antikorperrepertoires und nicht nur Antikérper gegen ausgewihlte
Antigene untersuchen. Da sie gepoolte Seren einsetzten, war ihnen jedoch die Charakteri-

sierung der individuellen Antikérperantwort nicht moglich (151).

2.5 Ein Impfstoff gegen S. aureus?

Alternative Behandlungsstrategien werden dringend bendtigt, denn S. aureus verursacht
nosokomiale Infektionen mit hoher Letalitit und die Zahl der antibiotikaresistenten
Isolate steigt stetig. Die Entwicklung einer anti-S. aureus-Vakzine gestaltet sich jedoch
schwieriger als zundchst erwartet: Mehrere mono- oder bivalente Impfstoffe scheiterten
in den vergangenen Jahren und momentan sind nur zwei mogliche Vakzinen in der Ent-
wicklung.

Als Bestandteile eines aktiven Impfstoffs wurden die Kapselpolysaccharide 5 und 8 (CP5,
CP8) von Shinefield er a/ und Fattom er al untersucht (Nabi Biopharmaceuticals;
Staph VAX®); im Rahmen der Phase III der klinischen Studien konnten sie den primiren
Endpunkt - die Vorbeugung einer Bakteridmie - jedoch nicht erreichen (152-155). Auch
eine Studie mit einer passiven Vakzine, die gegen CP 5 und 8 gerichtet war, konnte nicht
erfolgreich beendet werden (Nabi Biopharmaceuticals; A/tastaph®). In der zweiten Phase
der klinischen Studie wirkte sie weder bei Frithgeboren noch bei Patienten der Intensiv-
medizin (54). Weitere passive Impfstoffe waren gegen die Zellwandkomponenten LTA
und CIfA oder membranassoziierte Transportproteine gerichtet (Biosynexus mit
Pagimaximab®; Inhibitex mit Veronate® und Aurexis®, NeuTech Pharma/Novartis mit
Aurograb®) (54). Obwohl die Phase-1I-Studie fiir Aurexis® seit 2006 abgeschossen ist,
wurden die Ergebnisse bislang nicht veroffentlicht; Veronate® verfehlte den priméren
Endpunkt und die Aurogral®-Entwickung wurde am 29.08.2008 laut einer Pressemit-
teilung von Novartis eingestellt.

Momentan durchlaufen ein monovalenter IsdB-Impfstoff von Merck (V7/0°) und eine
pentavalente Vakzine (PentaStaph® CP5, CP8, Polysaccharid-Komponente 336, Hla,
LukS-PV) von Nabi Biopharmaceuticals/GSK klinische Studien. V7707 befindet sich seit
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2007 in Phase-II-Studien. Er soll S. aureus-Infektionen bei Patienten mit Herz- und
Thorax-Operationen verhindern; Ergebnisse dieser Studie sind bislang noch nicht verof-
fentlicht (www.clinicaltrials.gov; Studie: "Efficacy, Immunogenicity, and Safety of a
Single Dose of V710 in Adult Patients Scheduled for Cardiothoracic Surgery (V710-003
AM?2)"; aktualisiert am 13.06.2011). Fiir den pentavalenten Impfstoff wurde die Phase-I-
Studie zur Vertraglichkeit und Immunogenitit von rekombinantem Hla und LukS-PV im
April 2011 erfolgreich abgeschlossen (www.clinicaltrials.gov; Studie: "Staphylococcus
aureus Toxoids Phase 1-2 Vaccine Trial'; aktualisiert am 01.02.2010; und Pressemitteilung

vom 27.04.2011 von GlobeNewswire).
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Kapitel 2. Material

1. Laborgerdte

Analysenwaage

Aquilibrierungschalen

Autoklav
Bakterieninkubator
Bakterienschiittler
Biirker-Zahlkammer
COz-Inkubator
Digitalwaage
ExQuest Spot Cutter
Folienschweif3gerat

Harvester
Heizblock
IEF-Cuphalter

IEF-Cups

IEF-Elektroden
IEF-Kammer (Multiphor II)
Inverses Mikroskop
Kiihlschrank GSM 1223, 4°C
Kiithlungssystem

Laufkammer Mini-PROTEAN Dodeca

OHaus, Nénikon, Schweiz
Interfakultires Institut fiir Funktionelle
Genomforschung, Greifswald
Tuttnauer Systec, Wettenberg

Binder Labortechnik, Tuttlingen

New Brunswick Scientific, Edison, USA
Laboroptik, Friedrichsdorf

Binder Labortechnik, Tuttlingen
OHaus, Nénikon, Schweiz

Biorad, Miinchen

Severin, Sundern

Inotech, Nabburg

Kleinfeld Labortechnik, Gehrden
GE Healthcare, Uppsala, Schweden

GE Healthcare, Uppsala, Schweden
GE Healthcare, Uppsala, Schweden
GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Hund, Wetzlar

Liebherr, Ochsenhausen

Thermo Scientific, Rochester, USA

BioRad, Miinchen
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Lichtmikroskop

Magnetriihrer

MilliBlot™ Graphite Electroblotter 11
Multigel-GiefSkammer

Panther™ Semidry Electroblotter
pH-Meter Lab850

Phosphorimager

Pipetten

Pipettus

Proteome-16 Analyzer4700/4800

Rehydratisierungsschalen

Scanner EpsonExpression 1680 Pro
Schnellkochtopf

Schiittelwasserbad OLS 200

Schiittler 3500

Short Plates, Mini Protean 3

Spacer Plates, Mini Protean 3, 1,0 mm
Sterilwerkbank
Stromversorgungsgerit Power Pac 200
Stromversorgungsgerit Power Pac 300
Thermocycler T1
Thermo-Magnetrithrer MR 3001K
Thermomixer comfort
Tiefkiihlschrank Hera freeze, -80°C
Tiefkiihlschrank KT1630, -20°C
Tritium Storage Phosphor Screen
Typhoon Scanner 9400

Vortex Genie 2
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Carl Zeiss, Jena

Bibby Sterlin LTD., Staffordshire, England
Millipore, Bedford, USA

BioRad, Miinchen

Thermo Scientific, Rochester, USA
Schott Instruments, Mainz

Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA
Eppendorf, Hamburg

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt
Applied Biosystems

Interfakultires Institut fiir Funktionelle
Genomforschung, Greifswald

Epson, Meerbusch

WMF, Geislingen

Grant Instruments, Shepreth, England
Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel
BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Heraeus Instruments, Hanau

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Biometra, Jena

Heidolph, Schwabach

Eppendorf, Hamburg

Heraeus Instruments, Hanau

Liebherr, Ochsenhausen

Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA
GE Healthcare, Miinchen

Scientific Industry, New York, USA
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Zentrifuge Heraeus Fresco 17

Zentrifuge Heraeus Zellkultur

2 Verbrauchsmaterialien

Columbia-Blutagarplatten
Einmalkaniilen Neoject® 20G
Einmalkiivetten
Glasfaserfilter
Immobilon Polyvinylidene fluoride
(PVDF) Transfermembran
Parafilm
Pipettenspitzen
Reaktionsgefifse (0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml)
Sterilfilter (0,45 pm)
IPG-Streifen I mmobiline™ DryStrip
pl 6-11, 7 cm (lot: 10011637,
10021846)
pl6-11,11 cm (lot: 10021845)
pl4- 7, 7cm (lot: 10013164)
Whatman-Papier
IEF-Papierstreifen
Zellkulturplatten (96-well, Flachboden)
Zellkulturplatten (96-well, Rundboden)
Zellkulturplatten Nunclon™
96-well, Rundboden
48-well, Flachboden
24-well, Flachboden
6-well, Flachboden

Thermo Scientific, Rockford, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Dispomed, Gelnhausen

Brand, Wertheim

Wallac, Turku, Finnland

Millipore, Bedford, USA

Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Merck, Darmstadt

GE Healthcare, Uppsala, Schweden

Roth, Karlsruhe

Healthcare, Uppsala, Schweden
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen

Nunc / Thermo Fisher Scientific,

Langenselbold
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Zellschaber
Zentrifugenrohrchen (15 ml)
Zentrifugenrohrchen (50 ml)

3. Chemikalien und Reagenzien

3.1 Proteinbiochemisches Arbeiten

3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethyl-
ammonio]-1-propansulfonat (CHAPS)
Acrylamide 4K solution (40 %) Mix
37.5:1

Agarose

Ammoniumsulfat ((NH4)2SO4)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Bromphenolblau
Coomassie-Brilliant-Blau G250
Dinatriumhydrogenphosphat
(Na2(HPOs))

Dithiothreitol (DTT)

Dry Strip Cover Fluid (Mineral o1l)
DNA-Ladepuffer

dNTPs

Essigsdure (CH3COOH)

Ethanol (EtOH)

Flamingo ®Fluorescent Gel Stain, 10x
Glycerol 87 %

Glycin
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Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim

AppliChem, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Promega, Madison, USA

Roche Diagnostics, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

BioRad, Miinchen

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

Roth, Karlsruhe
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GoTaq-DNA-Polymerase
Harnstoff (CO(NH2)2)
HPLC-Wasser
Iodacetamid (IAA)
Isopropanol (CsHsO)
Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POx)
Luria-Bertani-Medium (LB), Pulver
Magnesiumchlorid (MgCl2)
Methanol (MeOH)
Milchpulver (blotting grade)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydoxid (NaOH)
Pelikan Tinte 4001
Pharmalyte

pH 3,0-10,0

pH 8,5-10,5
Phosphorsiure (HsPOs)
Protein-MW-Marker
Salzsdure (HCI)
Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)
Taq-Reaktionspuffer (10x)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Thioharnstoff (CS(NH2)2)
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan
(TRIS-base)
Tryptone Soya Broth (TSB), Pulver
Tween20®

Wasser, endotoxinfrei

Promega, Madison, USA
Merck, Darmstadt

]J.T. Baker, Griesheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Promega, Madison, USA
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Pelikan, Hannover

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

Roth, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Promega, Madison, USA

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Oxoid/Thermo Fisher, Cambridge, England
Sigma-Aldrich, Steinheim
Delta Select, Pfullingen
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3.2 Primer fiir die Multiplex-PCR

Tab. I. Verwendete Primer in der Multiplex-PCR I-IV.

Gen Primer GenBank Sequenz (5'-3') * Fragment- Tm Kontroll- Isolat
accession groBe (bp) (°C)
s agr 1-4 panagr atg cac atg gtg cacatg ¢
5 agr-1 agrl X52543 gtc aca agt act ata agc tgc gat 439 55 Col
o agr-2 agr2 AF001782 tat tac taa ttg aaa agt gcc ata gc 572 55 N315
5 agr-3 agr3 AF001783 gta atg taa tag ctt gtataataatacccag 320 55 TY114
E agr-4 agrad AF288215 cga taa tgc cgt aat acc cg 657 55 A920210
sea Nsea-1 M18970 gaa aaa agt ctg aat tgc agg gaa ca 560 55 FRI913
Nsea-2 caa ata aat cgt aat taa ccg aag gtt ¢
= Seh Nseh-1 U11702 caa tca cat cat atg cga aag cag 376 55 FRI137
%"_ Nseh-2 cat cta ccc aaa cat tag cac c
% sec Nsec-1 X05815 ctt gta tgt atg gag gaa taa caa aac atg 275 55 FRI913
= Nsec-2 cat atc ata cca aaa agt att gcc gt
tst Ntst-1 102615 ttc act att tgt aaa agt gtc aga ccc act 180 55 FRI913
Ntst-2 tac taa tga att ttt tta tcg taa gec ctt
sed Nsed-1 M28521 gaa tta agt agt acc gcg cta aat aat atg 492 55 FRI1151m
Nsed-2 gct gta ttt ttc ctc cgagagt
— etd Netd-1 AB057421 caa act atc atg tat caa gga tgg 358 55 TY114
b} Netd-2 ccagaatttcccgactcag
T% eta Neta-1 M17347 act gta gga gct agt gea ttt gt 190 55 A920210
E Neta-2 tgg ata ctt ttg tct atc ttt ttc atc aac
sek Nsek-1 U93688 atg cca gcg ctc aag gc 134 55 FRI913
Nsek-2 aga ttc att tga aaa ttg tag ttg att agc t
Nsek-3 AAW36439 tgc cag cgc tca agg tg
see Nsee-1 M21319 caa aga aat gct tta agc aat cttaggc 482 55 FRI918
Nsee-2 cac ctt acc gcc aaa get g
seb Nseb-1 M11118 att cta tta agg aca cta agt tag gga 404 55 CCM5757
E Nseb-2 atc ccg ttt cat aag geg agt
% sem Nsem-1 AF285760 cta tta atc ttt ggg tta atg gag aac 326 55 FRI137
‘*_; Nsem-2 ttc agt ttc gac agt ttt gtt gtc at
g sel Nsel-1 NC_002745 gcg atg tag gtc cag gaa ac 234 55 FRI137
Nsel-2 cat ata tag tac gag agt tag aaccat a
seo Nseo-1 AF285760 agt ttg tgt aag aag tca agt gta ga 180 55 FRI137
Nseo-2 atc ttt aaa ttc agc aga tat tcc atc taa ¢
ses ses3 AB330135.1 aaaaactggatgaattagagtggaa 590 55 Fukuoka 5
ses5 ttccttcaaccgcetttgttce
sen Gsen-1 AF285760 cgt ggc aat tag acg agt c 474 55 FRI137
Gsen-2 NC_002952 gattgatyttgatgattatkag
= seg Gseg-1 AF285760 tct cca cct gtt gaa gg 323 55 FRI137
% Gseg-2 aagtgattgtctattgtcg
= seq Gseq-1 AAW36439 acc tga aaa gcttcaagga 204 55 Col
E Gseq-2 cgc caa cgt aat tcc ac
sej Gsej-1 AF053140 tca gaa ctg ttg ttc cge tag 138 55 FRI1151m
Gsej-2 gaa ttt tac cay caa agg tac
set set3 AB330135.1 aat gac tta ttt ttg tgt aat caa gtg 562 55 Fukuoka 5
set5 cca aat get aag tct gat tet cg
sei Gsei-1 AAW36439/ cty gaa ttt tca acm ggt ac 461 55 FRI137
Gsei-2 AF285760 agg cag tcc atc tec tg
i ser Nser-1 AB075606 agc ggt aat agc aga aaa tg 363 55 FRI1151m
%’_ Nser-2 tct tgt acc gta acc gtt tt
'*_; seu Nseu-1 AY205306 aat ggc tct aaa att gat gg 215 55 FRI137
1S Nseu-2 att tga ttt cca tca tgc tc
sep Gsep-1 NC_002745 gaa ttg cag gga act gct 182 55 N315
Gsep-2 ggc ggt gt ttt tga ac
16SrRNA  16SrRNA-1 aac tct gtt att agg gaa gaa ca 756 60
= 16SrRNA-1 cca cct tee tec ggt ttg tca cc
g— pvl Spvl-1 X72700 atc att agg taa aat gtc tgg aca tga tcca 433 60 CMRSA80/
< Spvl-2 gca tca a(g/c=s)t gta ttg gat agc aaa agc CMRSA8/ CMSSA1
QE: gyrase gyr-1 agt aca tcg tcg tat act ata tgg 281 55/ 60
& gyr-2 atc acg taa cag ttcaag tgt g
C mecA SmecA-1 USA300 gta aag ata tac caa gtg att 147 60 CMRSA80/SMRSA8
SmecA-2 atg cgc tat aga ttgaaaggat

Die verwendeten Primer sind bis auf ses3, ses5, set3und set5 publiziert (74, 156-159).
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3.3 Zellbiologisches Arbeiten

RPMI 1640

CellGro-Medium

Fotales Kalberserum
Natriumpyruvat

Nichtessentielle Aminosduren
Penicillin/Streptomycin/Glutamin
B-Mercaptoethanol

Humanes rekombinantes GM-CSF
Humanes rekombinantes IL-2
Humanes rekombinantes I1L.-4

Key hole limpet protein (KLH)

Phytohdmagglutinin (PHA)

Tetanol Pur ®

Ficoll (Dichte 1,077 g/cm?)
Trypanblau-Losung
[3-Methyl-Tritium]-Thymidin

DAPI (4',6'-Diamidino-2-Phenylindol)

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
CellGenix, Freiburg

Biochrom, Berlin

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Sigma, Deisenhofen

PeproTech, Hamburg

Chiron/Novartis, Ratingen

PeproTech, Hamburg

Calbiochem/EMD Biosciences, San Diego,
USA

Remel / Thermo Fisher Scientific, Lenexa,
USA

Chiron-Behring, Marburg

Biochrom, Berlin

Sigma, Deisenhofen

Amersham Biosciences, Freiburg

Thermo Scientific , Rockford, USA
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3.4 Rekombinante S. aureus-Proteine

Lipase (Lip)

Konzentration: 3130 pg/ml, LPS-depletiert
USA300-Genlocus: SAUSA300_2603
Sequenz: ohne Signalpeptid, , Strep-Tag

AEKQ VNMGN SQEDT VTAQS IGDQQ TRENA NYQRE NGVDE QQHTE NLTKN LHNDK TISEE NHRKT DDLNK
DQLKD DKKSS LNNKN IQRDT TKNNN ANPSD VNQGLE QAIND GKQSK VASQQ QSKEA DNSQD SNANN NLPSQ
SRIKE APSLN KLDQT SQREI VNETE IEKVQ PQQNN QANDK ITNYN FNNEQ EVKPQ KDEKT LSVSD LKNNQ
KSPVE PTKDN DKKNG LNLLK SSAVA TLPNK GTKEL TAKAK DDQTN KVAKQ GQYKN QDPIV LVHGF NGFTD
DINPS VLAHY WGGNK MNIRQ DLEEN GYKAY EASIS AFGSN YDRAV ELYYY IKGGR VDYGA AHAAK YGHER
YGKTY EGIYK DWKPG QKVHL VGHSM GGQTI RQLEE LLRNG NREEI EYQKK HGGEI SPLFK GNHDN MISSI
TTLGT PHNGT HASDL AGNEA LVRQI VFDIG KMFGN KNSRV DFGLA QWGLK QKPNE SYIDY VKRVK QSNLW
KSKDN GFYDL TREGA TDLNR KTSLN PNIVY KTYTG EATHK ALNSD RQKAD LNMFF PFVIT GNLIG KATEK
EWREN DGLVS VISSQ HPFNQ AYTKA TDKIQ KGIWQ VITPTK HDWDH VDFVG QDSSD TVRTR EELQD FWHHL
ADDLV KTEKL TDTKQ ASAWS HPQFE K

Glycerolester-Dehydrogenase (Geh)

Konzentration: 435 pg/ml, LPS-depletiert
USA300-Genlocus: SAUSA300_0320
Sequenz: ohne Signalpeptid, , Strep-Tag

SEKT STNAA AQKET LNQPG EQGNA ITSHQ MQSGK QLDDM HKENG KSGTV TEGKD TLQSS KHQST QNSKT
IRMQN DNQVK QDSER QGSKQ SHQNN ATNNT ERQND QVQNT HHAER NGSQS TTSQS NDVDK SQPSI PAQKV
IPNHD KAAPT STTPP SNDKT APKST KAQDA TTDKH PNQQD THQPA HQIID AKQDD TVRQS EQKPQ VGDLS
KHIDG QNSPE KPTDK NTDNK QLIKD ALQAP KTRST TNAAA DAKKV RPLKA NQVQP LNKYP VVFVH GFLGL
VGDNA PALYP NYWGG NKFKV IEELR KQGYN VHQAS VSAFG SNYDR AVELY YYIKG GRVDY GAAHA AKYGH
ERYGK TYKGI MPNWE PGKKV HLVGH SMGGQ TIRLM EEFLR NGNKE EIAYH KAHGG EISPL FTGGH NNMVA
SITTL ATPHN GSQAA DKFGN TEAVR KIMFA LNRFM GNKYS NIDLG LTQWG FKQLP NESYI DYIKR VSKSK
IWTSD DNAAY DLTLD GSAKL NNMTS MNPNI TYTTY TGVSS HTGPL GYENP DLGTF FLMAT TSRII GHDAR
EEWRK NDGVV PVISS LHPSN QPFVN VTINDE PATRR GIWQV KPIIQ GWDHV DFIGV DFLDF KRKGA ELANF
YTGII NDLLR VEATE SKGTQ LKASS AWSHP QFEK

o-Hémolysin (Hla)

Konzentration: 1460 pg/ml, LPS-depletiert
COL-Genlocus: SACOL1173
Sequenz: ohne Signalpeptid, , Strep-Tag

ADSD INIKT GTTDI GSNTT VKTGD LVTYD KENGM HKKVF YSFID DKNHN KKLLV IRTKG TIAGQ YRVYS
EEGAN KSGLA WPSAF KVQLQ LPDNE VAQIS DYYPR NSIDT KEYMS TLTYG FNGNV TGDDT GKIGG LIGAN
VSIGH TLKYV QPDFK TILES PTDKK VGWKYV IFNNM VNQNW GPYDR DSWNP VYGNQ LFMKT RNGSM KAADN
FLDPN KASSL LSSGF SPDFA TVITM DRKAS KQQTN IDVIY ERVRD DYQLH WTSTN WKGTN TKDKW IDRSS
ERYKI DWEKE EMTNS AWSHP QFEK

30



MATERIAL

C-Terminales TSST-1-Fragment (TSST-c)

Konzentration: 130 pg/ml, LPS-depletiert
N315-Genlocus: SA1819
Sequenz: ohne Signalpeptid, , Strep-Tag

PLKV KVHGK DSPLK YWPKF DKKQL AISTL DFEIR HQLTQ IHGLY RSSDK TGGYW KITMN DGSTY QSDLS
KKFEY NTEKP PINID EIKTI EAEIN SAWSH PQFEK

3.5 Antikorper

Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Human Serum IgA, a chain specific
Jackson ImmunoResearch, Newmarket, United Kingdom
Katalognummer: 109-035-011

Lot-Nummer: 81895
Stammldsung: 0,8 mg/ml
eingesetzt: 8 ng/ml (1:100.000-Verdiinnung)

Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Human IgG (H+L)
Jackson ImmunoResearch, Newmarket, United Kingdom
Katalognummer: 109-035-088

Lot-Nummer: 79857
Stammldsung: 0,8 mg/ml
eingesetzt: 4 ng/ml (1:200.000-Verdiinnung)

Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Human IgM, Fcsy fragment specific
Jackson ImmunoResearch, Newmarket, United Kingdom
Katalognummer: 109-035-043

Lot-Nummer: 780257
Stammldsung: 0,8 mg/ml
eingesetzt: 8 ng/ml (1:100.000-Verdiinnung)

Mouse-anti-human-CD3e-1IgG1x, PE-conjugated
BD Pharmingen, Heidelberg

Katalognummer: 555333

Klon: UCHT]1, PE-konjugiert

eingesetzt: unverdiinnt, nach Herstellerangaben
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Mouse-IgGIx -Isotype, PE-conjugated
eBiosciences, San Diego, USA
Katalognummer: 12-4714-41

Klon: P3, PE-konjugiert

eingesetzt: unverdiinnt, nach Herstellerangaben

4. Medien, Puffer und Losungen

4.1 Mikrobiologisches Arbeiten

TSB-Medium

TSB 15¢g

A. bidest. ad 500ml
LB-Medium

LB 10g

A. bidest. ad 500ml

4.2 Proteinbiochemisches Arbeiten

Blockpuffer
Milchpulver 50 mg

TBS/T adll

Coomassie-Brilliantblau-Lésung (CBB stock)
Coomassie-Brilliant-Blau G250 50g

A. dest. adll

Kolloidal-Coomassie-Stammlésung (CCD stock)

(NH4)2SO4 83g
HsPO4 (80 %) 9,6 ml
CBB stock 17 ml
A. bidest. adll
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Kolloidal-Coomassie-Férbel6sung

CCD stock
MeOH (100%)

Coomassie-Fixierungslosung
EtOH (96%)

CH:COOH
A. dest.

Cup-Loading-1.6sung
RHB

Protein

Isopropanol

50 % Glycerol in RHB

25 % DTT in RHB
Pharmalyte pH 3-10

Pharmalyte pH 8,5 -10,5

PBS-Stammlésung (10x)
NaCl
KCl
NazHPOs4
KH2POs
A. dest.

PBS (1x)

PBS-Stammlésung
A. dest.

PBST/T (1x)
PBS

Tween 20®

Rehvydratisierungslosung, pro IPG-Streifen

RHB

Isopropanol

50 % Glycerol in RHB

25 % DTT in RHB

750 ml
250 ml

40 ml
10 ml
50 ml

ad 100 pl
30 pg

10 pl

10 pl

10 pl
1l

1

80g
2g
144 ¢
24¢g
adll

100 ml
adll

11
1 ml

85 ul

12,5 pul
12,5 pul
12,5 pul
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Pharmalyte pH 3-10
Pharmalyte pH 8,5 -10,5

Rehydratisierungspuffer (RHB)
CO(NH2)2
CS(NH2)2
CHAPS
A. bidest.

1,25 pl
1,25 pl

48¢g
152¢g
02g

ad 10 ml

SDS Aguilibrierungslésung, pro IPG-Streifen (Losung A und Losung B)

CO(NH2)2
Tris 1,5 M; pH 8,8
Glycerol
20 % SDS
A. bidest

A: DTIT

B: IAA
Bromphenolblau

SDS-Elektrophorese-Laufpuffer (10x)
Tris HC1
Glycin
20 % SDS
A. dest.

ECL-Substratlosung, pro 2D-IB

Super Signal West Femto Luminol Enhancer Solution

Super Signal West Femto Stable Peroxide Buffer

TBS-Puffer pH 7,6 (10x)
Tris
NaCl
A. dest.

TBS/T (1x)
TBS

Tween20®
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83 ml
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adll
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1 ml
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TCA, 100 %
TCA
A. bidest.

Tintenfarbel6sung, pro Membran
PBS/T
CHsCOOH
Pelikan-Tinte

Transferpuffer pH 8,5 (1x)

Tris

Glycin
MeOH (100 %)
A. dest.

Trenngel, fiir 13 Minigele
Acrylamid 40 %

Tris 1,5 M; pH 8,8 (0,4 % SDS)
A. dest.

10 % APS

TEMED

4.3 Zellbiologisches Arbeiten

RI10OF
RPMI 1640
FCS

Penicillin/Streptomycin/Glutamin

RPMI 1640

Humanserum, gepoolt
Penicillin/Streptomycin/Glutamin
Natriumpyruvat 100 mM

MEM Nichtessent. Aminosduren 100x
B-Mercaptoethanol 50 mM

50g
ad50 ml

45 ml
5ml
5ul

3,025 ¢g
15g
200 ml
adll

37,5 ml
30 ml
52 ml
600 pl
30 pl

500 ml
50 ml
10 ml

500 ml
27 ml
10 ml
5,4 ml
5,4 ml
550 pl
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R5H-T
R5H 50 ml
IL-2 500 iU/ml
R5H-Mo-DC
R5H 50 ml
1L-4 0,1 ng/ml
GM-CSF 100 ng/ml

Trypanblau-Losung

Trypanblau-Stammldsung 5ml

PBS (PAA) 5 ml
PHA-Stammlosung 1 mg/ml
PHA, eingesetzt 1 pg/ml
Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) 1 mg/ml
Tetanustoxoid (TT) 203 pg/ml

5. Humanmaterial

Humanes Blut (buffy coat) Institut fiir Immunologie und Transfusions-

medizin, Universitit Greifswald

Gepooltes Humanserum Institut fiir Immunologie und Transfusions-

medizin, Universitit Greifswald

EDTA-Seren: SH10-01, SH15-01, SH-Studie, Universitat Greifswald, Holtfreter
SH27-01, SH39-01, SH42-01 et al. (74)
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EDTA-Seren (Tab. IT) STEP-Study (Current Controlled Trials number: ISRCTN
56186788), Erasmus Medical Center, Rotterdam, Niederlande, Bode et al. (117)

Tab. II. Abnahmezeiten der Seren aus der STEP-Studie.

Tage der Serumgewinnung

Patient vor Infektion Diagnose wahrend Infektion

103 d-231 do -

307 d-7 do d19

337 d-165 do d 15

502 d-4 do di14

1328 d-o0 do d10

1362 d-10 do d15

1255 d-115,d-3,d-2 dO d1-2,d3

302 d-10 do d1-2,d4,d5,d9

703 d-28 do -

771 d-52 do d7

1264 d-114 do -

1725 d-12 do d1-7,d9-13,d14,d 16, d 18-22,d 28, d 35,d 38,d 57,d 71-73,d 76
6. Kits

BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, Rockford, USA

Cytometric Bead array Human Tul/ Tu2 Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Cytokine Kit

SuperSignal West Femto Maximum Thermo Scientific, Rockford, USA
Sensitivity Substrate Kit

DNEasy Blood & Tissue Kit Quiagen, Hilden

QIAQuick PCR Purification Kit Quiagen, Hilden
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7. Software und Datenbanken

Software

Adobe Photoshop CS5 extended Adobe Systems GmbH, Miinchen

CBA Analysis Software Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Delta2D Version 4.2 Decodon GmbH, Greifswald

Endnote X2 Thomson Reuters

Flow]Jo Tree Star Inc., Ashland, USA

GPS Explorer Software Version 3.6 (build 3329) Applied Biosystems, Darmstadt

GraphPadPrism 5.0 GraphPad Software, La Jolla, USA

Image Quant 5.2 Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg

Lumi Analyst Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Mascot Search Engine Version 2.104 Matrix Science, London, England

PDQuest advanced BioRad, Miinchen

Ridom StaphType Ridom GmbH, Miinster

STATA/SE 10.0 (inkl. gllamm) STATACorp LP, College Sation, USA

Datenbanken

AureusDB http://aureusdb.biologie.uni-greifswald.de/

Multalin interface page http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/
Protecs http://microbiol.biologie.uni-greifswald.de/csp/bio/login.csp
Uniprot http://www.uniprot.org/
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Kapitel 3. Methoden

1. Mikrobiologische Methoden

1.1 Anlegen von Glycerolstocks

Mit einer einzelnen Kolonie wurden 3 ml LB-Medium in einem sterilem 15 ml-Reaktions-
gefifd angeimpft. Die Kultur wurde anschliefend fiir 5-6 h bei 200 rpm und 37 °C kulti-
viert. In ein Kryo-Réhrchen wurden 800 pl steriles Glycerol vorgelegt und mit 200 pl der

Kultur vermischt. Diese Glycerolstocks wurden bei -80 °C gelagert.

1.2 Fest- und Fliissigkultur von S. aureus

Fiir Festkulturen wurde eine kleine Menge Probenmaterial auf Blutagarplatten ausge-
strichen und fiir mindestens 24 h bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Zeit bildet S. aureus
stecknadelkopfgrofie, gelbliche, glinzende Kolonien, die hidufig von einem Héamolysehof
umgeben sind. Fir Fliissigkulturen wurden 3 ml Prokaryoten-Medium mit einer einzel-

nen Kolonie angeimpft und 5-6 h bei 200 rpm und 37 °C kultiviert.

1.3 Isolierung genomischer DNA

Die Isolierung prokaryotischer DNA wurde mit dem DNeasy Blood and Tissue Kit von
Quiagen nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Um die Zelllyse zu optimieren, wurden zu

jeder Probe zusitzlich 20 pl Lysostaphin (10 mg/ml) zugegeben.

39



METHODEN

1.4 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte am Spektrophotometer nach einer 1:20
bis 1:100-Verdiinnung der Proben. Durch die folgende Gleichung konnte die DNA-

Konzentration bei Messung der Extinktion bei 260 nm ermittelt werden:

[DNA] in ng/pl = Verdiinnungsfaktor - OD26onm - 50 ng/pl

Durch die zusdtzliche Messung der Extinktion bei 280 nm konnte die DNA-Qualitét
bestimmt werden: Der Quotient aus OD28oam/OD 260nm sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
Kleinere Werte konnen durch Proteinkontamination, gréfere durch Verunreinigung mit

organischen Losungsmitteln zustande kommen.

1.5 Kultivierung von S. aureus

Zur Gewinnung extrazelluldrer Proteine wurden S. aureus-Isolate in grofieren Volumina
kultiviert. Dazu wurden 3 ml-Vorkulturen wie beschrieben angefertigt. Aus diesen
wurden in verschiedenen Verdiinnungsstufen #i.N.-Kulturen mit 20 ml TSB-Medium in
100 ml-Kulturflaschen angeimpft und im Wasserbad bei 37 °C und 100 rpm linear kulti-
viert. Die ODsosnm wurde bestimmt, um die Hauptkultur aus jener @.N.-Kultur anzu-
impfen, die sich noch nicht in der stationdren Wachstumsphase befand. Um die Kulti-
vierung der Hauptkultur mit ODsosam = 0,05 zu beginnen, wurde mit einem entsprechen-
den Volumen angeimpft. Die ODsosam der Hauptkultur wurde stiindlich steril gemessen,

um das bakterielle Wachstum zu verfolgen.

1.6 Gewinnung von S. aureus-Kulturiiberstinden

3,5 h nach dem Wechsel des bakteriellen Wachstums von der exponentiellen in die post-

exponentielle Phase (Abb. 4), wurde die gesamte Kultur in Zentrifugationsgefifie iiber-
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fiihrt und bei 8.000 g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde steril filtriert
(0,45 pm) und in ein steriles Gefaf? iiberfiihrt.

Wechsel von exponentiellem
zu post-exponentiellem Wachstum

|

3,5 h post-exponentielles
Wachstum, TCA-Fillung

0-01 1 1 1 1 I 1 1 |
0 60 120 180 240 300 360 420 480
Zeit in min
Abb. 4. Zeitpunkt fiir Gewinnung der extrazellulires Proteine der stationéren Phase.

100 ml TSB-Medium wurden mit einer Vorkultur auf die ODssonm = 0,05 eingestellt. Das Wachstum wurde
dokumentiert. 3,5 h nach dem Einsetzen deutlich verlingerter Generationszeiten wurden die Kultur-
iberstinde gewonnen und die darin befindlichen Proteine fiir die folgenden Experimente ausgefillt. Dar-
gestellt ist eine repridsentative Wachstumskurve. Die kultivierten S. aureus-Isolate erreichten ODs4onm
zwischen 4,36 und 7,38.

2. Proteinbiochemische Methoden

2.1 Fillung und Reinigung extrazellulirer Proteine

Der sterilfiltrierte Kulturiiberstand wurde auf Eis gelagert und unter vorsichtigem
Schwenken mit 100 %iger Trichloressigsdure (TCA) versetzt, bis eine Endkonzentration
von 10 % TCA erreicht war. Um eine vollstindige Féllung zu erreichen und die Fillung
von Mediumsbestandteilen zu vermeiden, wurde das Gemisch i.N. bei 4 °C gelagert. Nach
60-miniitiger Zentrifugation bei 8.000 g wurde der Uberstand verworfen und das Pellet
mit 70 %igem Ethanol in einem kleinen Reaktionsgefafd fiir 20 min resuspendiert. Es

folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (5 min; 16.000 g). Dieser Waschschritt wurde
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wiederholt; abschliefSend wurde mit 96 %igem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde luft-
getrocknet und anschlieffend in Rehydratisierungspuffer (RHB) aufgenommen und bei

-20 °C gelagert.

2.2 Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehaltes wurde mit dem BCA Protein Assay-Kit von Thermo
Scientific durchgefiihrt. Es nutzt die Reduktion von Cu* zu Cu* im alkalischen Medium.
Zwei BCA-Molekiile (Bicinchoninsdure) chelatisieren Cu*, sodass es vierfach koordiniert
wird. Dieser Chelatkomplex weist eine starke Absorption bei 562 nm auf. Die Protein-
konzentration kann aus der Standardkurve fiir BSA errechnet werden. Die Proben und
der BSA-Standard wurden nach dem Protokoll des Herstellers fiir die Durchfithrung in

einer Mikrotiterplatte behandelt.

2.3 Genotypisierung der S. aureus-Isolate mittels spa-Typisierung

Die PCR zur Amplifizierung der S. aureus Protein A (spa)-repeat-Region wurde nach den
Protokollen von Harmsen er a/ und Aires-de-Sousa et al durchgefiihrt. Die PCR-Pro-
dukte wurden mit dem Q/Aquick PCR Purification Kit nach Herstellerangaben aufge-
reinigt und sequenziert, wobei die Amplifikationsprimer eines kommerziellen Herstellers
verwendet wurden (Invitrogen). Die 3’-und 5’-Sequenz-Chromatogramme wurden mit
der Ridom StaphType software analysiert. Von der Sequenz und der Anzahl der repeats,
welche durch Punktmutationen und intrachromosomale Rekombinationen entstehen,
wurde der spa-Typ abgeleitet. Bereits die Mutation eines einzelnen Basenpaars fithrt zu
einem anderen spa-Typ. Mit Hilfe des BURP-Algorithmus (Ridom GmbH) wurden die
spa-Typen in verschiedene Gruppen unterteilt, wobei die berechneten Kosten zwischen
den Mitgliedern einer Gruppe < fiinf lagen. Spa-Typen, die weniger als fiinf repeats auf-
wiesen, wurden von der Analyse ausgeschlossen, da sie keine verldssliche Ableitung der

Abstammung ermoglichen.
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2.4 Nachweis von Virulenzgenen mit der Multiplex-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) ist ein Verfahren zur

Amplifikation von DNA-Fragmenten mit Hilfe bakterieller DNA-Polymerasen. Diese

Enzyme verwenden einzelstringige DNA als Matrize fiir die Synthese eines neuen

komplementiren DNA-Stranges. Die Synthese erfolgt in 5'-3'-Richtung. Dabei wird eine

freie 3'- Hydroxylgruppe benétigt, die vom vorher gebundenen Primer geliefert wird. Bei

der Multiplex-PCR kénnen mehrere DNA-Fragmente in einen Reaktionsansatz verviel-

filtigt werden.

Zum Nachweis von Virulenzgenen in verschiedenen S. aureus-Isolaten wurden Multi-

plex-PCRs nach dem Pipettierschema in Tab. III durchgefiihrt. Jede PCR wurde in einem

unabhingigen Experiment wiederholt (Primersequenzen in Tab. I im Kapitel Material).

Tab. III. Pipettierschema Multiplex-PCR

Multiplex-PCR Reagenzien (in pl); je 24 pl Mastermix + 1 pl DNA
H,0 GoTaq dNTP MgCl, Primer (5uM, gyr/ mecA 2uM) GoTaq Flexi DNA
reaction (1 mM) (25 mM) polymerase
buffer (5x) (5 U/ml)
Multiplex agr
agra (657bp), agr2 (572 bp), 38 5 2,5 5 1,5 agr1/2/3/4, agr pan 0,2
agrl (439bp), agr3 (320bp)
Multiplex |
16SrRNA (756bp), sea (560bp), 3,8 5 2,5 5 0,75 Nsea 1/2, Nseh 1/2, 0,2
seh (375bp), sec (275 bp), Nsec 1/2, Ntst 1/2, 16SrRNA 1/2
tst (180bp)
Multiplex Il
sed (492bp), etd (358bp), 05 5 2,5 5 0,75 Nsed 1/2, Netd 1/2, Neta 1/2 0,2
nuc (279bp), eta (190bp), 1,1  Nsek1/2/3
sek (134bp) 1,5 nucl/2
Multiplex IlI
see (482bp), seb (404bp), 1,44 5 2,5 5 0,75 Nseb 1/2, Nsee 1/2 0,2
sem (326bp), sel (244bp) 1,0 Nsem 1/2, Nsel 1/2
seo (180bp) 1,43 Nseo1/2
Multiplex IV
ses (590bp), sen (474bp), 08 5 2,5 5 0,75 Gseg1/2, Gseq 1/2, ses1/2 0,2
seg (323bp), seq (204bp), 1,0 Gsej1/2
sej (138bp) 2,0 Gsenl/2
Multiplex V
set (562bp), sei (461bp), 33 5 2,5 5 0,75 Nseu 1/2, Nser 1/2, Gsep 1/2, set1/2 0,2
ser (363bp), seu (215bp), 1,0 Gseil/2
sep (182bp)
CA-MRSA mpx |
16SrRNA (756bp), pvl (433bp), 2,3 5 2,5 5 0,5 16SrRNA 1/2 0,2
MW?756 (372bp), gyr (281bp), 0,75 MW?7561/2, pvl 1/2
mecA (147bp) 1 gyr1/2
1,5 mecA1l/2
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2.5 Proteinfarbung mit Coomassie-Brilliantblau R250

Eine weitverbreitete Methode, um die Auftrennung von Proteinen in einem SDS-Gel zu
visualisieren, ist die unspezifische Proteinfirbung mit Coomassie-Brilliantblau, bei der
sich der Triphenylmethanfarbstoff an die basischen Seitenketten der Aminosduren an-
lagert.

Die angefertigten SDS-Gele wurden fiir 1 h bei RT auf einem Schiittler fixiert, mit A. dest.
gewaschen und anschlieffend #i. N. in Coomassie-Brilliant-Blau R250-Firbeldsung inku-
biert. Die Gele wurden danach mit 20 %igem Methanol entfirbt, eingescannt und bei 4 °C

gelagert.

2.6 Proteinfarbung mit Flamingo®

Im Gegensatz zur Coomassie-Brilliantblau-Farbung ist die Farbung mit Flamingo® deut-
lich sensitiver. Hierbei liegt die Detektionsgrenze bei 0,25 ng Protein. Allerdings ist
Flamingo® ein Fluoreszenzfarbstoff, sodass die Visualisierung der Proteinfarbung erst nach
Anregung bei 300 nm oder 532 nm moglich ist.

Fiir die Flamingo®-Farbung wurden die SDS-Gele fiir 1 h fixiert, in A. dest. gewaschen
und anschliefiend fiir mindestens 4 h in der Flamingo®-Firbelosung bei 4 °C auf einem
Schiittler inkubiert. Danach wurden die Gele zuerst mit A. dest. - versetzt mit 0,1 %
TWEEN20® - und anschlieffend nur mit A. dest. gewaschen. Abschliefiend wurden die
Gele am Typhoon-Scanner 9400 (GE Healthcare) im Floureszenzerfassungsmodus
(532 nm) mit einer Auflésung von 100 um gescannt.

Um spéter Proteinspots ausschneiden zu konnen, wurden die Gele bei 4 °C gelagert.

2.7 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Zur Auftrennung komplexer Proteingemische wird hdufig die zweidimensionale Gel-

elektrophorese (2D-GE) eingesetzt. Mit diesem Verfahren erfolgt in der ersten Dimension
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eine isoelektrische Fokussierung (isoelectric focussing; IEF) der Proteine, d.h. sie werden
aufgrund ihres isoelektrischen Punktes (pI) aufgetrennt. In der zweiten Dimension, einer
Natriumdodecyl-Sulfatpolyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) trennen sich die
Proteine nach ihrem Molekulargewicht (MW) auf.

Zu Beginn der 2D-GE wurden die IPG-Streifen rehydratisiert. Abhdngig von der Linge
der IPG-Streifen und vom aufzutrennenden pH-Bereich erfolgte die Zusammensetzung
der Rehydratisierungslésung wie in Tab. IV beschrieben. Fiir praparative Gele wurden
11 cm-IPG-Streifen verwendet; fiir die Immunoblots 7 cm-IPG-Streifen.

Die Proteinextrakte wurden aufgetaut, bei 16.000 g fiir 6 min zentrifugiert und der Re-
hydratisierungslosung zugesetzt. Die Rehydratisierungslésung wurde abschlieffend noch
mit einer geringen Menge Bromphenolblau versetzt, um die Vollstandigkeit der Rehydra-
tisierung besser iiberpriifen zu konnen. Die IPG-Streifen wurden mit der Gelseite in die
Rehydratisierungslosung gelegt, mit Mineral6l tiberschichtet und ii. N. bei 20 °C auf einer
austarierten Fliche inkubiert. Dabei ist zu beachten, dass die Rehydratisierung der IPG-

Streifen fiir den pH-Bereich 6-11 ohne Proteine stattfindet.

Tab. IV. Zusammensetzung der Rehydratisierungslosung.

IPG-Streifen pl 4-7

Komponenten Endkonzentration = Volumen fiir einen 7cm-Streifen
RHB RHB + Protein =110 pl
Protein 30 pg
DTT 10x 1x 12,5 pl
Pharmalyte pH 3-10 2% 2,5l
125 pl / Streifen

IPG-Streifen pl 6-11

Komponenten Endkonzentration = Volumen fiir einen 7cm-Streifen
RHB 85 ul

Isopropanol 10 % 12,5 pl

Glycerol 50% in RHB 5% 12,5 pl

DTT 25% in RHB 2,5% 12,5 pl

Pharmalyte pH 3-10 1% 1,25 pl

Pharmalyte pH 8,5-10,5 1% 1,25 pl

125 pl / Streifen
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Anschliefiend wurden die IPG-Streifen mit A. dest. abgespiilt und in der IEF-Kammer
(Multiphor II; GE Healthcare) entsprechend der gekennzeichneten Pole parallel ange-
ordnet. Die Gelenden der IPG-Streifen wurden mit eingeweichten IEF-Elektrodenstreifen
bedeckt; am anodischen Ende wurde zusitzlich ein in 15 mM DTT-Losung getrinkter
Streifen platziert. Auf die wassergetrankten Streifen wurden die Elektroden aufgesetzt.
Fiir die IEFs im pH-Bereich 6-11 wurde anschlief}end der Cup-Halter mit den Cups iiber
den IPG-Streifen platziert. Die Cups wurden mit Mineral6l befiillt, unter das an-
schlief’end dieaufbereitete Probe, wie in Tab. V schematisch dargestellt, mit einer kleinen

Menge Bromphenolblau pipettiert wurde.

Tab. V. Der pH-Bereich 6-11 bedarf des Cuploadings der Proteine.

Komponenten Endkonzentration Volumen fiir einen 7cm Streifen
RHB RHB + Protein = 68 pl
Protein 30 pg
Isopropanol 10 % 10 pl
Glycerol 50% in RHB 5 % 10 pl
DTT 25% in RHB 2,5 % 10 pl
Pharmalyte pH 3-10 1% 1
Pharmalyte pH 8,5-10,5 1% 1l
100 pl / Cup

Die IPG-Streifen wurden abschlieffend mit Mineralol bedeckt, um ein Austrocknen der
Streifen wahrend der IEF zu verhindern. Das gewiinschte Programm wurde ausgewdhlt

(Tab. VI) und die IEF gestartet.

Tab. VI. IEF-Progamme

pH 4-7,7 cm:
Schritt  Volt (V) Voltstunden (Vh) Zeit (h: min)
1 200 1 0:01
2 3500 2800 1:30
3 3500 5200 1:30
8001 3:01
pH 6-11,7 cm:
Schritt  Volt (V) Voltstunden (Vh) Zeit (h: min)
1 200 1 0:01
2 3500 2800 1:30
3 3500 3700 1:05
6500 2:36
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pH 6-11, 11 cm:

Schritt  Volt (V) Voltstunden (Vh) Zeit (h: min)
1 200 1 0:01

2 3500 2900 2:30

3 3500 91000 2:05

12kVh 5:36

Um in der zweiten Dimension die Wirkung der Proteineigenladung zu maskieren,
mussten die IPG-Streifen nach der IEF dquilibriert werden. Die Aqulibrierungslésungen A
und B wurde angesetzt, wobei der Losung B kurz vor Gebrauch eine kleine Menge Brom-
phenolblau zugesetzt wurde, damit wiahrend der SDS-PAGE eine Lauffront zu erkennen
war. Die IPG-Streifen wurden nach der IEF jeweils fiir 15 min in den Aquilibrierlésungen
A und B unter leichtem Schiitteln inkubiert. Anschlief}end wurden die IPG-Streifen auf
den Trenngelen mit 0,5 %iger Agarose fixiert. Die SDS-PAGE wurde bei 20 V / Gel

durchgefiihrt bis die Lauffront das Gelende erreichte.

2.8 Zweidimensionale Immunoblots

Der zweidimensionale Westernblot diente der simultanen Untersuchung der Antikoérper-
bindung an alle aufgetrennten S. aureus-Proteine. Dazu wurde die Oberfliche von PVDF-
Membranen fiir 15 sec mit 100 %igem Methanol aktiviert, fiir 2 min in A. dest. gewaschen
und anschlieffend in Transferpuffer dquilibriert. Whatman-Papier wurde ebenfalls in
Transferpuffer eingeweicht. Fiir den Transfer der Proteine auf die Membran wurde der
Blot von der Anode ausgehend folgendermafien geschichtet: drei Lagen Whatman-Papier,
Membran, Gel, drei Lagen Whatman-Papier. Der Proteintransfer erfolgte fiir 2 h bei
1,34 mA/cm? am MilliBlot™ Graphite Electroblotter II (Millipore) oder fiir 1 h 20 min bei
1,76 mA/cm? am Gerit Panther™ Semidry Electroblotter (Thermo Scientific). Nach dem
Blot wurden die Gele fiir 1 h fixiert und 4. N. mit Coomassie-Brilliantblau gefirbt. Die
Membranen wurden gekennzeichnet und mit Tintenfirbelésung der Proteintransfer
iberpriift. Nach der Entfirbung wurden die freien Bindungsstellen auf den Membranen

fir 1 h in TBS/T mit 5 % Milchpulver geblockt und die Membranen anschlief}end mit
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einer 1:10.000-Verdiinnung der Seren bei 4 °C ii. N. auf einem Schiittler inkubiert. Nach
Waschen mit TBS/T wurden die Membranen fiir 1 h bei RT mit dem Peroxidase-konju-
giertem Sekundérantikorper inkubiert. Dabei wurden folgende Verdiinnungen der Sekun-
darantikOrper eingesetzt: i) Ziege-anti-Human-IgA-HRP: 0,8 pg/ml, ii) Ziege-anti-
Human-IgG-HRP: 0,4 pg/ml, iii) Ziege-anti-Human-IgM-HRP: 0,8 pg/ml.

Nach Waschen mit TBS/T wurden die Membranen fiir 5 min mit dem Luminolsubstrat im
Dunkeln inkubiert. Die entstehenden Signale wurden fiir 1 min am Chemilumineszenz-
messgerdt Lumi-Imager (Roche) aufgezeichnet, mit Hilfe von ImageQuant zu tiff- und

gel-Dateien konvertiert und abschliefSend mit Delta2D Version 4.2 ausgewertet.

2.9 Analyse mit Delta 2D Version 4.2

Die gel-Dateien der Immunoblots eines Patienten/Carriers wurden in ein Delta2D-Projekt
geladen, wobei Replikate jeweils in eine Gruppe sortiert wurden. Als Masterbild in jeder
Gruppe wurde der Blot mit der besten Spottrennung gewihlt. Anschlieffend wurden die
Bilder einer Gruppe so genau wie moglich auf das Masterbild gewarpt. Aus jeder ge-
warpten Gruppe wurde ein Fusionsbild (Einstellung: Union) erstellt, welche wiederum
untereinander gewarpt wurden, um aus ihnen ein Fusionsbild (Einstelllung: Union) aller
im Projekt vorhandenen Bilder zu erstellen. Auf diesem Hauptfusionsbild wurden die
Spots mit den folgenden Einstellungen detektiert:

- local background: 8

- average spot size: 3

- sensitivity: 50 %

- create modelled spots.

Durch manuelle Nachbearbeitung wurde die Spoterkennung so optimiert, dass nur tat-
sachliche Proteinspots als Spots erkannt wurden. Auf8erdem wurde sichergestellt, dass die
Spotumrandung jeweils den gesamten Spot einschliefdt und auch die Markierungen von
Spotclustern wurden vereinzelt. Anschlieffend wurden die Spotumrandungen auf die
anderen Bilder des jeweiligen Projektes iibertragen. Auf jedem einzelnen Bild wurde die

Lage der Spotumrandungen gepriift. Danach wurden die Spots auf dem Hauptfusionsbild
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nummeriert und die Nummerierungen auf die anderen Bilder transferiert. Over/ay-Bilder
und Bilder mit nummerierten Spots wurden exportiert.

Die Individualisierung der erkannten Spots durch Nummern ermdglicht es dem Pro-
gramm zahlreiche Statistiken zu erheben. In der Quantitation Table wurden die Spot-
nummern als auch die Spotintensititen abziiglich der Hintergrundintensititen darge-

stellt. Diese tabellarischen Daten wurden exportiert und ausgewertet.

2.10 Automatisiertes Cutten von Proteinspots

Um die Proteinspots auf den Flamingo®-gefirbten, praparativen 2D-Gelen identifizieren
zu konnen, wurden Teile der Spots maschinell mit den ExQuest Spot Cutter (BioRad) aus
den Gelen ausgestochen. Dazu wurden die Gele in den Cutter eingespannt und durch 40-
sekiindige UV-Bestrahlung ein Bild in der Analysesoftware PDQuest advanced aufgenom-
men. Dieses Bild wurde in Delta2D importiert, auf eine frithere Aufnahme gewarpt und
die Vektoren und Label der auszuschneidenden Spots wurden auf das neu aufgenommene
Bild ibertragen. Die daraus resultierende pick/ist wurde in Form eines generic host-
Formats in eine Exceldatei exportiert. Diese Datei wurde in PDQuest advanced geladen
und eventuelle nachtrigliche Lagekorrekturen wurden manuell vorgenommen. Es wurde
mit einer 1,5 mm-Nadel gecuttet; wiederholtes Cutten wurde erlaubt. Die kodierten
Mikrotiterplatten wurden verschlossen und bis zum Trypsinverdau mit anschliefSender

massenspektometrischer Analyse bei 4 °C im Dunkeln gelagert.

2.11 Trypsinverdau und Proteinidentifizierung mittels MALDI-TOF

Der tryptische Verdau der gecutteten Spots und die sich anschliefSende massenspektro-
metrische Analyse wurden am Institut fiir Mikrobiologie, Ernst-Moritz-Arndt-Universitit
Greifswald, von Harald Kusch durchgefiihrt.

Mittels Trypsinverdau, wie bei Eymann et al beschrieben, wurden die gecutteten Pro-

teine zu Peptiden gespalten, die zur Analyse durch MALDI-MS geeignet sind (160). Die
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MALDI-TOF-Messungen der Peptide wurden an einem Proteome-16 Analyzer 4700/4800
(Applied Biosystems) durchgefiihrt. Fiir die anschlieffende Datenbankrecherche wurde
die GPS explorer sofiware version 3.6 (build 3329) mit einer Organismus-spezifischen
Datenbank genutzt. Die kombinierten MS- und MS/MS-Peaklisten wurden mit Hilfe der
Mascot search engine version 2.104 (Matrix Science) mit zwei Datenbanken abgeglichen:
i) einer S. aureus 8325 Protein-Datenbank, die aus der ENTREZ genome Datenbank-Seite
(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Staphylococcus_aureus NCTC_8325/) generiert
wurde

ii) einer Datenbank, die Proteinsequenzen aller komplett sequenzierten S. aureus-Isolate
enthilt und alle zusdtzlichen Proteinsequenzen von S. aureus (kontinuierlich aktualisiert
von WWWw.uniprot.org).

Oxidation von Methionin und Carboxyamidomethylierung von Cystein wurden als vari-
able Modifikationen in Betracht gezogen. Als weitere Kriterien fiir die Suche wurde

vollstindige enzymatische Aktivitit des eingesetzten Trypsins angenommen und nur eine

verfehlte Schnittstelle zugelassen.

3. Zellbiologische Methoden

3.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Eukaryotische Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO:2 in wasserdampfgesittigter Atmos-
phire kultiviert. Zur Vermeidung von Kontaminationen wurde ausschlief3lich in einer

Sicherheitswerkbank und mit sterilen Materialien gearbeitet.
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3.2 Isolierung von PBMCs (peripheral blood mononuclear cells)

Humane mononukleére Zellen wurden aus sog. buffy-coats (Vollblutkonserven) durch die
Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Dafiir wurde der Inhalt eines buffy coats 1:3 mit
sterilem PBS verdiinnt. 7,5 ml Ficoll wurden mit ca. 40 ml PBS-Blut-Gemisch tiiber-
schichtet. Nach einer Zentrifugation fiir 15 min bei 2.800 g ohne Bremse sedimentieren
aufgrund der héheren Dichte die Erythrozyten und Granulozyten, wohingegen die
mononukledren Zellen einen Zellring zwischen Ficoll- und Serumschicht bilden. Der
Zellring wurde geerntet und zweimal mit PBS gewaschen (10 min, 1.700 g; 10 min, 800 g).
Die Zellen wurden in Medium aufgenommen und ihre Zellzahl durch Farbung mit

Trypanblau bestimmt.

3.3 T-Zellanreicherung mittels Nylonwolle

Das Prinzip der T-Zellanreichung durch Nichtadhdrenz dieser Zellen an Nylonwolle
wurde 2001 von Hathcock beschrieben (161). Ausgehend von diesem Protokoll wurde
eine sterile 10 ml-Spritze mit 1 g Nylonwolle befiillt und autoklaviert. Anschliefend
wurden ca. 5 ml R10F auf die Nylonwolle pipettiert und iiberschiissige Luft aus der
Nylonwolle entfernt. Die Sdule wurde mit 50 ml R10F &quilibriert und fiir 1,5 h bei 37 °C
inkubiert. Zwischenzeitlich wurden PBMG s isoliert, in R10F resuspendiert und auf die
Sdule pipettiert. Nachdem die Zellen in die Nylonwolle eingesickert waren, wurden
weitere 4,5 ml R10F hinzugeben und die Sdule fiir mindestens 45 min bei 37°C inkubiert.
Die T-Zellen wurden anschliefSend mit 15 ml R10F eluiert, zweimal mit R5H gewaschen

und auf 4 x 10%/ml eingestellt.

3.4 Durchflusszytometrie

Durch Fiarbung charakteristischer Oberflichenmolekiile (z.B. CD3) kann der prozentuale

Anteil der T-Lymphozyten in einem Zellgemisch bestimmt werden. 10° Zellen wurden
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nach Anreicherung der T-Lymphozyten {iber Nylonwolle in FACS-Réhrchen iiberfiihrt.
Die Zellen wurden zweimal mit 400 pl FACS-Puffer gewaschen und in 100 pl FACS-Puf-
fer aufgenommen. Nach Zugabe von 20 pl PE-markierten anti-human-CD3- oder IgGl-
Isotyp-Antikorper wurden Zellen und Antikorper griindlich gemischt und fiir 1 h bei 4 °C
inkubiert. Nach wiederholtem Waschen (6 min, 260 g) wurden die Zellen in 400 ul FACS-
Puffer aufgenommen, in einem dritten Ansatz ebenfalls 10¢ Zellen mit 20 pl DAPI nach

Herstellerangaben versetzt und anschlief3end durchflusszytometrisch analysiert.

3.5 Bestimmung der Lebendzellzahl

Um die Zahl der lebenden Zellen einer Zellsuspension zu bestimmen, wurden 10 pl der
Zellsuspension mit 90 pl Trypanblau gemischt und auf einer Biirker-Zahlkammer gezihlt.
Lebende Zellen erscheinen farblos und glinzend, wohingegen tote Zellen durch den ein-

dringenden Farbstoff blau gefirbt sind.

3.6 Proliferationsassay

Durch den Einbau radioaktiv markierten Thymidins (*H-Methyl-Thymidin) in die DNA
wurde die Proliferation von PBMCs nach Stimulation quantifiziert. Die radioaktive
Strahlung und die Geschwindigkeit der DNA-Neusynthese und damit die Proliferation
der Zellen verhalten sich proportional zueinander.

Die Stimuli Tetanustoxoid (TT), Phytohdmagglutinin (PHA) und S. aureus-Kulturiiber-
stainde wurden seriell in R10F verdiinnt und je 100 pl/Well in Mikrotiterplatten pipettiert.
Nach Isolation der PBMCs wurde deren Zellzahl auf 109ml eingestellt und jeweils
100 pl/Well zugegeben. Die Zellen inkubierten bei 37 °C, 5 % CO2 fiir 72 h. Am Ende der
Stimulation wurden die Platten unter dem Mikroskop begutachtet und dann mit
20 ul/Well *H-Thymidin (0,5 pCi) versetzt. Nach einer Inkubation von 17 h wurden die
Platten bei -20 °C eingefroren, um weitere DNA-Neusynthese und damit verbundenen

SH-Thymidineinbau abzubrechen. Anschliefend wurden die Platten wieder aufgetaut
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und geerntet, wobei die Zellen auf Glasfaserfilter gesaugt wurden. Die Filter wurden ge-
trocknet und auf Phosphorschirme aufgelegt. Nach 48 h im Dunkeln wurden die Filter

von den Schirmen genommen, diese eingescannt und ausgewertet.

3.7 Neutralisationsassay

Durch den Neutralisationsassay wurde iiberpriift, ob und wie stark ausgewéhlte humane
Seren in der Lage sind, SAgs zu neutralisieren. Die Anwesenheit neutralisierender
Antikorper verhindert die Aktivierung und Proliferation der PBMC durch SAgs. Durch
den Einbau von 3H-Thymidin in die DNA wurde die Proliferation von PBMC nach
Stimulation quantifiziert.

In Vorversuchen wurden die Verdiinnungen der S. aureus-Kulturiiberstinde fiir eine
halbmaximale Proliferation humaner PBMCs bestimmt. Die S. aureus-Kulturiiberstinde
wurden in diesen Verdiinnungen mit seriell verdiinntem Serum mit einer Startver-
diinnung von 1:50 bei 37 °C fiir 20 min inkubiert. Anschlieffend wurden PBMC in einer
Konzentration von 10%ml zugegeben und fiir 72 h bei 37 °C, 5 % CO: kultiviert. Nach Zu-
gabe von *H-Thymidin mit 20 pl/Well (0,5 pCi) wurde fiir weitere 17 h inkubiert. Die
Platten wurden bei -20 °C eingefroren, aufgetaut und geerntet. Die Filter wurden ge-
trocknet und auf Phosphorschirme aufgelegt. Nach 48 h wurden die Schirme eingescannt
und ausgewertet. Zur Kontrolle wurden die PBMC mit R10F, PHA (1 pg/ml) oder seriell
verdiinnten S. aureus-Kulturiiberstdnden stimuliert.

Die Proteinsequenzen der verwendeten rekombinanten Proteine sind im Kapitel Material

(S. 30ff) aufgelistet.

3.8 Expansion von T-Zellpools

Um genauer untersuchen zu kénnen, wie viele T-Zellen durch S. aureus-Antigene akti-
viert werden, wurde ein Protokoll etabliert, das die Expansion von T-Zellpools (4.000

verschiedene T-Zellspezifititen/Pool) ermdglicht.
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Aus frischem EDTA-Vollblut wurden, wie beschrieben, PBMCs isoliert, in RPMI (versetzt
mit Penicillin/Streptamycin/Glutamin) aufgenommen und gezdhlt. Die PBMCs wurden
aufgeteilt: Aus 30 x 10° PBMCs wurden T-Zellen iiber Nylonwolle angereichert und an-
schlieffend mit R5H auf 4 x 10%/ml eingestellt; die restlichen PBMC wurden als Feeder-
zellen verwendet und deshalb mit R5H auf 10%ml eingestellt und zweimal mit je 30 Gy
bestrahlt. Der Feederzellsuspension wurden 2 pg/ml PHA und 100 iU/ml IL-2 zugesetzt.
In eine 96-Well-Rundbodenplatte (Nunclon®) wurden in jede Vertiefung 100 pl der T-
Zellsuspension als auch 100 pl der Feederzellsuspension einpipettiert. Die Zellen wurden
fir 7 d bei 37 °C, 5 % CO: inkubiert. In diesen ersten 7d der Kultivierung darf das
Medium nicht gewechselt werden. Anschlieffend wurden die T-Zellpools auf zwei 48-
Well-Platten (Nunclon®) expandiert. Dazu wurde in die Vertiefungen der 48-Well-
Platten je 400pl R5H mit 500 iU/ml IL-2 vorgelegt, der Inhalt einer Vertiefung der 96-
Well-Platte resuspendiert und in eine Vertiefung der 48-Well-Platte iiberfithrt. Die
Zellen wurden bei 37 °C, 5 % CO: inkubiert, wobei das Medium aller 3-4 d gewechselt
wurde. Als ein einschichtiger Zellrasen erreicht war, wurden die Zellen in 24-Well-
Platten expandiert. Dazu wurden 400 pl R5H mit 500 iU/ml IL-2 in jedes Well vorgelegt
und der gesamte Inhalt eines Wells einer 48-Well-Platte resuspendiert und iiberfiihrt. Die
Zellen wurden weiterhin bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. Als auch in den 24-Well-
Platten ein einschichtiger Zellrasen erreicht war, wurden die T-Zellpools gesplittet, d.h.
in weitere vier 24-Well-Platten wurden in jede Vertiefung 500 pl R5H mit 500 iU/ml IL-2
vorgelegt, die Zellen eines Wells resuspendiert und 500 ml in das neue Well iiberfiihrt.
Bei den urspriinglichen 24-Well-Platten wurden anschliefSend 500 pl R5H mit 500 iU/ml
IL-2 zu den verbleibenden Zellen pipettiert. Die T-Zellpools wurden weiterhin bei 37 °C
und 5 % CO:2 inkubiert. Aller 3-4 d erfolgte ein Mediumswechsel. Als in allen Platten ein
gleichmafliger Zellrasen gewachsen war, wurden die Platten fiir 6 min bei 209 g zentri-
fugiert. Das komplette Medium wurde abgenommen und die Zellen mit R5H gewaschen.
Anschlieffend wurden die Zellen in R5H aufgenommen und fiir weitere 48 h bei 37 °C,
5% CO2 inkubiert. Im Anschluss wurden diese expandierten T-Zellpools fiir Restimula-

tions-Proliferationsassays verwendet.
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3.9 In vitro-Differenzierung von Monozyten zu monozytiren dendritischen Zellen

Fiir die TCR-spezifische Aktivierung von T-Zellen ist es notwendig, dass die entsprechen-
den Peptide im Kontext von MHC-II- bzw. MHC-I-Molekiilen prisentiert werden.
Professionell antigenprisentierenden Zellen (APC, antigen-presenting cells) exprimieren
grofle Mengen an MHC-II-Peptidkomplexen als auch kostimulatorischer Molekiile auf
ihrer Oberfliche. Humane Monozyten kénnen in vitro u.a. durch Zugabe von IL-4 und
GM-CSF zu monozytiren dendritischen Zellen (Mo-DC, monocyte-derived dendritic
cells) differenziert werden, welche zu den APC gehoren.

PBMCs wurden aus frischem EDTA-Vollblut isoliert, in R5H aufgenommen und auf
10%ml eingestellt. In dieser Konzentration wurden sie in 6-Well-Platten (Nunclon®)
eingesit und fiir 30 min bei 37 °C und 5 % CO:2 inkubiert. Anschlieffend wurde das
Medium komplett abgenommen und nicht-adhérente Zellen durch zweimaliges Spiilen
mit PBS entfernt. Zu den verbleibenden Zellen in jedem Well wurden je 4 ml R5H mit
0,1 ng/ml IL-4 und 0,1 pg/ml GM-CSF pipettiert. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 %
CO2 inkubiert, wobei aller 3-4 d das Medium gewechselt wurde. Nach 7-10 d dnderte sich
der Zellphdnotyp: Die vormals runden, adhidrenten Zellen 16sten sich vom Plattenboden
und bildeten eine ungleichmaifiige Form aus. Das Medium wurde komplett abgenommen,

die Zellen mit PBS gespiilt und mit Hilfe eines Zellschabers geerntet.

3.10 Restimulations-Proliferationsassay

Die T-Zellpools wurden bei 209 g fiir 6 min abzentrifugiert, mit R10F gewaschen, die
Zellzahl in den einzelnen T-Zellpools wurde bestimmt und auf 10%ml eingestellt. Die T-
Zellen wurden in 96-Well-Flachbodenplatten mit 10° Zellen/Well eingesit und bei 37 °C,
5 % COz2 inkubiert.

Die maturierten, autologen Mo-DC wurden mit eine Zellschaber geerntet, mit PBS ge-
waschen, in RPMI (versetzt mit Penicillin/Streptamycin/Glutamin) aufgenommen und auf
107/ml eingestellt. Danach wurden die Mo-DC mit den zu untersuchenden Antigenen in

einer Konzentration von 10 pg/ml fiir mindestens 3,5 h bei 37 °C, 5 % CO2 und regelmis-
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sigem Schwenken inkubiert. Die Inkubation war gefolgt von einem Waschschritt mit
R10F, in das die gepulsten Mo-DC mit einer Konzentration von 5 x 10¥/ml aufgenommen
wurden. Anschlieffend wurden die Mo-DC einmal mit 30 Gy bestrahlt und zu den vorge-
legten T-Zellen pipettiert. Die Koinkubation der Zellen erfolgte fiir 72 h bei 37 °C,
5 % COz. Danach wurden zu jedem Ansatz 20 pl 3H-Thymidin zugegeben (0,5 pCi) fiir
weitere 17 h inkubiert und abschlieRend wurden die Mikrotiterplatten bei -20 °C einge-
froren. Im Folgenden wurden die Kulturplatten aufgetaut und die Zellen geerntet. Die
Filter wurden getrocknet und auf Phosphorschirme aufgelegt. Nach 48 h wurden die
Schirme eingescannt und ausgewertet. Zur Kontrolle wurden unstimulierte Mo-DC mit
den T-Zellen koinkubiert oder die gepulsten Mo-DC ohne T-Zellen inkubiert. Des
Weiteren wurden T-Zellen mit R10F oder PHA (1 pg/ml) stimuliert.

3.11 Zytokinbestimmung mittels Cytometric Bead Array (CBA)

Mit Hilfe des Cytometric Bead Array Human Tul/ Tu2 Cytokine Kit (Becton Dickinson)
wurden die Zytokinkonzentrationen in den Kulturiiberstinden von stimulierten T-Zellen
untersucht. Das Kit beinhaltet sechs Bead-Populationen, die sich in ihrer Fluoreszenz-
intensitdt (FL-3) unterscheiden. Sie sind mit Antikorpern spezifisch fiir IFN-y, TNF-q,
IL-2, IL-4, IL-5 bzw. IL-10 beschichtet. Diese Beads werden mit PE-gekoppelten
Detektionsantikorpern und den Standards bzw. Proben inkubiert und bilden dabei soge-
nannte ,Sandwich-Komplexe®“. Die Auswertung der am FACS gewonnen Daten erfolgte
mit der BD CBA Analysis Software. Es wurde das Herstellerprotokoll befolgt, wobei nur
40 yl Bead/PE-Reagenz und 20 pl Kulturiiberstand verwendet wurden.
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4. Statistik

Die mediane Spotintensitdt der drei technischen Replikate wurde fiir jeden Spot ermittelt.
Um die infektionsinduzierten Verdnderungen in den IB-Spot-Intensititen zu quantifi-
zieren, wurde der Quotient der Mediane der drei unabhingigen Experimente aus der
Probe vor Infektion und der spitesten Probe berechnet. Um die Antikdrper-Bindungs-
intensititen zu verschiedenen Zeitpunkten zu vergleichen, wurde der t-Test verwendet.
Fiir die Normalisierung der Spotintensititen der Carrier-Isolate wurde die mediane Spot-
intensitdt aus den Replikaten ermittelt und die Summe der Intensititen des jeweils am
besten abgedeckten Stammes wurde auf 100 % gesetzt.

Zur Analyse des Einflusses von Gruppen und der Zeit auf die Messungen wurde von
B. Holtfreter, Institut fiir Peridontologie, Ernst-Moritz-Arndt-Universitit Greifswald, ein
Multilevelregressionsmodel angewandt (162). Variationen innerhalb einer Ebene
(Patienten, Proteine) wurden durch einen willkiirlich gewidhlten Abschnitt auf
Patientenebene und durch einen willkiirlich gewéhlten Abschnitt und dem Anstieg der
Zeit auf der Proteinebene abgeschitzt. Der Logarithmus der Spotintensititen wurde als
abhingige Variable betrachtet. Das Modell erfasst die Daten der immunkompetenten
Patienten und 691 Spots zu zwei Zeitpunkten. Gruppe (endogen, exogen), Zeit
(kontinuierlich) und die Interaktion zwischen beiden Gruppen und der Zeit (p < 0,001 fiir
Interaktion; Wahrscheinlichkeits-Verhiltnis-Test) wurden als fixierte Effekte betrachtet.
Ein patientenspezifischer willkiirlicher Abschnitt und ein spotspezifischer willkiirlicher
Abschnitt und ein Anstieg der Zeit wurden angenommen. Die Kovarianzstruktur in der
Spotebene wurde als unstrukturiert vorausgesetzt. Fiir die statistischen Analysen wurde
STATA/SE 10.0 (Stata Corp LP) verwendet. Das Statistikprogramm g//amm wurde fiir die
Multilevelanalysen eingesetzt. Die Graphen wurden mit GraphPadPrism Version 5

(GraphPad Software) erstellt.
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Kapitel 4. Ziele der Arbeit

Gegenstand dieser Arbeit ist die adaptive Immunantwort des Menschen bei nasaler
Kolonisierung und systemischer Infektion mit S. aureus. Weil die Erregerspezies sehr
variabel ist, was sich in der Wirtsreaktion spiegelt, wurde ein personalisierter Ansatz an-
gestrebt, d. h. bei jedem S. aureus-Carrier oder Patienten sollte die Antikdrperantwort
gegen den eigenen besiedelnden oder invasiven S. aureus-Stamm untersucht werden. Um
auch der Komplexitit der adaptiven Immunreaktion gegen die zahlreichen Virulenz-
faktoren von S. aureus gerecht zu werden, wurden zweidimensionale Immunoblots einge-

setzt. Damit sollte

i) die individuelle Antikdperantwort gegen S. aureus (IgG, IgA und IgM) charakterisiert
werden und
ii) immunogene und nicht-immunogene S. aureus-Proteine moglichst umfassend massen-

spektrometrisch identifiziert werden.

Da die Ergebnisse eine wichtige Rolle von T-Zellen in der Interaktion mit S. aureus nahe-
legen, soll in der Zukunft auch die individuelle T-Zellantwort auf S. aureus-Antigene im
Detail analysiert werden. Die experimentelle Charakterisierung humaner antigenspezi-
fischer T-Zellen ist eine grofe Herausforderung, besonders angesichts der zu erwartenden
Variabilitit. In dieser Arbeit sollte ein Verfahren etabliert werden, das die funktionelle
Untersuchung humaner T-Zellen mit Spezifitit fiir S. aureus-Proteine auf der Ebene

einzelner Zellen ermdglicht.

So soll diese Arbeit einen wesentlichen Beitrag zur Erfassung des Immunproteoms von
S. aureus leisten; der Gesamtheit aller S. aureus-Proteine, die von T- und B-Zellen erkannt

werden.
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Kapitel 5. Ergebnisse

S. aureus kann vielseitige Interaktionen mit dem Menschen eingehen, die von
asymptomatischer nasaler Kolonisierung bis hin zu schweren systemischen Infektionen
reichen. Im Fokus dieser Arbeit liegt die Wechselwirkung von S. aureus mit dem adap-
tiven Immunsystem bei Kolonisierung und Bakteridmie. Wegen der hohen genetischen
Variabilitit der Spezies S. aureus wurde fiir die Untersuchung der Antikorperantwort ein
personalisierter Ansatz gewihlt: Bei jedem Probanden bzw. Patienten wurde die Bindung
der Serumantikorper an das Antigenspektrum des eigenen kolonisierenden bzw. invasiven
S. aureus-Isolates analysiert. Dafiir wurden zweidimensionale Immunoblots (2D-IB) ange-

fertigt.

1. Die anti-S. aureus-Antikorperantwort bei Kolonisierung

Obwohl seit langem bekannt ist, dass ca. ein Drittel der gesunden Bevdlkerung mit
S. aureus besiedelt ist - meist ohne (schwere) klinische Symptome zu entwickeln - weif3
man wenig dariiber, wie das Immunsystem auf die Kolonisierung mit S. aureus reagiert.
Um die Interaktion zwischen dem adaptiven Immunsystem und dem besiedelnden
S. aureus-Isolat genauer zu untersuchen, wurde im ersten Teil der Arbeit die Antikdrper-
antwort bei persistierender S. aureus-Kolonisierung untersucht.

Die in diesem Abschnitt ("Die anti-S. aureus-Antikorperantwort bei Kolonisierung")
dargestellten experimentellen Arbeiten (Immunoblots, Coomassie-Firbung, Neutrali-
sationsassay), die Auswertung der Immunoblots und die Identifizierung der S. aureus

Proteine wurden gemeinsam von der Diplomandin Franziska Bluhm und Julia Kolata

durchgefiihrt.
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1.1 Einschlusskriterien fiir untersuchte S. aureus-Carrier

Um sicherzustellen, dass die Antikérperantwort gegen unterschiedliche S. aureus-Klone
untersucht wird, wurden fiinf S. aureus-Carrier aus der eigenen Kohorte (SH-Studie, vgl.
Kapitel 3. Material, S. 36) nach folgenden Kriterien ausgewahlt:

i) Der Proband musste zweimal im Abstand von mindestens drei Monaten einen
positiven Nasenabstrich aufweisen, was einem dauerhaft besiedelten S. aureus-
Carrier entspricht (persistent carrier, PC).

ii) Die Abstrich-Isolate des Probanden mussten zu beiden Zeitpunkten demselben
S. aureus-Klon zuzuordnen sein.

iii)  Die nasalen bakteriellen Isolate der ausgewidhlten Carrier sollten verschieden sein
und moglichst fiinf der klonalen Hauptlinien von . aureus (clonal cluster, CC)

CC5, CC8, CC15, CC25, CC30 reprasentieren.

Tabelle 2 zeigt die Eigenschaften der ausgewihlten S. aureus -Carrier und der bakteriellen

Isolate, mit denen die nachfolgenden Experimente durchgefiihrt wurden.

Tab. 2. S. aureus -Carrier und ihre kolonisierenden Isolate.

Proband S. aureus-Isolate
Alter Ge- Carrier- | Nasales  spa- Repeat-Sequenz Abgeleiteter
(Jahre)  schlecht! Status Isolat Typ? MLST-CC
28 M2 PC? SH10 t008 11-19-12-21-17-34- CC8
24-34-22-25
20 W+ PC SH15 t056 04-20-12-17-20-17- CC25
12-17-17
23 w PC SH27 t084 07-23-12-34-34-12- CC15
12-23-02-12-23
46 M PC SH39 t012 15-12-16-02-16-02- CC30
25-17-24-24
44 M PC SH42 t002 26-23-17-34-17-20- CC5
17-12-17-16

I M: ménnlich, W: weiblich
2 Genotypisierung anhand des S. aureus Protein A-Gens (spa)
3 persistierender Carrier
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Die ausgewdhlten S. aureus-Isolate wiesen in der PCR die agr-Typen I, II oder III auf.
Keines der . aureus-Isolate kodierte das Panton-Valentin-Leukozidin (pv/) oder das
penicillinbindende Protein 2a (mecA), welches die Methicillinresistenz vermittelt

(s. Anhang, Tab. I, S. 168).

1.2 Neutralisierende Antikérperantwort auf Superantigene

Holtfreter et a/ konnten bereits zeigen, dass S. aureus-Carrier neutralisierende Antikérper
gegen Superantigene ihres jeweiligen besiedelnden Stammes besitzen (99). Um zu priifen,
ob die ausgewihlten Carrier auch in dieser Hinsicht typisch sind, wurden zundchst mittels
Multiplex-PCR die Superantigen-Genmuster der Isolate ermittelt. Wie bei S. aureus-
Klonen aus verschiedenen klonalen Komplexen zu erwarten (74) und in Tab. 3 ersichtlich,
variierte das Superantigen-Genmuster stark. SH39 und SH42 kodierten die Superantigen-
Gene des enterotoxin gene clusters (egc) und ein weiteres Superantigen-Gen; die Stimme

SH15 und SH27 besafien kein Superantigen-Gen.

Tab. 3. Superantigen-Genmuster der kolonisierenden Isolate.

Nasales nicht-egc SAg! egc-SAg?
Isolat
SH10 djr -
SH15 - -
SH27 = =
SH39 tst gimnou
SH42 D gimno
! Superantigene

2 enterotoxin gene cluster (egc)-Superantigene

Um zu Aussagen iiber die klinisch relevante Funktion von anti-Superantigen-Antikérpern
im Serum der Carrier zu gelangen, wurde die neutralisierende Kapazitit der Seren unter-
sucht (99). Dazu wurden wie bei Holtfreter er al. Neutralisationsassays durchgefiihrt. Die

Seren der Carrier wurden mit Uberstinden der S, aureus-Kulturen koinkubiert. Falls
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superantigenspezifische Antikorper in den Seren vorhanden sind, binden bzw. neutrali-
sieren diese die Superantigene in den S. aureus-Kulturiiberstinden. AnschliefSend wurden
mononukledre Zellen aus dem peripheren Blut eines unabhingigen Spenders (peripheral
blood mononuclear cells, PBMCs) hinzugegeben und fiir 72 h inkubiert.

Superantigene induzieren eine polyklonale T-Zellantwort, die unter anderem durch Pro-
liferation der T-Lymphozyten gekennzeichnet ist. Durch den Einbau von 3H-Thymidin
konnte die Proliferation der PBMCs gemessen werden. Neutralisierende Antikdrper in-
hibieren diese T-Zellaktivierung und die PBMC-Proliferation ist deutlich geringer.
Holtfreter et al zeigten, dass Carrier die Superantigene ihres eigenen Stammes neutrali-
sieren konnen (99). Die durch den Kulturiiberstand des Carrier-Isolates induzierte
Proliferation kann bei den hier untersuchten Probanden vom korrespondierenden

Carrierserum allerdings nur teilweise inhibiert werden (Abb. 5).
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Abb. 5. Zum Teil neutralisieren S. aureus-Carrier die Superantigene ihres besiedelnden S. aureus-Isolates.

Seriell verdiinnte Seren wurden fiir 20 min mit Kulturiiberstinden der nasalen S. aureus-Isolate inkubiert.
Da lediglich SH10, SH39 und SH42 fiir Superantigene kodierten, wurden nur die Uberstinde dieser Isolate
verwendet. AnschliefRend wurden humane PBMCs zugegeben (10°/ml) und fiir 72 h inkubiert. Durch 3H-
Thymidin-Inkorporation fiir weitere 17 h wurde die Proliferation der PBMCs erfasst. Die Proliferation der
PBMCs ist als area under the curve dargestellt. Rot hervorgehoben sind die jeweils korrespondierenden Se-
ren. Die S. aureus-Carrier neutralisieren die Superantigene ihres besiedelnden S. aureus-Isolates meist am
besten, aber auch die Superantigene anderer Isolate konnen neutralisiert werden. Es wurden die représenta-

tiven Ergebnisse eines von drei PBMC-Spendern abgebildet.
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1.3 Humorale Immunantwort gegen extrazellulire S. aureus-Proteine

Die Superantigene stellen nur eine kleine Untergruppe der extrazelluliren Proteine von
S. aureus dar. Um einen moglichst umfassenden Uberblick iiber die spezifischen Anti-
korper zu erhalten, die gegen extrazellulire Proteinen von S. aureus gerichtet sind,
wurden die S aureus-Isolate in TSB-Medium kultiviert und aus dem Uberstand der
postexponentiellen Wachstumsphase die Proteine ausgefillt (Abb. 4, Methoden, S. 41).
Durch zweidimensionale Gelelektrophorese (2-DE) wurden die Proteingemische aufge-
trennt: nach ihrem isoelektrischen Punkt in der ersten und ihrem Molekulargewicht in
der zweiten Dimension. Nach Ubertragung auf eine Membran wurde die Antikérper-

bindung an die einzelnen Proteine untersucht (zweidimensionaler Immunoblot, 2D-IB).

1.3.1 Einfluss von Protein A

Das Staphylokokken-Protein A (Spa, staphylococcal protein A) fithrt auf Immunoblots zu
Interpretationsproblemen, weil das Protein die Fe-Termini von humanem IgG bindet.
Dadurch verursacht Protein A ein sehr starkes Signal auf dem Immunoblot, welches nicht
auf antigenspezifischer Bindung beruht und durch seine Intensitit die Detektion von
antigenspezifischen Signalen stark beeintrichtigt (Abb. 6).

Das Problem betrifft den pH-Bereich zwischen 4 und 7, denn hier liegt der isoelektrische
Punkt von Protein A. Es lief8 sich dadurch umgehen, dass mit den zweidimensionalen
Immunoblots nur der pH-Bereich 6-11 untersucht wurde. Die resultierende Verengung
des Blickfelds musste in Kauf genommen werden. Da aber die meisten extrazelluliren
Proteine im pH-Bereich 6-11 migrierten, waren die typischen Reaktionsmuster trotz

dieser Einschrankung klar erkennbar.
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Abb. 6. Antikorperbindung durch Protein A.

Exemplarisch wurden 30 pg extrazellulire Proteine des Bakteridmie-Isolates 337inv im 2D-Gel im pH-Be-
reich 4-7 aufgetrennt. Die Proteine wurden entweder mit Coomassie-Brilliant-Blau gefirbt (links) oder auf
eine PVDF-Membran transferiert und mit einem humanen Serumpool (1:10.000-Verdiinnung) inkubiert.
Durch Zugabe von anti-human-IgG-HRP und Luminolsubstrat wurde die Antikdrperbindung visualisiert
(rechts). Protein A (markiert; pI ca. 5,5) induzierte ein starkes Signal auf dem 2D-IB, weil es humanes IgG
am Fc-Teil bindet; ein Signal entsteht, das mit spezifischer Antigen-Antikérper-Bindung nichts zu tun hat.
Um Fehlinterpretationen zu vermeiden, wurden die folgenden Untersuchungen auf den pH-Bereich 6-11
eingeschrinkt.

1.3.2 Exoproteome der kolonisierenden Isolate

Die Gemische der extrazelluliren Proteine (Exoproteom) wurden aufgetrennt (Abb. 7A)
und mittels Coomassie-Brilliantblau-Farbung der priparativen SDS-Gele wurden die
Proteinspots visualisiert.

Die Exoproteome der fiinf S. aureus-Isolate waren komplex (151-277 Spots) und unter-
schieden sich stark voneinander. Durch massenspektrometrische Analysen wurden die
jeweils starksten Spots, d. h. die in der Coomassie-Brilliantblau-Farbung sichtbaren Spots

(41-73) identifiziert (Tab. 4 und Anhang: Abb. i-v, S. 169ff).
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Tab. 4. IgG-Bindung an identifizierte Proteine der kolonisierenden Isolate von fiinf S. aureus-Carriern.

.. . - Referenz Lokali- Mw SH- SH- SH- SH- SH-
Abkiirzung Name Funktion NCBI UniProt ORF-ID sation Psort | pI (kDa) 10 15 27 39 42
Aaa Autolysin Zellwandsynthese/- 88194219 | Q6GJK9 | SAOUHSC_00427 |ec 9,98 9,99 | 35836 g

degradation N +
Atl Bifunktionelles Autolysin Zellwandsynthese/- 88194750 | Q6GI31 | SAOUHSC_00994 |ec 9,99 | 10,08 | 137384
degradation + + + + +
Geh Glycerolesterhydrolase Virulenz 88194101 | B4XGS3 | SAOUHSC_00300 |ec 9,99 | 9,55 | 76387 W )
+ + +
HigB Gamma-Hamolysin, Hamolysin 88196350 | POA075 | SAOUHSC_02710 |ec 9,7319,81 |[36711
Untereinheit B + + + +
HigC Gamma-Hamolysin, Untereinheit C | H&molysin 88196349 | A7U4Y9 | SAOUHSC_02709 |ec 9,73 19,75 | 35614
+ + + + +
LtaS Glycerolphosphat-Lipoteichon-saure- | Zellwandsynthese/- 88194493 | Q2FIS2 | SAOUHSC_00728 | m 9,99 | 9,47 | 74400
synthase degradation + + + + +
Nuc Thermonuclease Virulenz 88194577 | Q6GB41 | SAOUHSC_00818 | ec 9,99 19,72 | 25120
+ +
ScpA /SspP Staphopainthiolproteinase Virulenz 88195808 | Q6G824 | SAOUHSC_02127 |ec 9,73 | 10,07 | 44262
+ + +
Hla Alpha-Hamolysin Hamolysin 88194865 | A6QG63 | SAOUHSC_01121 | ec 9,99 9,19 | 35973
+ + +
IsdA Eisen-reguliertes oberflachen- Virulenz 88194829 | Q6T1Q8 | SAOUHSC_01081 | cw 9,99 | 10,26 | 38745
determinierendes Protein A + + + +
Lip Lipase Virulenz 88196625 | A5IW97 | SAOUHSC_03006 |ec 9,73 7,66 |76675 )
+
Plc 1-Phosphatidylinositol- Virulenz 88193871 | ASINW7 | SAOUHSC_00051 |ec 9,97 | 8,63 | 37087
Phosphodiesterase + +
SAOUHSC_02241 | Zweikomponententoxin Toxin 88195914 | Q7A4L0 | SAOUHSC_02241 |ec 9,73 19,06 |38686
+ + + +
Pbp3 Penicillin-bindendes Protein 3 Zellwandsynthese/- 88195360 | A6QH95 | SAOUHSC_01652 | m 9,829,733 | 77238
degradation + +
GlpQ Glycerophosphoryl- Fettsaure-/Phospholipid- | 88194654 | ASIRD7 | SAOUHSC_00897 | unkn 4,86|9,15 | 35311
Diesterphosphodiesterase Metabolismus +
LukE Leukotoxin E Untereinheit Toxin 88195648 | Q2FXB0 | SAOUHSC_01955 | ec 9,5519,80 |33669
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Tab. 4. IgG-Bindung an identifizierte Proteine der kolonisierenden Isolate von fiinf S. aureus-Carriern. Fortsetzung

Abkiirzung Name Funktion NCBI UniProt | Referenz ORF-ID Is-:tl?z:- Psor | pI ?:I(‘ga) 13(;-' g 15: : g;l g g;l g fg‘ :
HIgA Gamma-Hamolysin, Untereinheit A | Hamolysin 88196348 | Q6GE14 | SAOUHSC_02708 ec 9,73 | 10,10 | 34956 +
IsaB Immundominantes Antigen B unbekannt 88196593 Q2FDM1 | SAOUHSC_02972 unkn 3,33 [10,23 | 19370
LukD Leukotoxin D Untereinheit Proteinbiosynthese | 88195647 | Q2YTQ4 | SAOUHSC_01954 ec 9,98 [9,65 |36889
SAOUHSC_02243 | Uncharakterisiertes Leukocidin- Toxin 88195915 | Q93115 SAOUHSC_02243 ec 9,73 |9,95 |40434
ahnliches Protein 2 i
SplB Serinprotease SplB Virulenz 88195635 |Q6G8C2 | SAOUHSC_01941 ec 9,73 9,69 |26096 | . +
SplE Serinprotease SplE Virulenz 88195631 | A6QHZ2 | SAOUHSC_01936 ec 9,73 |9,82 |25679
Aur Aureolysin Virulenz 88196592 | ABQKD2 | SAOUHSC_02971 ec 9,97 |4,74 | 54986 +
BlaR Beta-Lactamaseregulator Zellwandsynthese/- | 161508255 | A8Z5P1 HMPREF0776_pUSA | unkn unkn | 9,56 |69168
degradation 300HOUMS0013 +
BlaR1 Beta-Lactamaseregulator BlaR1 Zellwandsynthese/- | 16119211 ABU5C6 | SAP0O11 m 9,99 |9,50 |[47546
degradation +
HMPREF0776_pUS | Uncharakterisiertes Protein unbekannt 161508252 | A8Z5N8 | HMPREF0776_pUSA | unkn unkn |8,75 |21085
A300HOUMS0010 300HOUMS0010
RplE 50S ribosomales Protein L5 Proteinbiosynthese | 88196150 | A5IV22 SAOUHSC_02500 ic 8,87 |9,95 |20267 +
SACOL2666 N-Acetylmuramyl-L-Alaninamidase | Zellwandsynthese/- | 57652384 | ABZ5E3 | SAOUHSC_02979 ec 9,73 |6,34 |69253
degradation +
SAOUHSC_01332 | Hypothetisches Protein unbekannt 88195062 | Q8NWV4 | SAOUHSC_01332 unk 2,5 9,80 | 33572 +
SAR2107 Leukocidin-ahnliches Protein 1 Toxin 49484248 | Q6GF50 | SAR2107 ec 9,73 [9,00 |38674 +
SAR2504 Aminosaure-ABC-Transporter Transport-/ 49484630 | Q6GE19 | SAR2504 unk 3,3 10,01 | 28813
Bindeprotein i
SasH 5-Nucleotidase Virulenz 88193846 | A7WWR4 | SAOUHSC_00025 cw 10 10,00 | 83424 +
Ser Enterotoxin R Toxin 257794509 | Q76LS8 | SAOG_02472 ec unk 8,89 |30018
SplF Serinprotease SplF Virulenz 88195630 | A7X3Q5 | SAOUHSC_01935 ec 9,73 |9,68 |25655 +
TrpS Tryptophanyl-tRNA-Synthetase Proteinbiosynthese | 88194690 | Q6GI89 | SAOUHSC_00933 ic 9,98 |8,15 | 36909
Tst Toxisches-Schock-Syndrom- Toxin 15925001 AOFIN2 SAV2011 ec 9,99 |9,30 |26316

Toxin 1

! grau unterlegt: Protein wurde im extrazelluliren Proteom des S. aureus-Isolates dieses Carriers identifiziert.

2 +; IgG-Bindung

3 (+); IgG-Bindung an einige, aber nicht alle Protein-Spezies.
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Abb. 7. IgA- und IgG-Bindung an extrazellulire bakterielle Proteine des besiedelnden S. aureus-Isolates bei
gesunden Carriern.

Zweidimensionale Minigele (pI 6-11, 10-150 kDa) der nasalen S. aureus-Isolate SH10, SH15, SH27, SH39
und SH42 wurden angefertigt. Die mit Coomassie-Brilliantblau gefirbten Exoproteome sind in (A) darge-
stellt. Im anschlieffenden Westernblot mit dem jeweiligen korrespondierenden Serum des Carriers
(1:10.000-Verdiinnung) als Primédrantikorper wurde die IgA- (B) und die IgG-Antwort (C) der Carrier er-
fasst. Alle Carrier wiesen eine intensive IgG-Bindung an zahlreiche Proteine im Exoproteom ihres jeweili-
gen besiedelnden Isolates auf. Um zu priifen, inwieweit die Antikdrperbindungsmuster der beiden Isotypen
iibereinstimmen, wurde ein Overlay der IgA-Antwort (blau) mit der IgG-Antwort (orange) angefertigt (D).
Im pH-Bereich 6-11 ist die IgA-Bindung weniger ausgeprigt als die IgG-Bindung. (E) stellt die Overlays der
IgG-Bindungsmuster (blau) mit dem Exoproteom (orange) dar. Besonders die basischen Proteine wurden
von allen Carrierseren gut abgedeckt. Dargestellt ist ein reprisentatives von mindestens zwei unabhingigen
Experimenten.

1.3.3 Bindung von Serum-IgA an extrazellulire S. aureus-Proteine

S. aureus-Carrier weisen hohe Keimzahlen auf den Nasenschleimhiuten auf. Die auf den
Schleimhduten dominierende Antikdrper-Klasse ist IgA. Deshalb wurde als erstes die

Bindung von Serum-IgA mit 2D-IBs untersucht. Die extrazelluliren S. aureus-Proteine
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wurden aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und anschlieffend mit den Seren der
Carrier inkubiert. Nach Zugabe eines IgA-spezifischen Sekundérantikérpers wurde die
IgA-Bindung an die bakteriellen Proteine quantifiziert.

Die extrazelluliren Proteine der S. aureus-Isolate wurden jeweils mit dem korrespon-
dierenden Carrier-Serum inkubiert. Alle Carrier wiesen eine Serum-IgA-Bindung an Exo-
proteine ihres kolonisierenden S. aureus-Stammes auf, allerdings wurde jeweils nur ein
kleiner Teil der Antigene erkannt: 36-74 Spots auf den 2D-IBs im Vergleich zu 151-277
Proteinspots auf den 2D-Gelen. Die IgA-Spotmuster der untersuchten Carrier waren

individuell verschieden.

1.3.4 Bindung von Serum-IgG an extrazellulire S. aureus-Proteine

IgG stellt mit ca. 10 g/l den grofiten Anteil der Antikérper im humanen Serum dar. Des-
halb sollte auch die IgG-Bindung an die extrazelluliren Proteine der besiedelnden Isolate
untersucht werden.

Im Vergleich zu den IgA-2D-IBs wiesen die IgG-2D-IBs deutlich mehr Spots auf (Abb. 7C
und D). Beim S. aureus-Isolat SH39 mit korrespondierendem Serum wurden die meisten
Spots erfasst (92), beim S. aureus-Isolat SH15 mit korrespondierendem Serum lediglich 76
Spots. Diese waren iiber die gesamte Fliche der Membranen verteilt (Abb. 7D). IgG-
Bindung erfolgte an basische Proteine (z.B. bifunktionelles Autolysin Atl) und nahezu
neutrale Proteine (z.B. a-Hdmolysin, Hla), an grofie Proteine (z.B. Penicillinbindendes
Protein 3, Pbp3) ebenso wie Proteine mit geringeren Molekulargewichten wie

Staphopain-Thiolproteinase SspP (Tab. 4).

Die Beobachtung von Holtfreter et al. (99), dass Carrier die Superantigene ihres besiedeln-
den Isolates besser neutralisieren konnen als Nicht-Carrier oder Carrier eines S. aureus-
Stamms mit anderen Superantigen-Genen, legt die Vermutung nahe, dass Carrier eine
stammspezifische adaptive Immunantwort gegen ihren besiedelnden S. aureus-Stamm
entwickeln. Um zu untersuchen, ob diese stammspezifische Antikorperantwort auch bei

anderen Proteinen zu beobachten ist, sollte zusiatzlich untersucht werden, ob bei Carriern
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die Antikorperbindung an das Exoproteom des eigenen besiedelnden Isolates stirker
ausgepragt ist als an das eines anderen S. aureus-Stamms. Deshalb wurde die IgG-Bindung
der Seren aller fiinf Carrier und die extrazelluldren Proteome aller fiinf kolonisierenden

S. aureus-Stamme miteinander verglichen.
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Abb. 8. 2D-IgG-IB-Matrix.

Extrazellulire Proteingemische der stationdren Phase der S. aureus-Isolate SH10, SH15, SH27, SH39 und
SH42 wurden auf 2D-Minigelen aufgetrennt (1. Dimension: 10-150 kDa; 2. Dimension: pH 6-11). Die Pro-
teine wurden auf PVDF-Membranen transferiert und jedes Proteingemisch wurde mit den Seren der fiinf
Carrier inkubiert. Mittels Ziege-anti-human-IgG-Sekundarantikérper und Luminolsubstrat wurden die IgG-
Bindungsmuster detektiert. In den Spalten der Matrix sind die Proteingemische der S. aureus-Isolate aufge-
tragen, in den Zeilen die Seren der Carrier. Die Diagonale der Matrix von links oben nach rechts unten zeigt
die 2D-IBs der S. aureus-Carrier mit den korrespondierenden nasalen Isolaten. Die 2D-IBs der korrespon-
dierenden Paare zeigten umfassende IgG-Bindungsmuster; allerdings wurde das Isolat SH27 von allen Seren
gut erkannt und das Serum SH39 deckte alle Exoproteome der fiinf untersuchten 5. aureus-Isolate besonders
gut ab. Dargestellt ist ein représentatives Ergebnis aus mindestens zwei unabhéngigen Experimenten.

In der in Abb. 8 dargestellten 2D-IB-Matrix sind horizontal die S. aureus-Isolate und

vertikal die Carrier-Seren dargestellt. In der umrandeten Diagonale sind die korrespon-
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dierenden Paare (kolonisierendes S. aureus-Isolat und zugehoriges Carrier-Serum) abge-
bildet; auf den anderen Flichen handelt es sich jeweils um eine "Fehlpaarung" von
S. aureus-Isolat und Carrier-Serum.

Die Spotmuster waren sehr variabel. Es fillt auf, dass alle 2D-IBs mit dem Exoproteom
von S. aureus SH27 ein sehr starkes Spotmuster aufwiesen. Ebenso zeigten die 2D-IBs mit
dem Serum SH39 ausgeprigte Spotmuster; auf den 2D-IBs mit dem Serum SH27 waren
hingegen weniger und schwichere Spots zu erkennen.

Um die IgG-Bindung zu quantifizieren, wurden Anzahl und Intensitidt der 2D-IB-Spots
ermittelt und normalisiert (s. Methoden, S. 57) (Abb. 9). Bei drei der fiinf Carrier war die
IgG-Bindung an den eigenen S aureus-Stamm am stdrksten, aber auch bei den beiden
anderen Carriern war die Antikdrperbindung an das Exoproteom des eigenen Stamms
ausgepragt. Umgekehrt wurde das Exoproteom von drei S. aureus-Stimmen vom
humoralen Immunsystems ihres Carriers am besten erkannt, bei den beiden anderen

S. aureus-Stimmen am zweitbesten. Bei den Paaren SH15 und SH42 lag die relative

Abdeckung bei =70 %.

S.aureus  SH10  SH15  SH27  SH3S  SH42

Serum

SH10 - 49 51
SH15 5 69 - 64 79 -

67 60

SH27 17 61 26 65 e
>40 <60 %

SH39 as 30 78 62
>20<40%
SH42 38 - 16 13 67 0%

Abb.9. Die IgG-Bindung von Carrierseren an das Exoproteom des eigenen besiedelnden S. aureus-Isolates ist
besonders stark ausgeprigt.
Fiir einen direkten Vergleich der Spotmuster wurde die Intensitdt der Spots aller 2D-IBs in der 2D-IgG-IB-

Matrix bestimmt und fiir jedes Serum auf das am besten abgedeckte Exoproteom (= 100%) normalisiert (vgl.
Methoden, S. 57). Drei der fiinf Carrierseren decken das Exoproteom des korrespondierenden nasalen
Isolates am besten ab (100 %); die iibrigen zwei Seren erreichen 67 bzw. 69 %.

Farbkodierung der relativen aufsummierten Intensititen der 2D-IBs: Rot: > 80 %, orange: > 60 < 80 %, gelb:
> 40 < 60 %, blassgelb: > 20 < 40 %, weifs: < 20 %.
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1.4 Proteinidentifizierung

Um die Antikdrperbindung auf den 2D-IBs einzelnen S. aureus-Proteinen zuzuordnen,
wurden die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse der Exoproteome mit den
2D-IB-Daten verkniipft. Dafiir wurden die Gelbilder der Exoproteome und die 2D-IB-
Bilder digital iibereinandergelegt. Bei den komplexen Spotmustern ermoglichte dieses
Verfahren eine eindeutige Zuordnung. Die Intensititen aller Spots auf den 2D-IBs, die
dasselbe Antigen reprisentieren, wurden summiert, um die IgG-Gesamtbindung an jedes
Antigen mit all seinen Proteinspezies, wie z. B. Isoformen und Fragmenten, zu ermitteln.
Damit war ein Vergleich der Bindungsintensitidten an unterschiedliche Proteine méglich.
In Tab. 4 sind die Proteinnamen der identifizierten Proteine eingetragen. Die 41-73
identifizierten Spots jedes Exoproteoms gehorten zu 15-23 Proteinen.

Wie Tab. 4 zeigt, war der Grofsteil der identifizierten Proteine (85,7 %) chromosomal ko-
diert, fiinf Proteine auf mobilen genetischen Elementen (MGEs) (HMPREF0776_pUSA
300HOUMSO0010, BlaR, BlaR1, Ser, TSST-1). Acht Proteine wurden in allen fiinf Exo-
proteomen identifiziert: die Autolysine Aaa und Atl, die y-Hdmolysin-Untereinheiten B
und C, Glycerolesterhydrolase (Geh), Staphopain-Thiolproteinase (SspP), sowie Glycerol-
phosphat-Lipoteichonsdure-Synthase (LtaS) und Thermonuklease (Nuc). Dreizehn Pro-
teine wurden jeweils nur in einem Isolat identifiziert; zwei davon sind typische intra-
zelluldre Proteine (Tryptophanyl-tRNA-Synthetase TrpS, 50S ribosomales Protein RplE).

Es wurden also hauptséchlich konservierte Proteine identifiziert.

1.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Nicht nur gegen die Superantigene des kolonisierenden S. aureus-Isolates - wie von
Holtfreter et al gezeigt (99) - sondern auch gegen zahlreiche extrazelluldre Proteine
wurde eine IgG-Antwort gemessen. Obwohl die 6kologische Nische von §. aureus die
Nasenschleimhaut ist, wurden weniger Antigene durch IgA als durch IgG gebunden.
Diese Ergebnisse konnten auf eine spezifische Antikérperantwort bei S. aureus-Carriern

gegen die sezernierten Proteine des besiedelnden S. aureus-Isolates hinweisen.
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2. Die anti-S. aureus-Antikorperantwort bei systemischer Infektion

Obwohl S. aureus ein Drittel der gesunden Bevolkerung ohne klinische Symptome im
Nasenvorhof besiedelt, ist dieser Mikroorganismus einer der hidufigsten Sepsiserreger (46,
163). Die Interaktion zwischen dem angeborenen Immunsystem und S. aureus bei einer
systemischen Infektion sind bereits recht umfassend untersucht worden; iiber das Ver-
halten des adaptiven Immunsystems ist weniger bekannt. Es konnte in dieser Arbeit im
Rahmen einer doppelt-verblindeten, randomisierten, Placebo-kontrollierten klinischen
Studie zwolf Infektionsverldufe analysiert werden (117). Das Hauptanliegen von Bode
et al. war, zu priifen, ob Screening und Dekolonisierung von S. aureus-Carriern die
Inzidenz nosokomialer Infektionen senkt; dies war der Fall.

Kolonisierende und invasive S. aureus-Isolate sowie Patientenseren aus dieser Studie
wurden von L. G. M. Bode zur Verfiigung gestellt. Da es sich um eine prospektive kli-
nische Studie handelte, wurden bereits vor Ausbruch der Infektion Serumproben asser-
viert. Das Genom der Spezies S. aureus ist hochvariabel, deshalb wurde fiir diese Unter-
suchungen ein personalisierter Ansatz gewihlt: Bei jedem Patienten wurde die Anti-
korperantwort gegen den eigenen invasiven (bzw. kolonisierenden) S. aureus-Stamm

mittels 2D-IBs untersucht.

2. 1 Patientendaten

In eine klinische Studie von Bode et al. wurden am Erasmus Medical Center, Rotterdam
2023 Hochrisikopatienten eingeschlossen. Bei fiinfzehn Patienten wurde eine S. aureus-
Sepsis diagnostiziert. Deren Seren (vor Infektion, bei Diagnose, wihrend der Infektion),
sowie die kolonisierenden und invasiven S. aureus-Isolate wurden in dieser Arbeit im
Detail analysiert. Von drei Patienten lag nur eine Serumprobe vor oder es fehlte die
Serumprobe zum Zeitpunkt vor der Infektion. Sie wurden von den weiteren Unter-
suchungen ausgeschlossen. Die klinischen Daten, der zwolf untersuchten Patienten sind

in Tab. 5 zusammengestellt.
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Vier der zwolf Patienten wurden mit Immunsupressiva behandelt. Von den immun-
kompetenten Patienten entwickelten vier Carrier eine endogene (103, 307, 337, 1362) und
ein Carrier eine exogene Infektion (1255); die drei Nicht-Carrier (302, 703, 771) er-
krankten an exogenen Infektionen. Drei der untersuchten Patienten verstarben an den

Folgen der S. aureus-Infektion.
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Tab. 5. Patientendaten

Tage der Serumgewinnung

Patient Alter Ge- Carrier- Infektions- Hospitalsierungsgriinde Komorbidi- Immun- Uberleben Todesursache vor Dia- wahrend Infektion
(Jahre) schlecht status typ titen suppressiva Infektion gnose
103 55 M Carrier endogen Septischer Schock nach HIV-positiv N verstorben, Multiples Organver- d-231 do -
Rekonstruktion eines d7 sagen durch Sepsis
Narbenbruchs
307 66 w Carrier endogen Evaluation postoperativer, - N Uberlebt d-7 do d19
abdominaler
Beschwerden
337 35 M Carrier endogen Einsetzen eines CAPD- Nierentrans- N Uberlebt d -165 do d 15
Katheters plantat
502 46 w Carrier endogen Lebertransplantation Leberzirrhose ) Uberlebt d-4 do dia
und
-transplantat
1328 40 M Carrier endogen FuBamputation Nieren- und J Uberlebt d-0 do d10
Pankreastrans-
plantat
1362 72 M Carrier endogen Ischamischer Ful® - Uberlebt d-10 do d15
1255 59 M Carrier exogen Ischamischer FuR - verstorben, Septischer Schock d-115, do di1-2,d3
da durch spontane d-3,
bakterielle d-2
Peritonitis
302 60 W Nicht- exogen Partielle Leberresektion - N Uberlebt d-10 do d1-2,d4,d5,d9
Carrier
703 87 M Nicht- exogen Allgemeines Unwohlsein - N Uberlebt d-28 do -
Carrier
771 49 M Nicht- exogen Abszess nach - N Uberlebt d-52 do d7
Carrier Implementation einer
vaskuldren Prothese
1264 55 M Nicht- exogen Zerebraler Embolus Enteropathie J verstorben, Multiples Organver- d-114 do -
Carrier mit do sagen durch Sepsis
Proteinverlust und Endokarditis
1725 20 W Nicht- exogen Nierentransplantation Nierentrans- J Uberlebt d-12 do d1-7,d9-13, d14,d 16,
Carrier plantat d 18-22,d 28, d 35, d 38,

d57,d71-73,d 76
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2.2 Genotypisierung der kolonisierenden und invasiven S. aureus-Isolate

Die isolierten kolonisierenden und invasiven S. aureus-Stimme wiesen unterschiedliche
Virulenzgene auf. MLST und spa-Typisierung zeigten, dass sie zu verschiedenen klonalen
Linien gehorten (CC8, CC12, CC15, CC30, CC45) (Tab. 6). Drei Isolate konnten keiner
klonalen Linie zugeordnet werden und die Isolate 1255inv, 1328inv sowie 1362linv waren
klonal verwandt (CC8, spa-Typ t064). Zwei weitere Isolate, 307inv und 1264inv, unter-
schieden sich lediglich in einem Repeat des spa-Gens (CC8, spa-Typen t2238 und t008).
Die folgenden Untersuchungen konzentrierten sich auf die acht immunkompetenten
Patienten. Thre invasiven S. aureus-Stimme unterschieden sich deutlich von einander
(Vgl. spa-Typen sowie das Muster der Virulenzgene in Tab. 6).

Bei vier der fiinf Carrier bestdtigte die Genotypisierung die klonale Identitit des koloni-
sierenden mit dem invasiven Isolat. Sie hatten also eine endogene Infektion entwickelt.
Eine Ausnahme bildete der Carrier 1255; bei ihm wurde eine exogene Infektion dia-
gnostiziert (Tab. 6).

Die S. aureus-Isolate wiesen unterschiedliche Kombinationen von Superantigen-Genen
auf: Bei 337inv und 337col konnte kein Superantigen-Gen nachgewiesen werden. Die
Isolate 103inv und 103col kodierten lediglich fiir das exfoliative Toxin D. Kein Isolat
besaly agr/V oder pvi Alle untersuchten S. aureus-Stimme waren Methicillin-sensitiv

(mecA-negativ).
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Tab. 6. Charakterisierung der kolonisierendend und invasiven S. aureus-Isolate.

Virulenzgene

Genotypisierung

Patient S. aureus- Carrierstatus  Infektions- agr egc-SAg Nicht-egc eta, mecA pvl spa-Typ Repeat-Sequenz spa-CC abgeleiteter
Isolat typ SAg etd MLST-CC
103 103inv Carrier endo © 1 - - etd - - 1937 08-16-34-24-34-34-17-17 singleton
103 103col 1 - - etd - - t937 08-16-34-24-34-34-17-17 singleton
307 307inv Carrier endo 1 - djr - - - 12238 11-19-12-02-17-34-24-34-22-25 CCo64 CC8
307 307col 1 - djr - - - t2238 11-19-12-02-17-34-24-34-22-25 CCco64 ccs8
337 337inv Carrier endo 2 - - - - - t084 07-23-12-34-34-12-12-23-02-12-23 CC084 CC15
337 337col 2 - - - - - t084 07-23-12-34-34-12-12-23-02-12-23 CCo84 CC15
502 502inv Carrier endo 2 - bp - - - t160 07-23-21-24-33-22-17 CC160 CC12
502 502col 2 - bp - - - t160 07-23-21-24-33-22-17 CC160 CC12
1328 1328inv Carrier endo 1 - bkaq - - - t064 11-19-12-05-17-34-24-34-22-25 CCo64 CC8
1328 1328col 1 - bkgqg - - - t064 11-19-12-05-17-34-24-34-22-25 Cco64 Ccc8
1362 1362-l inv Carrier endo 1 - bkaq - - - t064 11-19-12-05-17-34-24-34-22-25 CCo64 CC8
1362 1362-Il inv 1 - bkaq - - - t064 11-19-12-05-17-34-24-34-22-25 CCo64 CC8
1362 1362col 1 - bkqg - - - t064 11-19-12-05-17-34-24-34-22-25 Cco64 ccs8
1255 1255inv Carrier exo > 1 - bkaq - - - t064 11-19-12-05-17-34-24-34-22-25 CCo64 CC8
1255 1255col 1 gimno cltst - - - 1026 08-16-34 n.b.*
302 302inv Nicht-Carrier  exo 1 imno cltst - - - t015 08-16-02-16-34-13-17-34-16-34 CC015 CC45
703 703inv Nicht-Carrier  exo 3 gimnou h tst - - - t5337 04-44-31-12-16-34-16-12-25-22-22-34 singleton
771 771inv Nicht-Carrier  exo 3 gimnou atst - - - t012 15-12-16-02-16-02-25-17-24-24 CC012 CC30
1264 1264inv Nicht-Carrier  exo 1 - djr - - - t008 11-19-12-21-17-34-24-34-22-25 CCo64 CC8
1725 1725inv Nicht-Carrier  exo 2 gimno - - - - t209 07-16-12-23-34 singleton

! Mittels Ridom Software vom spa-Typ abgeleiteter MLST-CC

76

2Endogene Infektion

% Exogene Infektion

4 Nicht bestimmbar
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2.3 Exproteome der invasiven S. aureus-Isolate

Um die Zusammensetzung der Exproteome der Isolate zu charakterisieren, wurden
praparative 2D-Gele angefertigt. Die Spotmuster waren sehr variabel, dabei aber von ver-
gleichbarer Komplexitit: Es wurden zwischen 122 und 173 Spots je Exoproteom erfasst
(Abb. 10 und Tab. 7). Lediglich das Exoproteom von 1264inv zeigte deutlich weniger, d. h.
nur 75 Spots.

1255inv 1255col
" e
302inv 703inv 771inv
» T - -
e - -
103inv ~ 307inv 337inv . 1362linv
Jw g - -
A - B s ’
- — | = 3
502inv 1264inv 1328inv 1725inv
ooy . |150kDa
L] ‘.9 " . <t . .
R & -
10 kDa

lle——F—— 6

Abb. 10. Exoproteome der invasiven S. aureus-Isolate und 1255col.

Jeweils 100 pg der extrazelluldren Proteine der invasiven S. aureus-Isolate und 1255col wurden auf 11 cm
IPG-Streifen in pH-Bereich 6-11 aufgetrennt und in der zweiten Dimension nach den Molekulargewichten
separiert (10-150 kDa). Die Proteine wurden mit Flamingo®-Losung gefirbt und die Fluoreszenzsignale bei
532 nm mit einer Auflésung von 100 pm aufgenommen. Alle S. aureus-Isolate wiesen ein komplexes Spot-
verteilungsmuster mit 122-173 Proteinspots auf. Eines von zwei unabhingigen Experimenten ist gezeigt.
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Die Flamingo®-gefirbten Proteinspots wurden anschlieffend mittels massenspektro-
metrischer Analyse identifiziert. Zu den abundanten Proteinen, die in allen Exo-
proteomen identifiziert wurden, gehorten bifunktionelles Autolysin (Atl), Glycero-
phosphoryldiester-Phosphodiesterase (GlpQ), Lipase (Lip), Glycerolphosphat-Lipo-
teichonsdure-Synthase (LtaS) Thermonuclease (Nuc) und Staphopain-Thiolproteinase
(SspP). In mindestens vier S. aureus-Stimmen wurden folgende Proteine identifiziert:
Autolysin (Aaa), Glycerolester-Hydrolase (Geh), y-Hamolysin-Untereinheiten A, B und C
(HlgA, HlgB, HlgC), penicillinbindendes Protein 3 (Pbp3), das uncharakterisierte leuko-
zidindhnliche Protein 2 (SAOUHSC_02243), 1-Phosphatidylinositol-Phosphodiesterase
(Plc), das ribosomale Protein L5 (RplE) und o-Hémolysin (Hla). Nur in jeweils einem
Isolat fanden sich unter anderem das Toxische-Schock-Syndrom-Toxin-1 (TSST-1), das
exfoliative Toxin D (EtD) oder der epidermale Zelldifferenzierungs-Inhibitor B (EdinB)
(Tab. 8, Anhang: Abb. vi-xii, S. 175ff).

Die hohe Variabilitdt der Spezies S. aureus zeigte sich also auch in ihren Exoproteomen:
17 identifizierte Proteine sind auf MGEs kodiert, wohingegen 59 chromosomal kodiert
werden. Lediglich sechs der identifizierten Proteine (Atl, GlpQ, Lip, LtaS, Nuc, SspP)

lieflen sich bei allen untersuchten Isolaten nachweisen.

2.4 Antikorperantwort im Verlauf einer systemischen Infektion

Im Folgenden sollte die IgG- und IgM-Antwort der immunkompetenten Patienten unter-
sucht werden. Mit 2D-IBs ist eine individualisierte Analyse der Antikdrperantwort eines
jeden Patienten gegen seinen eigenen invasiven S. aureus-Stamm moglich. Da - zeitlich
versetzt - mehrere Serumproben von jedem Patienten asserviert wurden, kann mit dem

klinischen Material auch die individuelle Kinetik der Antikorperantwort erfasst werden.
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2.4.1 Vor der Infektion unterschieden sich die anti-S. aureus-IgG-Bindungsprofile der

(zukiinftigen) Patienten stark von einander
Um die basale Antigenbindung zu analysieren, die bereits vor der Infektion bestand,

wurden 2B-IBs angefertigt, bei denen die vor der Infektion asservierten Seren verwendet

wurden (Abb. 11, Anhang: Abb. xiii-xv, S. 182ff).
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Abb. 11. Die basale IgG-Bindung an S. aureus-Proteine unterscheidet sich bei spiteren exo- und endogenen
Infektionen.

Stellvertretend fiir alle sieben immunkompetenten Patienten ist das bereits vor der Infektion bestehende
anti-S. aureus-IgG-Bindungsmuster von Carrier 307 (endogene Infektion) (A) und Non-Carrier 302 (exo-
gene Infektion) (B) dargestellt. Proteine, die wihrend des postexponentiellen Wachstums von S. aureus
freigesetzt worden waren (Exoproteom), wurden durch 2D-GE (pH 6-11, 10-150 kDa) aufgetrennt und mit
Flamingo® gefdrbt. Parallel wurden die sezernierten bakteriellen Proteine auf PVDF-Membranen trans-
feriert und mit dem korrespondierenden Patientenserum, welches vor Infektion abgenommen worden war,
inkubiert. Die Bindung der anti-S. aureus-IgG-Spezifititen wurde mit einem Peroxidase-gekoppelten Se-
kundirantikérper und Luminolsubstrat gemessen. Im Uberlagerungsbild (Proteine — orange; IgG-Bindung —
blau dargestellt) zeigt sich, dass die IgG-Antwort des Carriers an seinen kolonisierenden S. aureus-Stamm
(A) stdrker ist, als die IgG-Bindung des Non-Carrierserums an den exogenen Stamm, der spiter die Infektion
verursachte (B). Ein reprédsentatives Ergebnis von drei unabhéngigen technischen Replikaten ist dargestellt.

In Abb. 11 sind die Exoproteome und die Over/ays mit den 2D-IBs vor Infektion fiir zwei
Patienten dargestellt, die Daten der anderen Patienten finden sich im Anhang (S. 182ff,
Abb. xiii-xv). Die 2D-IBs der Carrier zeigten komplexe IB-Spotmuster, wohingegen die
2D-IBs der Nicht-Carrier deutlich weniger Spots ausbildeten. Bei Carriern wurden im
Mittel 69,5 Spots auf den 2D-IBs erfasst; bei Nicht-Carriern im Mittel nur 57 Spots. Auch

fiir die immunsupprimierten Patienten trafen diese Beobachtungen zu, wobei bei Patient
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1264 aufgrund seiner Enteropathie mit Proteinverlust lediglich drei Spots auf dem 2D-IB

erkennbar waren.

2.4.2 Die IgM-Antwort im Infektionsverlauf

Wird das adaptive Immunsystem das erste Mal mit einem bestimmten Antigen konfron-
tiert, so fithrt dies zu einer antigenspezifischen IgM-Antwort; andere Antikorperklassen
werden erst bei wiederholtem Kontakt gebildet. Da fiir diese Primdrantwort noch keine
T-Zellhilfe notwendig ist, wird antigenspezifisches IgM bereits 3 d nach Antigenkontakt
sezerniert. Fiir die Untersuchung des anti-S. aureus-IgM-Profils bei systemischer
S. aureus-Infektion wurden die Patienten 302 (exogene Infektion) und 307 (endogene In-
fektion) ausgewdhlt: In diesen beiden Fillen standen Seren aus einem geeigneten Zeit-

fenster (maximal 7 d nach Diagnose) zur Verfiigung.
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Abb. 12. Unterschiedliche IgM-Kinetiken im Verlauf von exo- und endogenen S. aureus-Infektionen.

Der Zeitverlauf der IgM-Antwort bei einer S. aureus-Invasion ist fiir Patient 307 mit einer endogenen In-
fektion (A) und fiir Patient 302 mit einer exogenen Infektion (B) dargestellt. Sezernierte Antigene der inva-
siven Isolate 307inv und 302inv wurden durch 2D-GE aufgetrennt und auf PVDF-Membranen transferiert.
Die Membranen wurden mit den korrespondierenden Patientenseren von verschiedenen Zeitpunkten inku-
biert. Bei der endogenen Infektion (A) wurde keine IgM-Antwort ausgelost. Bei der exogenen Infektion
hingegen (B) beobachtet man eine deutliche, aber transiente IgM-Antwort. Drei technische Replikate
wurden in unabhéngigen Experimenten angefertigt; davon ist ein reprisentatives Experiment dargestellt.
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Bei Patient 307 waren vor Infektion nur wenige IgM-Spots erkennbar. Zum Diagnosezeit-
punkt und im Verlauf der endogenen Infektion dnderte sich das IgM-Profil nicht; die In-
tensitdt der Spots nahm sogar leicht ab (Abb. 12A).

Vor Infektion zeigten sich auf dem 2D-IB des Patienten 302 keine IgM-Spots. Im Gegen-
satz zur endogenen Infektion des Patienten 307 wurde zum Zeitpunkt der Diagnose der
exogenen Infektion ein deutlicher Anstieg der IgM-Antwort verzeichnet. Fiinf Tage nach
Diagnose schwichte sich die IgM-Antwort ab und am neunten Tag war keine IgM-

Bindung mehr nachweisbar (Abb. 12B).

2.4.3 Die Entwicklung der S. aureus-spezifischen IgG-Antwort bei Bakteriimie

2.4.3.1 Exogene Infektionen bei Nicht-Carriern

Drei Patienten (302, 703 und 771) waren Nicht-Carrier und entwickelten eine exogene
Infektion. Vor der Infektion war die Bindung der Serum-Antikorper an die Proteine des
spater invasiven S. aureus-Isolates relativ schwach. Die 2D-IBs wiesen nur 52-64 Spots

auf, zumeist von niedriger Intensitit (Abb. 13).

Tab. 7 Anzahl der Protein- und 2D-IB-Spots.

S. aureus-Isolat  Infektionstyp  Immunsuppressiva Proteinspots 1gG-Bindung (2D-IB-Spotzahlen)
vor wahrend de novo-
Infektion * Infektion ° Spots 3
302inv exo” N 144 52 115 63
703inv exo N 140 55 61 6
771inv exo N 129 64 94 30
103inv endo ® N 152 94 102 8
307inv endo N 138 85 84 -
337inv endo N 173 79 93 14
1362l inv endo N 129 20 24 4
1255inv ° exo N 122 72 75
1255¢ol ® - N 135 75 57 -
1264inv exo J 75 3 9 6
1725inv exo J 160 42 43 1
502inv endo J 141 46 43 -
1328inv endo J 146 101 100 -

1 JgG-2D-IB mit Serum vor Infektion

2 IgG-2D-IB mit dem Serum vom spitesten verfiigbaren Zeitpunkt wihrend oder nach der Infektion
3 Differenz der 2D-IB-Spotzahl vor und wihrend der Infektion

4 Exogene Infektion, > Endogene Infektion

6 Patient 1255 war mit 1255col besiedelt, aber entwickelte eine exogene Infektion mit 1255inv.

81



ERGEBNISSE

Wihrend der Infektion nahm die IgG-Bindung stark zu. Zusitzlich entstanden zahlreiche
neue Spots; bei Patient 302 beispielsweise wurden wihrend der Infektion 63 IgG-Spots
neu gebildet (Tab. 7). Die neu erkannten S. aureus-Antigene waren bei den drei Patienten

sehr unterschiedlich (Tab. 8).
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Abb. 13. Kinetik der IgG-Bindung im Verlauf von exogenen S. aureus-Infektionen.

Die Kinetik der IgG-Antwort wihrend einer exogenen S. aureus-Infektion ist fiir die immunkompetenten
Patienten 302, 703 und 771 dargestellt. Die Exoproteome der invasiven S. aureus-Isolate wurden durch 2D-
GE aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert und mit den Seren inkubiert, die von den korrespon-
dierenden Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten im Krankheitsverlauf abgenommen worden waren.
Nach Zugabe von Peroxidase-gekoppeltem Sekundérantikérpern und Luminolsubstrat wurde die IgG-
Bindung erfasst. Im Verlauf der exogenen Infektionen wurden zahlreiche anti-S$. aureus-IgG-Spezifititen de
novo generiert. Im Gegensatz zur I[gM-Anwort bei exogenen Infektionen war die IgG-Antwort leicht ver-
zogert, aber nicht transient. Das Muster der durch IgM und IgG gebundenen Staphylokokkenantigene
iberlappte teilweise. Fiir jeden Infektionsverlauf wurden drei technische Replikate in unabhingigen Experi-
menten angefertigt; davon ist ein représentatives Experiment dargestellt.

Verglichen mit der I[gM-Antwort waren die Veridnderungen im IgG-Spotmuster zeitlich
verzogert: Wahrend die IgM-Antwort zum Zeitpunkt der Diagnose ihre stirksten Signal-
intensititen erreichte, wurde die IgG-Bindung wihrend der Infektion noch stirker; viele

neue Spots bildeten sich erst im spdteren Infektionsverlauf. Einige Antigene wurden von
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IgM und IgG gebunden. An viele von IgG-gebundene Proteine wurde jedoch keine IgM-

Bindung beobachtet.

2.4.3.2 Endogene Infektionen bei Carriern

Die Patienten 103, 307, 337 und 1362 entwickelten eine endogene Infektion. Diese
S. aureus-Carrier wiesen vor der Infektion IgG-Bindungsmuster auf, die komplexer waren
als bei den untersuchten Nicht-Carriern 302, 703 und 771 (Abb. 13, 14); d. h. die Anzahl

der Spots war hoher und ihre durchschnittliche Intensitét grofier.
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Abb. 14. Kinetik der IgG-Bindung im Verlauf von endogenen S. aureus-Infektionen.

Die Kinetik der IgG-Antwort wihrend einer endogenen S. aureus-Infektion ist fiir die immunkompetenten
Patienten 103, 307, 337 und 1362 dargestellt. Die Exoproteome der invasiven S. aureus-Isolate wurden
durch 2D-GE aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert und mit den Seren inkubiert, die von den
korrespondierenden Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten im Krankheitsverlauf abgenommen worden
waren. Nach Zugabe von Peroxidase-gekoppeltem Sekundirantikérpern und Luminolsubstrat wurde die
IgG-Bindung erfasst. Im Gegensatz zur IgM-Anwort bei endogenen Infektionen war das detektierte IgG-
Bindungsmuster komplexer und bereits vor Infektion stark ausgeprégt. Fiir jeden Infektionsverlauf wurden
drei technische Replikate in unabhingigen Experimenten angefertigt; davon ist ein représentatives Experi-
ment dargestellt.

83



ERGEBNISSE

Eine de-novo-Bildung von IB-Spots trat im Verlauf von endogenen Infektionen nur selten
auf; die 2D-IBs des Patienten 337 wiesen 14 neue Signale auf, die des Patienten 307 gar

keine (Tab. 8).
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Abb. 15A, B. IgG-Bindung an S. aureus-Antigene vor Infektion und im Infektionsverlauf.

Der Zeitverlauf der IgG-Antwort wihrend einer S. aureus-Bakteridmie wurde bei drei Nicht-Carriern mit
einer exogenen Infektion und vier Carriern mit einer endogenen Infektion untersucht. IgG-2D-IBs wurden
mit den sezernierten bakteriellen Proteinen der invasiven S. aureus-Isolate und den zugehorigen Patienten-
seren durchgefiihrt. Die IgG-Spotintensititen wurden aus je drei 2D-IB-Replikaten ermittelt, wobei der
Median dargestellt ist (A) und fiir Berechnungen genutzt wurde (B). Die Detektionsgrenze wurde auf 0,5
relative Einheiten [Au; arbitrary units] festgelegt. (A) Zum Messzeitpunkt vor der Infektion war die IgG-
Bindung an Antigene der endogenen S. aureus-Isolate signifikant stirker als die IgG-Bindung an exogene
Isolate. Es wurden mehr Spots und signifikant héhere mediane Spotintensititen gefunden. Die medianen
Spotintensititen aller IgG-Spots jedes Patienten sind dargestellt. (B) Um die Verdnderungen in der IgG-
Antwort darzustellen, wurde fiir jeden Spot der Quotient aus den medianen Spotintensititen wihrend In-
fektion (spatester verfiigbarer Zeitpunkt) und vor Infektion ermittelt. Wéhrend der Infektion stieg die IgG-
Bindung bei jedem immunkompetenten Patienten signifikant an; die p-Werte lagen zwischen 0,032 und
< 0,0001. Bei exogenen Infektionen waren diese Anstiege stirker als bei endogenen Infektionen, wie die
Quotientendarstellung in (B) deutlich zeigt. Die Mittelwerte sind dargestellt. Umrahmungen der Patienten-
identifikationsnummer bedeuten, dass nach der Diagnose keine weiteren Serumproben verfiigbar waren.
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Abb. 15A, B vermittelt eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der 2D-IB-Analysen. Weil die
klinische Studie mit sehr groflem Aufwand prospektiv durchgefiihrt worden war, konn-
ten wir zeigen, dass S. aureus-Carrier, welche spdter eine endogene Infektion entwickeln,
vor der Infektion eine deutlich stirkere IgG-Bindung an die extrazelluldren Proteine ihres
(spiter) invasiven S. aureus-Stammes besafen als Patienten, deren Immunsystem mit
einem exogenen Bakterienstamm konfrontiert wurde (Abb. 15A). Die stirkere basale IgG-
Bindung bei Carriern mit (spiterer) endogener Infektion beruhte darauf, dass erstens
mehr verschiedene Spots nachweisbar waren und dass diese zweitens eine hohere mittlere

Intensitat aufwiesen.

Wihrend der Infektion verstirkte sich die IgG-Bindung an Antigene des jeweiligen inva-
siven S. aureus-Stammes bei allen immunkompetenten Patienten signifikant (p < 0,0001
bei Patient: 103, 302, 307, 337, 771; p=0,0035 bei Patient 703; p = 0,032 bei Patient 1362).
Bei fiinf der Patienten war dieser Anstieg bereits zum Zeitpunkt der Diagnose signifikant
(nicht gezeigt). Diese Zunahme der IgG-Antwort war bei den exogenen Infektionen
stirker ausgeprigt, da zahlreiche IgG mit neuen Antigenspezifititen gebildet wurden.
Wihrend der endogenen Infektionen blieb das IgG-Muster weitgehend konserviert. Im
Durchschnitt verdoppelten sich die IB-Spotintensititen im Verlauf der endogenen
Infektionen, bei exogenen Infektionen nahm die mittlere Spotintensitit etwa um den
Faktor fiinf zu. Am Ende des Beobachtungszeitraumes war die Stirke der IgG-Bindung an
sezernierte Antigene der invasiven . aureus-Isolate bei endogenen und exogenen

Infektionen vergleichbar.

2.4.3.3 S. aureus-Bakteridmie bei immunsupprimierten Patienten

In einer dritten Gruppe wurde die IgG-Antwort von Patienten untersucht, die zusitzlich

einer Langzeitbehandlung mit Immunsuppressiva unterzogen wurden. Zu dieser Gruppe
gehorten die Patienten 502, 1264, 1328 und 1725, wobei Patient 1264 erschwerend an

einer Enteropathie mit Proteinverlust erkrankt war (Tab. 5).
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Abb. 16. Kinetik der IgG-Bindung wihrend einer S. aureus-Infektionen bei immunsupprimierten Patienten.
Die Exoproteome der invasiven S. aureus-Isolate wurden durch 2D-GE aufgetrennt, auf PVDF-Membranen
transferiert und mit den Seren inkubiert, die von den korrespondierenden Patienten zu verschiedenen
Zeitpunkten im Krankheitsverlauf abgenommen worden waren. Nach Zugabe von Peroxidase-gekoppeltem
Sekundirantikérpern und Luminolsubstrat wurde die IgG-Bindung erfasst. Auch hier weisen Patienten mit
einer endogenen Infektion ein umfassenderes IgG-Bindungsmuster vor Infektion auf, als immun-
supprimierte Patienten mit einer exogenen Infektion. Die Anderungen im IgG-Bindungsmuster sind
schwicher als bei immunkompetenten Patienten. Fiir jeden Infektionsverlauf wurden drei technische Re-
plikate in unabhingigen Experimenten angefertigt; davon ist ein reprisentatives Experiment dargestellt.

Bei drei von vier Krankheitsverldufen wurde eine schwache IgG-Bindung vor und in allen
Féllen ein leichter Anstieg wihrend der Infektion gemessen. Wie Abb. 16 dokumentiert,
variierte die Beeintrichtigung der Antikorperantwort durch die Immunsuppressiva.
Wihrend sich die Spotintensititen bei den Blots der Patienten 502 und 1328 im In-
fektionsverlauf erhohten, waren bei 1264 und 1725 die Verstirkungen der Signale mar-
ginal. Ferner wies das IgG-Profil des Patienten 1264 nur wenige und schwache Spots auf.

86



FERGEBNISSE

Die Immunsuppression schien die Bildung einer Antikérperantwort gegen eine

systemische S. aureus-Infektion zu beeintrichtigen (Abb. 15 C, D).

C Spotintensitaten vor Infektion D Veranderung der Spotintensitaten
im Infektionsverlauf

100+ 100+
from
|
[1+]
e
. ]
=
v
o
.. . 9
-~
. * ==
- < quJ
=
. = .
" c 104
— et . R
> LT ]
< - o te b ’
= oqnd fee . [} %
e 10 2 : E FES S g b
a . e @ = . *
b=t 3 . o b4
B s W g s £ = 2
v . Lt -
- . i c - — ke
B 4 . " E .:o o '-: g
c (A . el - - -
o - -t * — ey . it
- .. = - sge e?
8_ & H S 2 Tt . I
. . . 7] . * . L
v - 7 e = § EXCRRTRREY B, .-'!'_.:5_._. ,
ee T tes® o] = sl ..:, teg®
:- -t . [s] ane :o.;' «*
6 : e a taes e L
[ o i Z . B O
. Chd - @ - . ]
oot . R o " H
1 st o W
- ..:_ . E et :
* .:v i C_U - .
-y . L o o) "
—
5 . [
: = -
0.1
502 1264 1328 1725 502 |1264|1328 1725
immunsupprimiert immunsupprimiert

Abb. 15C, D. IgG-Bindung an S. aureus-Antigene vor Infektion und im Infektionsverlauf.

Der Zeitverlauf der IgG-Antwort wihrend einer S. aureus-Bakteridmie wurde in vier immunsupprimierten
Patienten (C, D) untersucht. IgG-2D-IBs wurden mit den sezernierten bakteriellen Proteinen der invasiven
S. aureus-Isolate und den zugehoérigen konsekutiven Patientenseren durchgefiihrt. Die IgG-Spotintensititen
wurden aus je drei 2D-IB-Replikaten ermittelt, wobei der Median dargestellt ist (C) oder fiir die Berechnung
von Quotienten genutzt wurde (D). Die Detektionsgrenze wurde auf 0,5 relative Einheiten [Au; arbitrary
units) festgelegt. (C) Die IgG-Bindungsintensititen der immunsupprimierten Patienten unterscheiden sich
bereits vor Infektion deutlich. Zum Messzeitpunkt vor der Infektion war die IgG-Bindung an Antigene der
endogenen Isolate (502, 1328) zum Teil stirker als die IgG-Bindung an exogenen Isolate (1264, 1725). Die
medianen Spotintensititen aller IgG-Spots jedes Patienten sind dargestellt. (D) Um die Verdnderungen in
der IgG-Antwort darzustellen, wurde fiir jeden Spot der Quotient aus den medianen Spotintensititen
wihrend Infektion (spitester verfiigbarer Zeitpunkt) und vor Infektion ermittelt. Trotz Immunsuppression
verdreifachte sich bei einem Patienten die IgG-Bindung. Die Mittelwerte sind dargestellt. Umrahmungen
der Patientenidentifikationsnummer bedeuten, dass nach der Diagnose keine weiteren Serumproben ver-
fiigbar waren.
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2.5 Eine Antigen-Antikérper-Signatur der S. aureus-Sepsis

Wie bereits im Kapitel "Die anti-S. aureus-Antikdrperantwort bei Kolonisierung; Protein-
identifizierung" beschrieben, sollte anschlieffend die Antikorperbindung auf den 2D-IBs
einzelnen S. aureus-Proteinen zugeordnet werden. Dazu wurden die Ergebnisse der mas-
senspektrometrischen Analyse der Exoproteome mit den 2D-IB-Daten verkniipft. Die
IgG-Spotintensitdten, die Fragmente desselben Antigens zuzuordnen waren, wurden sum-
miert, sodass die IgG-Gesamtbindung an die einzelnen Antigene dargestellt werden
konnte. Damit war ein Vergleich der Bindungsintensitidten an unterschiedliche Proteine
moglich. Fine Ubersicht iiber alle Zuordnungen gibt Tabelle 8 (auch als Faltblatt im
hinteren Einband).

Insgesamt wurde eine IgG-Bindung an 42 von 76 identifizierten Proteinen detektiert. Im
Durchschnitt wurden bei den immunkompetenten Patienten 58,5 % der Proteine gebund-
en; dabei entwickelte Patient 302 mit 84,6 % das umfassendste IgG-Bindungsmuster
(Bindung an 22 von 26 identifizierten Proteinen).

Auch bei den immunsupprimierten Patienten wurde die IgG-Bindung untersucht. Im
Gegensatz zu den immunkompetenten Patienten verdnderten sich Bindungsintensitit
oder Bindungsmuster im Infektionsverlauf kaum. Unter den mit Immunsuppressiva be-

handelten Patienten wies der Patient 1328 das stirkste Bindungsmuster auf.
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Tab. 8. IgG-Bindung an identifizierte Proteine der invasiven Isolate.

Proteincharakterisierung

Protein Name Kategorie

Atl bifunctional autolysin cw biosynthesis/degradation
GlpQ glycerophosphoryl diester phosphodiesterase | fatty acid/phospholipid metabolism
Lip lipase virulence/defence

LtaS glycerol phosphate lipoteichoic acid synthase | cw biosynthesis/degradation
Nuc thermonuclease virulence/defence

SspP staphopain thiol proteinase virulence/defence

Aaa autolysin cw biosynthesis/degradation
Geh glycerol ester hydrolase virulence/defence

HigB gamma-hemolysin component B hemolysin

HlgC gamma-hemolysin component C hemolysin

Pbp3 penicillin-binding protein 3 cw biosynthesis/degradation
SAQOUHSC_02243 | uncharacterized leukocidin-like protein 2 toxin

HIgA gamma-hemolysin component A hemolysin

Plc 1-phosphatidylinositol phosphodiesterase virulence/defence

RplE 50S ribosomal protein L5 protein synthesis

Hla alpha-hemolysin hemolysin

Hib beta-hemolysin hemolysin

RplF ribosomal protein L6 protein synthesis
SACOL2666 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase cw biosynthesis/degradation
SAOUHSC_01332 | hypothetical protein unknown

SAQOUHSC_02241 | bi-component toxin, putative toxin

SAR2107 leukocidin-like protein 1 toxin

SasH 5-nucleotidase, putative virulence/defence

Shi immunoglobulin G-binding protein Sbi virulence/defence

SplE serine protease SplE virulence/defence

SsaA_a secretory antigen precursor virulence/defence

Blaz beta-lactamase precursor virulence/defence

HysA hyaluronate lyase toxin

LukD leukotoxin D subunit protein synthesis

LukE Leukotoxin E subunit toxin

MreC rod shape-determining protein motility

QoxA quinol oxidase subunit 2 resporatory chain

RplA ribosomal protein L1 protein synthesis

RplC 50S ribosomal protein L3 protein synthesis
SAOUHSC_02448 | hypothetical protein unknown

Seb enterotoxin B toxin

set7nm enterotoxin-like protein 7 toxin

SplF serine protease SplF virulence/defence

Tst toxic shock syndrome toxinl toxin

BlaR beta-lactamase regulator BlaR cw biosynthesis/degradation
BlaR1 beta-lactamase regulator BlaR1 cw biosynthesis/degradation
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Tab. 8. IgG-Bindung an identifizierte Proteine der invasiven Isolate, Fortsetzung

Proteincharakterisierung

Protein Name Kategorie
EdinB epidermal cell differentiation inhibitor B toxin
EtD exfoliative toxin D toxin
FnbpA fibronectin-binding protein A adhesion; virulence
HMPREF0776_pUSA300 | putative uncharacterized protein unknown
HOUMS0010
IspD 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidylyltransferase isoprene biosynthesis
LukF leukocidin/hemolysin toxin family F subunit hemolysin
Pbp1l penicillin-binding protein 1 cw biosynthesis/degradation
Pbp2 penicillin-binding protein 2 cw biosynthesis/degradation
PdhC Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of | glycolysis
pyruvate dehydrogenase complex
PdhD Dihydrolipoyl dehydrogenase glycolysis
PrsA foldase protein prsA folding /transport
RpIM ribosomal protein L13 protein synthesis
RpsC ribosomal protein S3 protein synthesis
SAB0396 uncharacterized lipoprotein unknown
SAB0972c UPF0637 protein SAB0972c unknown

SAOUHSC_00284
SAOUHSC_00354
SAOUHSC_00634
SAOUHSC_01035
SAOUHSC_01993

5-nucleotidase, lipoprotein e(P4) family
uncharacterized protein

ABC transporter, putative
Ribonuclease J 1

transposase, putative

transport /binding proteins
unknown

transport /binding proteins
RNA binding

DNA binding

SAR2504 amino acid ABC transporter transport /binding proteins
SAS1430 lipoprotein, putative unknown

Sea enterotoxin A toxin

Sec enterotoxin C toxin

Sej enterotoxin J toxin

Sek entreotoxin K toxin

Sel enterotoxin L toxin

Selr entreotoxin-like R toxin

Seq enterotoxin Q toxin

SplA serine protease SplA virulence/defence
SplB serine protease SplIB virulence/defence
SplC serine protease SplIC virulence/defence
SpID serine protease SpID virulence/defence
SspB staphopain B virulence/defence
TrpS tryptophanyl-tRNA synthetase protein synthesis
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Tab. 8. IgG-Bindung an identifizierte Proteine der invasiven Isolate, Fortsetzung

Proteincharakterisierung

Protein NCBI UniProt Ref erenz ORF-ID Lokalisation' P  pl MW
Atl 88194750 Q6GAGO SAOUHSC_00994 ec 10,0 10,1 137384
GlpQ 88194654  ASIRD7 SAOUHSC_00897 unkn 4,9 9,1 35311
Lip 88196625 Q5HCM7 SAOUHSC_03006 ec 9,7 7,7 76675
LtaS 88194493 Q2FIS2 SAOUHSC_00728 m 10,0 9,5 74400
Nuc 88194577  A5A520  SAOUHSC_00818 ec 100 9,7 25120
SspP 88195808  Q6G824  SAOUHSC_02127 ec 9,7 10,1 44262
Aaa 88194219  Q6GIJK9  SAOUHSC_00427 ec 10,0 10,0 35836
Geh 88194101 Q6GCF1  SAOUHSC_00300 ec 100 9,6 76387
HigB 88196350 POAO75  SAOUHSC_02710 ec 9,7 9,8 36711
HlgC 88196349  QO9AFBO  SAOUHSC_02709 ec 9,7 9,7 35614
Pbp3 88195360 QS5HFK8  SAOUHSC_01652 m 9,8 9,7 77220
SAOUHSC_02243 | 88195915 Q93115 SAOUHSC_02243 ec 9,7 10,0 40434
HlgA 88196348  POAO71  SAOUHSC_02708 ec 9,7 10,1 34956
Plc 88193871 P45723 SAOUHSC_00051 ec 10,0 8,6 37087
RplE 88196150  A5IV22 SAOUHSC_02500 ic 8,9 10,0 20267
Hla 88194865 A6QG63  SAOUHSC_01121 ec 10,0 9,2 35973
Hlb 88195913  A6QIL6 SAOUHSC_02240 ec 10,0 8,2 31256
RplF 88196147  AS5IV19 SAOUHSC_02496 ic 8,9 10,1 19786
SACOL2666 57652384  A8Z5E3  SAOUHSC_02979 ec 9,7 6,3 69253
SAOUHSC_01332 | 88195062 Q8NWV4 SAOUHSC_01332 unk 2,5 9,8 33572
SAOUHSC_02241 | 88195914  Q7A4L0  SAOUHSC_02241 ec 9,7 9,1 38686
SAR2107 49484248  Q6GF50  SAR2107 ec 9,7 9,0 38674
SasH 88193846  A7WWR4 SAOUHSC_00025 cw 10,0 10,0 83424
Shi 88196346  Q6GE15 SAOUHSC_02706 unk 33 9,9 50070
SplE 88195631  A6QHZ2  SAOUHSC_01936 ec 9,7 9,8 25679
SsaA_a 88196215  Q5HDQY9 SAOUHSC_02571 ec 9,0 9,1 29327
Blaz 16119210 A6MFN4  SAP010 m 10,0 10,1 31409
HysA 88196115 Q59801  SAOUHSC_02463 ec 100 7,8 91985
LukD 88195647 Q2YTQ4 SAOUHSC_01954 ec 100 9,7 36889
LukE 88195648 Q2YTQ3  SAOUHSC_01955 ec 9,6 9,8 33669
MreC 88195460  AS5ITH3 SAOUHSC_01759 unk 3,3 9,6 30978
QoxA 88194758  Q2FZI9 SAOUHSC_01002 m 9,9 9,0 41745
RplA 88194300  A5IQ92 SAOUHSC_00519 ic 8,9 9,6 24708
RplC 88196162  A6QJ92  SAOUHSC_02512 ic 8,9 10,5 23718
SAOUHSC_02448 | 88196100  A8YYF5 SAOUHSC_02448 unk 2,5 10,2 33186
Seb 57651597 QS5MAB7 SACOL0907 ec 100 89 31436
set7nm 150373406 A6QE84 NWMN_0394 unk unk 9,5 26135
SplF 88195630 A7X3Q5 SAOUHSC_01935 ec 9,7 9,7 25655
Tst 15925001  AOFIN2 SAV2011 ec 10,0 9,3 26316
BlaR 161510934  A8Z5L5 USA300HOU_pUSA300HOUM | unk unk 9,5 69052
BlaR1 16119211  A6U5C6  SAPO11 unk unk 9,5 47546
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Tab. 8. IgG-Bindung an identifizierte Proteine der invasiven Isolate, Fortsetzung

Proteincharakterisierung

Protein NCBI UniProt Referenz ORF-ID Lokalisation® Py pl MW
EdinB 24636605 Q8GAX6 TY114 orf3 unk unk 9,4 27489
EtD 24636603 Q8GAX8 TY114 orfl ec unk 8,9 30803
FnbpA 88196438 P14738  SAOUHSC_02803 cw 9,9 43 108723
HMPREF0776_pUS | 161508252 A8Z5N8  HMPREF0776_pUSA300HOU | unk unk 8,8 20954
A300HOUMS0010 MS0010

IspD 88194032 Q2G1CO SAOUHSC_00225 unk 2,5 54 26656
LukF 150374939 A6QIL7 NWMN_1927 unk unk 8,7 38686
Pbp1 300886501 E1E6P2  HMPREF0773_11907 unk unk 9,3 82741
Pbp2 88195184 Q6GGV9 SAOUHSC_01467 ec 9,6 9,1 80426
PdhC 15926680 P65636  SA0945 ic 10,0 49 46368
PdhD 15926681  P99084 SA0946 ic 10,0 5,0 49451
PrsA 88195663 Q2G2S6  SAOUHSC_01972 unk 3,3 9,0 35637
RpIM 88196130  A5IV02 SAOUHSC_02478 unkn 2,5 9,7 16333
RpsC 88196156 A6QU86  SAOUHSC_02506 ic 8,9 10,4 24100
SAB0396 82750155 Q2YVQ4 SAB0396 unk 2,5 8,2 31372
SAB0972c 82750715 Q2YX68  SAB0972c ic 8,9 9,2 24016
SAOUHSC_00284 88194087 Q2YVB9 SAOUHSC_00284 unk 3,3 10,1 33352
SAOUHSC_00354 | 88194153 Q2G107 SAOUHSC_00354 unk 2,5 10,1 23165
SAOUHSC_00634 88194402 Q2G2D8 SAOUHSC_00634 unk 3,3 9,2 35071
SAOUHSC_01035 |88194787 Q2FZG9 SAOUHSC_01035 ic 8,9 7,3 62669
SAOUHSC_01993 88195684 Q2FW90 SAOUHSC_01993 ic 8,9 10,2 47014
SAR2504 88196339 Q6GE19  SAR2504 unk 3,3 10,0 28813
SAS1430 49486328 Q6G974  SAS1430 unk 3,3 7,0 34730
Sea 21283618 POAOL1  MW1889 ec 10,0 8,1 29669
Sec 15927585 Q06533  SA1817 ec 10,0 8,5 30671
Sej 3372542 QO007A5  unknown ec 10,0 7,1 16910
Sek 57650159 QS5HHKO SACOL0886 ec 10,0 8,3 27727
Sel 15927584 Q8NXJ5 SA1816 ec 10,0 9,4 27496
Selr 166409295 Q76LS8  unknown ec 10,0 89 30017
Seq 57284346 Q5HHIJ9  SACOL0887 ec 10,0 8,7 28185
SplA 88195636 Q6G8C1  SAOUHSC_01942 ec 9,7 9,5 25549
SplB 88195635 Q6G8C2 SAOUHSC_01941 ec 9,7 9,7 26096
SplC 88195634 Q6GFN8 SAOUHSC_01939 ec 9,7 6,8 26098
SpID 88195633 Q2FXC5  SAOUHSC_01938 ec 9,7 9,7 25678
SspB 88194744 Q2FZL3  SAOUHSC_00987 ec 9,6 5,8 44519
TrpS 88194690 Q6GI89 SAOUHSC_00933 ic 10,0 8,2 36909
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Tab. 8. IgG-Bindung an identifizierte Proteine der invasiven Isolate, Fortsetzung, exogene Infektionen

Patient 302 703 771
—— | Prot. IgG-Bindung ¢ Prot. IgG-Bindung Prot. IgG-Bindung
Protein [Au]  screen latest fold [Au]  screen latest fold [Au]  screen latest fold
BE [Au]® [Au]® change7 [Au] [Au]  change [Au] [Au]  change

Atl 271 64,5 115,6 1,8 240 18,8 11,5 0,6 326 8,9 19,6 2,2
GlpQ 195 17,6 62,2 3,5 33 1,2 1,0 0,8 21 0,6 1,0 1,7
Lip 236 nb? nb 75 nb nb 69 nb nb

LtaS 292 1,0 7,5 7,8 216 1,1 1,0 0,9 185 2,7 4,0 1,5
Nuc 89 1,0 74 12 29 05 6,2 - 59 nb nb

SspP 346 0,5 2,8 5,7 151 2,5 9,9 3,9 18 nb nb

Aaa 183 1,7 11,4 6,8 6 8 : 75 2,8 6,2 2,2
Geh 375 5,6 93,4 81 0,5 0,9 1,8 168 0,5 1,0 1,9
HigB 124 0,5 15,2 - 28 0,6 0,7 1,2 56 ’ ’

HigC 70 12,7 28,7 2,3 21 nb nb 34 7,8 9,9 1,3
Pbp3 107 : ) 21 nb nb 6 ’ :
SAOUHSC_02243 75 19

HigA 24 8,1 21,1 2,6 19 nb nb 19 1,2 1,0 0,8
Plc 129 23 51,7 - 50 06 12 21

RplE 32 0,5 2,0 4,0 11 nb nb

Hla 189 1,0 4,4 4,6

Hlb

RplF

SACOL2666

SAOUHSC_01332 34
SAOUHSC_02241

SAR2107 193 3,3 26,5 8,0 21 0,7 1,4 2,0 30 1,9 6,8 3,5
SasH 342 nb nb 21 nb nb
Shi

SplE
SsaA_a 14 nb nb

Blaz 65
HysA
LukD
LukE
MreC

QoxA
RplA
RplC
SAOUHSC_02448 7 nb nb 4 nb nb
Seb

set7nm
SplF
Tst 29 38 57,7 -49 2,0 68,6 -
BlaR 62 0,5 31 [62
BlaR1
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Tab. 8. IgG-Bindung an identifizierte Proteine der invasiven Isolate, Fortsetzung, exogene Infektionen

Patient

Protein

302
Prot.
[Au]  screen

[Au]

1gG-Bindung

latest fold
[Au] change2

703
Prot.

[Au]

1gG-Bindung
screen

[Au] [Au]

latest fold

change

771
Prot.

[Au]

IgG-Bindung
screen latest fold
[Au] [Au]  change

EdinB
EtD
FnbpA

HMPREF0776_pUS
A300HOUMS0010

IspD

LukF

Pbp1l
Pbp2
PdhC
PdhD

nb nb

13

nb nb

PrsA
RpIM
RpsC
SAB0396
SAB0972c

35 6,3

14,4 2,3

SAOUHSC_00284
SAOUHSC_00354
SAOUHSC_00634
SAOUHSC_01035
SAOUHSC_01993

1,0

83 |79

SAR2504
SAS1430
Sea
Sec
Sej

323 154

46

0,5 1,2 2,3

Sek
Sel
Selr
Seq
SplA

83 nb

nb

SplB
SplC
SpID
SspB
TrpS

116 nb

nb
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Tab. 8. IgG-Bindung an identifizierte Proteine der invasiven Isolate, Fortsetzung, endogene Infektionen

Patient 103 307 337 1362I
Prot. 1gG-Bindung Prot. 1gG-Bindung | Prot. IgG-Bindung |Prot. IgG-Bindung
Protein [Au] = o |[AU] - o |[AU] - o |[Au] - ©
¢ % o ¢ 8 o ¢ § = S 8 o
g ® 2 g ®B 2 g ®B 2 g & @
Atl eESN 77,1 102,7 1,3 |77 36,8 96,6 2,6 [EZEMN 40,7 48,8 1,2 [FELEN 12 9,8 8,0
GlpQ 5 ) ) 21 72 10,3 1,4|43 6,7 149 2,2 |79 1,0 40 4,0
Lip 52 nb nb 36 nb nb 35 nb nb 7 nb nb
LtaS 201 4,1 156 3,8|1010 9,3 12,1 1,3 EEMN 9,3 11,7 1,3(130 nb nb
Nuc 12 91 21,7 24(34 nb nb 8 37 65 18[13 nb nb
SspP 222 415 234 0638 nb nb 165 | 2,2 32 15|7 nb nb
Aaa 76 11,3 9,8 0,9 |16 nb nb 109 40,9 48,6 1,2
Geh 50 1,9 3,4 11,8105 nb nb 83 nb nb
HigB 107 25,6 470 1,8 123 16,8 17,1 1,0|55 58 85 1,5
HlgC 105 13,1 27,7 2,1 XSS 237 19,2 0,8 |78 14,6 17,9 1,2
Pbp3 39 nb nb 12 nb nb 51 nb nb
SAOUHSC_02243 | 41 58 109 19|91 20,9 16,1 0,8 |30 84 189 23 |7 nb nb
HigA 64 42,7 44,5 1,068 29,7 51,1 1,7
Plc 38 23,2 30,0 13|91 1,8 47 2619 35 46 1,3
RplE 4 nb nb 1 nb nb 8 nb nb
Hla 190 39,0 69,5 1,828 48 73 15(138 13,4 149 1,1
Hlb 179 74,7 92,0 1,2 |6 1,3 07 0519 nb nb
RplF 11 nb nb 1 06 08 1,3|20 nb nb
SACOL2666 2 nb nb 1 nb nb 7 nb nb
SAOUHSC_01332 1 nb nb 7 nb nb
SAOUHSC_02241 VAN 28,1 44,3 1,6 |131 22,2 249 1,1 |10 nb nb
SAR2107
SasH 153 3,5 14,1 4,0
Shi 5 nb nb 37 39,2 489 1,2 |7 nb nb
SplE 7 22,8 20,9 09|18 64 80 1,2|5 nb nb
SsaA_a 20 : ’ 43 nb nb
Blaz 62 71
HysA 1 nb nb 41 nb nb
LukD 24 1,2 4,2 3,5 4 nb nb
LukE 18 : : 32 nb nb
MreC 5 nb nb 21 nb nb
QoxA 7 nb nb 6 nb nb
RplA 5 nb nb 11 nb nb
RplC 12 nb nb 25 nb nb
SAOUHSC_02448
Seb nb nb 34 6,7 10,3 1,5
set7nm nb nb 7 2,3 2,7 1,2
SplF 43 16,5 23,2 1,4 |16 nb nb
Tst
BlaR
BlaR1 1 nb  nb
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Tab. 8. IgG-Bindung an identifizierte Proteine der invasiven Isolate, Fortsetzung, endo

ene Infektionen

103
Prot.

[Au]

Patient

Protein

screen [Au]

1gG-Bindung

latest [Au]

fold change

307
Prot.

[Au]

1gG-Bindung

screen [Au]

latest [Au]
fold change

337
Prot.

[Au]

1gG-Bindung

screen [Au]
latest [Au]
fold change

1362I
Prot.

[Au]

1gG-Bindung

screen [Au]
latest [Au]
fold change

EdinB 41
EtD 68
FnbpA

HMPREF0776_pUS
A300HOUMS0010

IspD

N
Y]

»
&)
o

[N
SN o
o o

& Ky
o o

42

nb

nb

nb

nb

nb nb

LukF 9
Pbp1l
Pbp2
PdhC
PdhD

0,6

2,7

4,7

29

nb nb

07 1,1 16

PrsA
RpIM
RpsC
SAB0396
SAB0972c

S~ 00 O

nb nb
nb nb
nb nb
nb nb

SAOUHSC_00284
SAOUHSC_00354
SAOUHSC_00634
SAOUHSC_01035
SAOUHSC_01993

nb

nb

113

14

28,4 33,5 1,2

nb nb

6,5 68 1,0

SAR2504
SAS1430
Sea
Sec
Sej

nb

nb

19

nb nb
nb nb

Sek
Sel
Selr
Seq
SplA

42

14

0,6

2,6

1,4 2,2

53 20

89 nb nb

35 1,7 13 0,8

SplB
SplC 14
SpID

SspB 10 nb

TrpS

16,3

21,6

nb

1,3

73

17,1

24,5 1,4

nb nb

! berechnet mittels Psor-Algorithmus; ec, extrazelluldr; m, membrangebunden; ic, intrazelluldr; unkn,

unbekannt

2 Summierte Intensititen aller Flamingo®-gefirbten Spots die zu diesen Protein gehoren (Spotvolumina in

arbitrary units, Au)

> 95. Perzentile

> 80. Perzentile

> 0.5 Arbitrary units, Au
8 Arbitrary units

# Summierte Intensitdten aller Spots auf einem 2D-IB, die zu einem Protein gehdren (Spotvolumina in

arbitrary units, Au)
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Tab. 8. IgG-Bindung an identifizierte Proteine der invasiven Isolate, Fortsetzung der Legende

> 2D-IB mit Patientenserum zum Screeningzeitpunkt

6 2D-IB mit Patientenserum zum spétesten Infektionszeitpunkt

7 Summierte Spotvolumina zum spitesten Infektionszeitpunkt/summierten Spotvolumina zum Screening
Verhiltnis (fold change) > 2 <5

Verhiltnis > 5 < 10

Verhiltnis > 10

8. Spot auf dem 2D-IB kann nicht eindeutig einem Protein zugeordnet werden

° nb, keine IgG-Bindung (no binding)

Obwohl die Zusammensetzung der IgG-Bindungsmuster starke interindividuelle Unter-
schiede aufwies, kristallisierte sich bei der IgG-Bindung der immunkompetenten
Patienten eine Antigen-Antikorper-Signatur der S. aureus-Sepsis heraus (Tab. 9): Fir
diese Signatur wurden all jene S. aureus-Proteine beriicksichtigt, an die bei mindestens
der Hilfte der Patienten eine IgG-Bindung stattfand. Zu diesem Kern-Immunproteom
gehorten folgende elf Proteine: die extrazellulire Enzyme Autolysin (Aaa) und bifunk-
tionelles Autolysin (Atl), Glycerophosphoryldiester-Phosphodiesterase (GlpQ), Glycerol-
phosphat-Lipoteichonsdure-Synthase (LtaS), Thermonuklease (Nuc) und 1-Phosphatidyl-
inositol-Phosphodiesterase (Plc) sowie die Toxine y-Hamolysin (HIgA, HlgB, HlgC), o-
Hamolysin (Hla) und die Staphopain-Thiolproteinase (SspP).

Zusitzlich wurden auch jene Proteine zusammengestellt, die zwar in den Exoproteomen
identifiziert wurden, aber bei keinem Patienten eine Antikorperantwort hervorriefen
(Tab. 9). Auffillig war, dass zu dieser Proteingruppe auch die abundanten Proteine Lipase

(Lip), Glycerolesterhydrolase (Geh) und Hyaluronatlyase (HysA) zdhlten.
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Tab. 9. Das Kern-Immunproteom bei S. aureus-Bakteridmie

Kern-lImmunproteom - IgG-Bindung in > 50% der Patienten

Protein Patient

302 (703 (771|103 |307|337|1362I
Aaa Autolysin e + + +++
Atl bifunktionelles Autolysin S+ | 4 | 4+ | 4+ | |
GlpQ Glycerophosphoryl-Diesterphosphodiesterase | ++ |+ + + ++ |+
Hla Alpha-Hamolysin + +++ |+ ++
HigA/HIg2  Gamma-Hamolysin, Untereinheit A + + +++ | +++
HlgB/LukF  Gamma-Hamolysin, Untereinheit B + + +++ |+ +
HIgC/LukS  Gamma-Hamolysin, Untereinheit C + + +++ | + 4+
LtaS Glycerolphosphat-Lipoteichonsauresynthase |+ + + +
Nuc Thermonuclease + + + +
Plc 1-Phosphatidylinositol-Phosphodiesterase ++ |+ +++ |+ +
SspP/ScpA  Staphopain-Thiolproteinase + + + +
Proteine ohne IgG-Bindung3
Protein Patient

302|703 (771|103 (307 | 337 | 13621
BlaR1 Beta-Lactamaseregulator 1 nb* | nb
Geh Glycerolester-Hydrolase nb> [ nb> [nb”> [nb |nb
Lip Lipase nb |nb |nb |[nb
HysA Hyaluronatlyase nb |[nb
SACOL2666 N-Acetylmuramoyl-L-Alaninamidase nb |nb |nb

! IgG-Bindungsintensitit: +++, summierte Spotintensitit > 90. Perzentile; ++, summierte Spotintensitit > 80.
Perzentile; +, summierte Spotintensitit < 80. Perzentile

2 Grau unterlegt: mind. zweifacher Anstieg der IgG-Bindung bei Bakteridmie

3 gezeigt, falls in mind. zwei Patienten nachgewiesen

4 nb, keinen IgG-Bindung (no binding)

> Protein in grofier Menge vorhanden, aber die IgG-Bindung ist von niedriger Intensitit

2.6 Die Superantigen-neutralisierende Kapazitat stieg im Infektionsverlauf

Um nicht nur die Bindung sondern auch die Funktion der anti-S. aureus-Antikérper zu
untersuchen, wurde zuerst mittels Multiplex-PCR das Virulenzgenrepertoire der
S. aureus-Isolate festgestellt und anschlieRend die neutralisierende Kapazitit der konseku-
tiven Patientenseren iiberpriift. Die Isolate wiesen variable Superantigen-Genmuster auf
und kodierten fiir bis zu acht Superantigene (Tab. 6).

Da das Prinzip des Neutralisationsassays auf der Priasenz von Superantigenen beruht, in
den Isolaten 103inv, 337inv und 1725inv jedoch keine Superantigen-Gene nachgewiesen
werden konnten (Tab. 6), wurden die Seren der zugehorigen Patienten 103, 337 und 1725

nicht untersucht.
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In Abb. 17 ist die Proliferation als area under the curve (AUC) fiir die immunkompeten-
ten Patienten mit exogenen Infektionen (A), die immunkompetenten Patienten mit endo-
genen Infektionen (B) und die immunsupprimierte Patienten (C) dargestellt.

Im Verlauf der Infektion stieg die neutralisierende Kapazitit der Seren bei den exogenen
Infektionen (Abb. 17A) signifikant an (p = 0,0137), bei den endogenen Infektionen dage-
gen nur sehr leicht (Abb. 17B). Die Verdnderungen im Neutralisationsvermogen der Seren
korrelierten mit den Verdnderungen der Spotmuster und -intensitdten auf den 2D-IBs im
Infektionsverlauf.

Abb. 17C zeigt die Neutralisationskapazitit der Seren der immunsupprimierten Patienten.
Insgesamt war in dieser Gruppe wie erwartet keine signifikante Verdnderung im Infek-
tionsverlauf zu beobachten, nur bei Patient 1264 wurde ein Anstieg der Neutralisation
von 1,2 % auf 41,6 % ermittelt. Auch diese Beobachtung korrelierte mit den Verin-

derungen im Bindungsmuster der 2D-IBs des Patienten.

A B C o 1255inv
p=00137 o 1255col
100- : g . . - B . o alleanderen Isolate
s0{ ° . . ) )
o — o 1T —-
g w -] o | —
R 404 . . 1 * b ° .
20 E J
-
1]

vor Infektion Diagnose Infektion vor Infektion [Dhagnose Infektion vorinfektion [iagnose Infektion

exogen endogen immunsupprimiert

Abb. 17. Bei exogenen Infektionen steigt die SAg-neutralisierende Kapazitit der Seren.

Seriell verdiinnte Seren wurden fiir 20 min mit Kulturiiberstinden der invasiven S. aureus-Isolate inkubiert.
Da die Isolate 103inv und 337inv nicht fiir Superantigene kodierten, wurden ihre Uberstinde und die zuge-
horigen Seren von diesem Assay ausgeschlossen. Humane PBMCs wurden zugegeben (10%ml) und fiir 72 h
inkubiert. Durch 3H-Thymidin-Inkorporation fiir weitere 17 h wurde die Proliferation der PBMCs erfasst.
Die area under the curve (AUC) der Proliferation wurde berechnet und die Proliferation der PBMC ohne
Zugabe von Serum auf 100 % gesetzt. Die neutralisierende Kapazitit der Seren der immunkompetenten
Patienten mit exogenen Infektionen sind in (A) dargestellt, die der immunkompetenten Patienten mit endo-
genen Infektionen in (B) und die Ergebnisse der immunsupprimierten Patienten in (C). Nur im Verlauf der
exogenen Infektionen der immunkompetenten Patienten fand eine signifikante Verstirkung der Superanti-
genneutralisation statt (p = 0,0137). Bei dem Sonderfall des Carriers 1255 mit einer exogenen Infektion ist
die Stimulation mit den Antigenen des kolonisierenden Stammes 1255col mit offenen Kreisen, mit denen
des invasiven Stamms 1255inv mit gefiillten schwarzen Kreisen dargestellt. Die Proliferation wird beim
invasiven Isolat 1255inv immer stirker inhibiert (5 % - 60 % - 60 % Neutralisation), wohingegen sich die
neutralisierende Kapazitit fiir Superantigene des kolonisierenden Isolats kaum verinderte (24 % - 39 % - 25
%). Die Experimente wurden mit PBMC von drei Spendern durchgefiihrt. Ein reprisentatives Beispiel ist
hier dargestellt.
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2.7 Die Antikérperantwort war spezifisch fiir den invasiven S. aureus-Stamm

Bislang war unklar, ob der beobachtete Anstieg der IgG-Antwort spezifisch gegen das
Exoproteom des invasiven S. aureus-Isolates gerichtet ist oder ob sie aus einer polyklona-
len B-Zellaktivierung resultiert. Hier war Patient 1255 aufschlussreich: ein S. aureus-
Carrier mit einer exogenen Infektion. Er war mit einem Stamm der klonalen Linie CC45
nasal besiedelt (1255col) und wurde mit einem S. aureus-Stamm der Linie CC8 (1255inv)
infiziert.

Zuerst wurden die Exoproteome der Isolate 1255col und 1255inv untersucht. Sie unter-
schieden sich stark (Abb.18A und B, links). Durch Genotypisierung der Isolate wurden
die Superantigen-Genmuster erfasst (Tab. 6). Auch sie waren verschieden: Wiahrend
1255col zum spa-Typ t026 gehorte und egc-SAgs sowie Sec, Sel und TSST-1 kodierte,
wurde 1255inv dem spa-Typ t064 zugeordnet und kodierte die SAgs Seb, Sek, Seq. Diese
deutlichen Unterschiede der Isolate 1255col und 1255inv ermdglichten es, die Frage nach
der Spezifitit der anti-S. aureus-Antikorperantwort zu adressieren.

Die IgG-Bindung an sezernierte Proteine des kolonisierenden als auch des invasiven
Isolates war vor der Bakteridmie sehr stark; vergleichbar mit Carrierseren vor einer
endogenen Infektion (Abb. 18A). Wihrend der Infektion wurde jedoch eine deutliche
Verstirkung der IgG-Bindung und das Auftreten neuer IB-Spots nur fiir die 2D-IBs mit
dem invasiven Isolat 1255inv beobachtet. Auf den 2D-IBs des kolonisierenden Isolats
1255col traten im Infektionsverlauf keine neuen Spots auf und auch die IgG-Bindung
erhohte sich im Durchschnitt nur zweifach (Abb. 18B).

Zusitzlich zur Antikorperbindung wurde die Antikorperfunktion - exemplarisch die
Neutralisation der Superantigene - untersucht. Dazu wurde ein Neutralisationsassay mit
den Seren des Patienten 1255 und den Superantigen-enthaltenden Kulturiiberstinden der
Isolate 1255col und 1255inv durchgefiihrt (Abb. 17A, 17B). Nur gegen den Superantigen-
Cocktail des invasiven Isolates stieg die neutralisierende Kapazitit des Patientenserums im
Verlauf der Infektion deutlich an; nicht aber gegen den Superantigen-Cocktail des koloni-

sierenden Isolates.
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Abb. 18. Die anti-S. aureus-IgG-Antwort ist stammspezifisch.

Der Patient 1255 war ein Carrier mit einer exogenen Infektion. Die Exoproteome der kolonisierenden Iso-
lates 1255col (A) und des invasiven Isolates 1255inv (B) waren verschieden. Die Uberlagerungsbilder aus
IgG-2D-IBs vor Infektion in blau und wihrend der Infektion in orange zeigen einen deutlichen Anstieg der
IgG-Bindung an Antigene des invasiven (B, rechts), nicht aber an Antigene der kolonisierenden Isolates auf
(A, rechts). Eines aus drei unabhéngigen, vergleichbaren Experimenten ist gezeigt.

2.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die hohe Variabilitit von Wirt und Pathogen ermdglicht zahlreiche Interaktionen, deren
Komplexitit das Verstindnis der adaptiven Immunreaktion auf eine systemische
S. aureus-Infektion erschwert. Der in dieser Arbeit gewidhlte prospektive und personali-
sierte Untersuchungsansatz fiir die anti-S. aureus-Antikorperantwort erwies sich als sehr
aussagekriftig. Aufgrund der mit 2D-IBs erfassten Muster der IgM- und IgG-Antwort
lieRen sich endogene von exogenen Infektionen unterscheiden. Bei allen immunkompe-
tenten Patienten verstirkte sich im Infektionsverlauf die IgG-Bindung an zahlreiche 16s-
liche S. aureus-Antigene. Es konnte eine Antigen-Antikorper-Signatur der S. aureus-

Sepsis, bestehend aus elf S. aureus-Exoproteinen, identifiziert werden.
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3. Etablierung eines Verfahrens zur Analyse der S. aureus-

spezifischen T-Zellantwort

Um zu Antikorper-sezernierenden Plasmazellen zu differenzieren, benétigt der Grofiteil
der B-Lymphozyten T-Zellhilfe. Deshalb lassen die beobachteten komplexen Antikoérper-
muster mit Spezifitit fiir S. aureus-Antigene auf einen grofden Pool S. aureus-reaktiver T-

Zellen schliefden.

In vorausgegangenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass S. aureus-Antigengemische
eine starke T-Zellproliferation hervorrufen, deren Kinetik einer Memoryantwort ent-
spricht (164). Dabei wurden humane PBMCs fiir 7 d mit S. aureus-Kulturiiberstinden der
exponentiellen oder der post-exponentiellen Wachstumsphase stimuliert. Besonders
intensiv war die Reaktion der PBMCs auf losliche S. aureus-Antigene, die in der post-
exponentiellen Phase sezerniert wurden: Die Stirke der induzierten Proliferation der
PBMCs war vergleichbar mit der Proliferation nach Stimulierung mit dem Recal/l-Antigen
Tetanustoxoid. Die Ergebnisse der Proliferationsassays gaben zwar Aufschluss iiber die
Prisenz S. aureus-spezifischer T-Lymphozyten, aber die Frequenz dieser T-Zellen sowie
die erkannten Antigene oder gar Epitope kénnen mit dieser Methode nicht ermittelt
werden. Durchflusszytometrische Analysen bieten sich fiir diese Fragestellung nicht an:
Wihrend fiir die Untersuchung von BCR-Spezifititen fluoreszenzmarkierte Antigene aus-
reichen, miisste fiir die TCR-Spezifitdt auf die Tetramertechnik zuriickgegriffen werden.
Aber selbst dieser Ansatz wire stark limitiert, da die antigenen Peptide bereits bekannt
sein miissten und die Analyse auf wenige MHC-II-Allele beschrinkt wire. Um die Fragen
nach Frequenz der antigenspezifischen T-Zellen und ihrer Epitopspezifitit zu adressieren,
sind Untersuchungen auf Einzelzellebene mit anderen Techniken notwendig. Werden als
read-out-Systeme Proliferation (*H-Thymidin-Inkorporation) und Zytokinsekretion
(Cytometric Bead Array) gewihlt, so miissen die einzelnen T-Zellen wegen der moderaten
Sensitivitit dieser Methoden vor der Analyse zu T-Zellklonen expandiert werden.

Kiirzlich wurde von Geiger et a/. eine Methode fiir die Herstellung von T-Zell-Banken be-

schrieben, die sich fiir solche Analysen des S. aureus-spezifischen T-Zellrepertoires eignen
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konnten (165). Dabei werden zunéchst die T-Lymphozyten aus PBMCs angereichert. An-
schlieffend werden sie mit einer Zelldichte von 1.000-4.000 Zellen pro Mikrokultur ein-
gesit. Diese Zellzahl wird gewihlt, da sie der limitierenden Verdiinnung fiir die meisten
Recall-Antigene entspricht. Idealerweise enthilt jeder T-Zellpool somit hochstens eine

antigenspezifische T-Zelle (Abb. 19).
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Abb. 19. Etablierung einer T-Zellbibliothek.

Humane PBMCs wurden isoliert und mittels einer Nylonwollsdule wurden die enthaltenen T-Lymphozyten
angereichert. Diese wurden mit einer Konzentration von 4 x 10* /ml eingesit und mit 1 pg/ml PHA und
500 eU/ml IL-2 fiir 7 d stimuliert. Die Zellen wurden fiir weitere drei Wochen mit IL-2 expandiert. Parallel
wurden aus humanen PBMCs Monozyten angereichert. Durch Zugabe von 2 ng/ml IL-4 und 200 ng/ml
GM-CSF differenzierten sie in 7-10 d zu monozytenstimmigen dendritischen Zellen (Mo-DC). Diese wur-
den auf 107/ml eingestellt, fiir 4 h mit 10 pg/ml Antigen gepulst, mit 30 Gy bestrahlt und anschliefRend auf
2 x 10%/ml eingestellt und mit 10%/ml T-Zellen der verschiedenen T-Zellpools fiir 72 h koinkubiert. Danach
sind verschiedene Untersuchungen méglich: Durch 17 h 3H-Thymidin-Inkorporation kann die Proliferation
der T-Zellpools erfasst werden, Das Zytokinspektrum und auch diverse Oberflichenmarker der stimulierten
T-Zellpools kénnen durchflusszytometrisch bestimmt werden und proliferierende T-Zellpools kénnen limi-
tierend verdiinnt werden, um einzelne antigenspezifische T-Zellklone zu erhalten.
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Die T-Lymphozyten werden nun durch Zugabe von Mitogenen, Feederzellen und Wachs-
tumsfaktoren antigenunabhingig polyklonal expandiert, bis die fiir die read-out-Systeme
benétigte Anzahl von T-Zellen in jedem Pool erreicht ist.

AnschliefSend werden die T-Zellpools mit antigengepulsten autologen professionellen
antigenprisentierenden Zellen (antigen-presenting cells, APC) stimuliert. Dadurch wird
eine Proliferation in allen T-Zellpools ausgelost, die expandierte antigenspezifische T-
Zellklone enthalten (Abb. 19). Aus dem Anteil der proliferierenden T-Zellpools kann auf
die Zahl der antigenspezifischen Vorlduferzellen geschlossen werden; die Frequenz anti-

genspezifischer T-Zellen wird ermittelt.

3.1 Herstellung einer Bank aus expandierten T-Zellpools

Die Expansion von T-Zellpools war technisch anspruchsvoll. Ausgehend von dem von
Geiger et al. beschriebenen Verfahren mussten verschiedene Parameter angepasst werden
(Tab. 9) (165). Das optimierte Protokoll fiir die Herstellung einer T-Zellbibliothek funk-
tionierte wie folgt:

Aus Frischblut wurden PBMCs mittels Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert. 30 x 10°
Zellen wurden in R10F-Zellkulturmedium aufgenommen und die T-Lymphozyten durch
Einsatz von Nylonwolle angereichert (Abb. 20). B-Zellen und Monozyten binden an

Nylonwolle; T-Lymphozyten lassen sich jedoch mit Zellkulturmedium eluieren.
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Abb. 20. T-Zellanreicherung mittels Nylonwolle.

PBMCs wurden aus Frischblut isoliert, die T-Lymphozyten mittels Nylonwolle angereichert und durch-
flusszytometrisch analysiert. (A) FSC-SSC-Darstellung der PBMCs nach der Behandlung mit Nylonwolle.
Der Anteil der Lymphozyten liegt bei 78,8%. (B) Die CD3*-Population innerhalb der Lymphozytenpopula-
tion betrigt 87,3%. (C) Lediglich 0,4% tote Zellen wurden in der CD3*-Population gemessen (D) CD3-Iso-
typkontrolle. Eines aus drei unabhéngigen Experimenten (mit unterschiedlichen Blutspendern) ist gezeigt.

Im eluierten Zellgemisch lag der Anteil der CD3*-Zellen bei 70-75 % aller Zellen, bzw.
bei 83-87 % der Lymphozyten. Weitere, aus dem Frischblut isolierte, PBMCs dienten als
Feederzellen. Sie wurden in Zellkulturmedium mit Humanserum (R5H) aufgenommen
und mit 30 Gy bestrahlt. Fiir jeden Pool wurden 4 x 10® T-Zellen mit 2,5 x 10* Feeder-
zellen in Nunclon® 96-Well-Mikrotiterplatten (Rundboden) koinkubiert. Jede Kultur
wurde mit 1 pg/ml PHA und 500 eU/ml IL-2 stimuliert. Geringere Konzentrationen von
PHA oder IL-2 minderten in Vorversuchen das Wachstum der Zellen deutlich (Tab. 9).
Tab. 9. Optimierung der Kultivierungsbedingungen fiir i) die Etablierung der T-Zellbank, ii) die
Differenzierung von Monozyten zu APC und iii) anschlieRende funktionelle Assays.

Blaue Schrift: Variierte Bedingungen, blau unterlegt: optimale Bedingungen, wie sie in das aktuelle Proto-
koll eingehen.

T-Zellbibliothek

Experiment Optimiertes
1 2 3 4 5 Protokoll
T-Zellkonzentration | 0,04 /0,02 x 0,04x10%ml;  0,04x10%ml;  0,04x10°%ml;  0,04x10%ml; 0,04 x 10°%/ml;
beim 1. Einsden 10%/ml; 4x10°/Ansatz  4x10° /Ansatz  4x10° /Ansatz  4x 10’ /Ansatz 4 x 10’ /Ansatz
4/2x10° /Ansatz
IL-2 500 eU/ml 500 eU/ml 50/25/10 500 eU/ml 500 eU/ml 500 eU/ml
eU/ml
PHA 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml
(einmalig) (einmalig)
Feederzellen (PBMCs) | 0,25 x 10°/ml; 0,25x10%ml;  0,25x10%ml;  0,25x10%ml;  0,25x10%ml; 0,25 x 10°/ml;
2,5 x 10*/Ansatz 2,5x 2,5x 10*/Ansatz 2,5 x 10°/Ansatz 2,5 x 10*/Ansatz 2,5 x 10%/Ansatz
10*/Ansatz
Bestrahlung 1/2x30Gy 1x30 Gy 1x30 Gy 1x30Gy 1x30Gy 1x30 Gy
Mikrotiterplatten Nunclon® / Nunclon® Nunclon® Nunclon® Nunclon® Nunclon®
Greiner Cellstar
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Proliferationsassay

T-Zellkonzentration | 10°/ml; 10°/ml; 10°/ml; 10°/ml; 10°/ml; 10°/ml;
Proliferationsassay 10° /Ansatz 10° /Ansatz 10° /Ansatz 10° /Ansatz 10° /Ansatz 10° /Ansatz
APC PBMC PBMC PBMC Mo-DC Mo-DC Mo-DC
APC-Konzentration | 10°/ml; 5x10° /ml; 10° /ml; 10° /ml; 10° /ml; 10° /ml;
10*/Ansatz 5x10°/Ansatz  10%*/Ansatz 10*/Ansatz 10*/Ansatz 10*/Ansatz
IL-4 - - - 1 ng/ml - 1 ng/ml
GM-CSF = - - 100 ng/ml - 100 ng/ml
R5H X X X X - X
Cell-Gro = s = - X
Bestrahlung 1/2x30Gy 1x30 Gy 1x30Gy 2 x 30 Gy 2x30 Gy 2x30 Gy
Kulturdauer 72h/24h/48h 72h/24h /48 72h 72 h 72 h 72 h
/48 h h/48h
3H-Thymidineinbau 17h/65h/65h 17h/65h/65 17h 17h 17h 17h
/17h h/17h
Mikrotiterplatte Rund- Rundboden Rundboden Rundboden Rundboden Rundboden
/Flachboden

Das Gesamtvolumen jedes Pools lag bei 200 pl. Die T-Zellpools wurden in wasserdampf-
gesattigter Atmosphire bei 37 °C, 5 % CO: fiir 7 d ohne Mediumwechsel inkubiert, weil
ein fritherer Mediumwechsel (< 7 d) die Proliferation der Zellen erheblich beeintrichtig-
te. Nach 7 Tagen wurde die Hilfte des Mediums durch frisches R5H mit 500 eU/ml IL-2
ersetzt und anschlieffend wurden die Kulturen in 48-Well-Mikrotiterplatten umgesetzt,
in die 200 pl R5H mit 500 eU/ml IL-2 vorgelegt war. Nun wurde alle 3-4 d die Hilfte des
Mediums durch frisches RSH mit 500 eU/ml IL-2 ersetzt. Sobald ein einschichtiger Zell-
rasen ca. 80 % des Plattenbodens bedeckte, wurden die T-Zellpools in 24-Well-Platten
umgesetzt und bei erneuter Konfluenz des Zellrasens auf weitere 24-Well-Platten verteilt.
Die Zellen wurden weiter mit regelmafdigem Mediumwechsel inkubiert, bis sie zu einem
fast vollstindigen bodenbedeckenden Zellrasen expandiert waren. Auf diese Weise liefien
sich die urspriinglich eingesiten 4 x 10* T-Zellen auf ca. 2,4 x 10° T-Zellen in jedem T-

Zellpool expandieren, was einem Faktor von ca. 600 entspricht.
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3.2 Differenzierung von Monozyten

Fiir die TCR-vermittelte Aktivierung bendtigen T-Zellen autologe, professionell antigen-
prasentierende Zellen (antigen-presenting cells, APC), die ihnen antigene Peptide im
Komplex mit MHC-II-Molekiilen und zusammen mit kostimulatorischen Molekiilen
prasentieren. Im Zellgemisch der PBMCs ist der Anteil dieser APCs sehr gering, deshalb
wurde die Anreicherung von Monozyten und ihre in vitro-Differenzierung zu mono-
zytidren professionell antigenprisentierenden Zellen (monocyte derived dendritic cells,
Mo-DC) etabliert:

Aus Frischblut wurden PBMCs mittels Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert, in R5H
aufgenommen und auf eine Konzentration von 10%ml eingestellt. Je 4 ml dieser Zellsus-
pension wurden in die Vertiefungen von 6-Well-Platten pipettiert und diese anschlief3-
end fiir 30 min bei 37 °C, 5% CO: und wasserdampfgesittigter Atmosphire inkubiert.
Das Medium wurde komplett abgenommen und jede Vertiefung vorsichtig mit PBS ge-
spilt, um nicht-adhédrente Zellen zu entfernen. Zu den adhirenten Zellen (grofitenteils
Monozyten) wurden je Vertiefung 4 ml R5H, versetzt mit 1 ng/ml IL-4 und 100 ng/ml
GM-CSF, zugegeben. Die Zellen wurden fiir 10-12 d inkubiert, wobei nach jeweils 3-4 d
die Halfte des Mediums gewechselt wurde. Nach dieser Zeit 16sten sich viele der vormals
kleinen runden Zellen vom Mikrotiterplattenboden und wiesen eine unregelméfiige Form
mit Pseudopodien auf. Diese Zellen sind nun in der Lage, antigene Proteine mit hoher Ef-
fizienz zu Peptiden zu prozessieren und sie autologen T-Zellen im Komplex mit MHC-II

zu prasentieren.

3.3 Charakterisierung der T-Zellantwort auf ausgewdhlite S. aureus-Antigene

Durch Restimulation der nun vorliegenden T-Zellbank ist es moglich, simultan die
spezifische, TCR-abhidngige T-Zellantwort zahlreicher T-Lymphozyten zu untersuchen.
In einem Pilotexperiment mit 35 T-Zellklonpools wurde die T-Zellantwort auf ausge-

wihlte S. aureus-Antigene charakterisiert.
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3.3.1 Proliferation der T-Zellbank nach Antigenstimulation

Ein Kriterium fiir die Aktivierung von T-Lymphozyten ist die Proliferation nach Antigen-
kontakt. Um die Proliferation der expandierten 35 T-Zellklonpools nach Antigenstimula-
tion zu ermitteln, wurden autologe Mo-DC mit ausgewidhlten Antigenen gepulst, ge-
waschen, bestrahlt und mit den T-Lymphozyten der expandierten Pools fiir 72 h inku-
biert. Die Bestrahlung der Mo-DCs stellte sicher, dass die Antigene im Kontext mit
MHC-II-Molekiilen prasentiert werden, die Mo-DCs aber nicht mehr in der Lage sind,
sich zu teilen. Die Proliferation der T-Zellen wurde durch 17-stiindige 3H-Thymidin-
Inkorporation gemessen.

Antigenspezifische Proliferation wurde bei einem Stimulationsindex > 1,5 angenommen.
Dieser Index ist erreicht, wenn ein T-Zellpool im antigenstimulierten Ansatz eine um
50 % erhohte Proliferation im Vergleich zu einem parallelen Kulturansatz ohne Antigen
erreicht. Die Antigene Glycerolesterhydrolase (Geh), Key hole limpet protein (KLH) und
hitzeinaktiviertes a-Hdmolysin (Hla) induzierten jeweils eine Proliferation in zwei, fiinf
oder einem der untersuchten T-Zellpools (Abb. 21A). Die Proliferation war bis zu drei-
fach hoher als in den unstimulierten Ansédtzen. Wurden die Mo-DCs mit dem C-termina-
len Fragment von TSST-1 (TSST-c) oder dem Recall-Antigen Tetanustoxoid (TT) gepulst,
wurde eine schwichere T-Zellproliferation induziert, die aber in jeweils drei der unter-
suchten T-Zellpools gemessen wurde (Abb. 21A und B). Interessanterweise wiesen die T-
Zellen, die mit Lipase (Lip)-gepulsten Mo-DCs inkubiert wurden, eine starke Proliferation
in 25,7 % der T-Zellpools auf (Abb. 21A und B). Die Frequenzen der ermittelten antigen-
spezifischen T-Zellen lagen somit zwischen 1,9 x10° (Hla- oder TT-spezifisch) und

1,7 x 10* (Lip-spezifisch).
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Abb. 21. Proliferation von 35 T-Zellpools nach S. aureus-Antigenstimulation.

Humane PBMCs wurden isoliert, die T-Lymphozyten angereichert und mit PHA und IL-2 expandiert. Mo-
DCs wurden aus Monozyten mittels IL-4 und GM-CSF differenziert. Als Antigene wurden Geh, KLH, hitze-
inaktiviertes Hla, das C-terminale Fragment von TSST-1, TT und Lip eingesetzt. Nach Antigenpuls
(10 pg/ml fiir 4 h) wurden die Mo-DC mit 30 Gy bestrahlt und je 2 x 103> Mo-DCs mit 10> T-Zellen fiir 72 h
koinkubiert. Nach anschliefender 17-stiindiger *H-Thymidin-Inkorporation wurde die Proliferation der
Zellen gemessen. (A) Das Verhiltnis der Proliferation mit Antigen zur Proliferation ohne Antigenpuls der
Mo-DCs ist dargestellt. Die Markierung zeigt den Proliferationsindex 1,5. (B) stellt den Anteil proliferieren-
der T-Zellpools (Proliferationsindex > 1,5) dar. (C) Die proliferierenden T-Zellpools mit einem Stimulations-
index = 1,5 sind grau eingefirbt. Die dunkelgraue Schattierung kennzeichnet die T-Zellpools, deren Zyto-
kinprofil anschlieffend mittels CBA bestimmt wurde.

3.3.2 Zytokinprofil ausgewihliter T-Zellpools nach Antigenstimulation

Zusitzlich zur Proliferation sollte das Zytokinprofil ausgewdhlter T-Zellpools charakteri-
siert werden (Abb. 21C). Dazu wurden nach 72 h-Inkubation des Proliferationsassays
Kulturiiberstinde abgenommen und die Konzentrationen von IL-2, IL-4, IL-10, IL-12,

TNF-a, und IFN-y mittels Cytometric bead array (CBA) ermittelt (Abb. 22).

109



ERGEBNISSE

Lip. Pool 13 Geh, Pool §

12004 Lip, Pool 1 1
800+ b

400 W]

: IL-2 1.4 IL-5 IL-10 TNF-q IFN-y L2 IL4  IL-5 IL-10 TNF-¢ IFN-y IL-2  IL-4  IL-5 IL-10 TNF-q IFN-y

Abb. 22. Zytokinprofil der stimulierten T-Zellpools.

Aus den in Abb. 21 gekennzeichneten T-Zellpools wurden nach 72 h Stimulation mit antigengepulsten Mo-
DCs Zellkulturiiberstinde abgenommen. Die Zytokinkonzentrationen wurden mittels CBA (Cytometric
bead array) nach Herstellerangaben bestimmt. Alle mit antigenstimulierten T-Zellpools wiesen deutlich
erhohte IL-2-Konzentrationen auf, teilweise auch messbare Konzentrationen von IL-5 und IFN-y.

IL-2 erreichte die hochste Konzentration in allen gemessenen Kulturiiberstdnden, sie lag
zwischen 1.200 pg/ml (TSST-C- oder TT- stimuliert) und 120 pg/ml (Lip-stmuliert). Diese
Werte waren deutlich hoher als bei der unstimulierten Mediumkontrolle (55 pg/ml).
AufSer bei unstimulierten und KLH-stimulierten Ansitzen konnte ein Anstieg der IFN-y-
Konzentration beobachtet werden (30-80 pg/ml), der aber in allen Fillen deutlich unter
der IL-2-Konzentration lag. Geh-stimulierte T-Zellen (Pool 33) und TSST-c-stimulierte T-

Zellen (Pool 8) sezernierten zusatzlich IL-5.
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3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Um die T-Zellantwort auf S. aureus-Antigene auf Einzelzellebene zu untersuchen und um
die Frequenz antigenspezifscher T-Zellen zu bestimmen, wurden ein Verfahren zur Her-
stellung von T-Zellbanken optimiert und eine T-Zellbank in einem Pilotexperiment ge-
testet. Nach Anpassung zahlreicher Parameter liefSen sich humane T-Lymphozyten anti-
genunabhingig sechs Wochen in vitro kultivieren und dabei um den Faktor 600 expan-
dieren. Fiir anschlieffende Funktionsuntersuchungen wurde auch ein Protokoll zur Dif-
ferenzierung von monozytiren antigenprisentierenden Zellen etabliert. In einem Pilot-
experiment wurden nach dem optimierten Protokoll humane T-Zellen expandiert, die
Frequenz der T-Zellen mit Spezifitit fiir verschiedene Antigene bestimmt und ihr Zyto-

kinprofil charakterisiert.
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Kapitel 6. Diskussion

1. Die anti-S. aureus-Antikorperantwort bei Kolonisierung und Bakteridmie

1.1 Das basale Antikorperprofil und die Dynamik der Antikérperbindung

Im Zentrum dieser Arbeit steht die Antikdrperantwort gegen S. aureus bei nasaler Besied-
lung und bei systemischer Infektion mit dem Erreger. Auflerdem wurde die Antikorper-
antwort bei experimenteller Kolonisierung mit S. aureus 8325-4 und bei Behandlung von
Furunkulose mittels autologer Vakzinen untersucht (100, 166, 167). Um einen Eindruck
von der individuellen anti-S. aureus-Antikérperantwort zu erhalten, wurde zunichst in
einem Querschnittsansatz das basale Antikorperspektrum im Serum untersucht, um zu
Aussagen iiber die Zahl und Identitit der gebundenen Antigene und die durchschnittliche
Intensitit der Bindung zu kommen. In Abb. 22 ist das basale anti-S. aureus-Antikorper-
profil bei §. aureus-Carriern, Carriern und Nicht-Carriern vor experimenteller Koloni-
sierung, vor Furunkulosebehandlung und vor S. aureus-Bakteridmie dargestellt. Die
Unterschiede im basalen anti-S. aureus-Antikorperspektrum der abgebildeten Szenarien
sind auf die Stammspezifitit der Antikdrperantwort zuriickzufithren. Bei den verschie-
denen klinischen Situationen lassen sich aufgrund der Ergebnisse zwei Fille klar unter-
scheiden:
1) Die Antikorper binden Antigene eines S. aureus-Stammes, dem der Organismus be
reits exponiert war. Dies trifft fiir S. aureus-Carrier (Kolonisierung) und endogene

Infektionen (Furunkulose, endogene Bakteridmie) zu.

ii) Die Antikorper binden Antigene eines S. aureus-Stammes, der den Organismus
zum ersten Mal konfrontiert. Die experimentelle Kolonisierung und exogene

Infektion sind Beispiele fiir diesen Fall.
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Abb. 23. Die basale IgG-Bindung bei Kolonisierung, vor experimenteller Kolonisierung und bei Infektion
mit S. aureus.

IgG-2D-IBs wurden mit den sezernierten bakteriellen Proteinen des Laborstammes 8325-4 (experimentelle
Kolonisierung), mit den nasalen Isolaten (Kolonisierung) oder den invasiven S. aureus-Isolaten (Furunkulose
und Bakteridmie) und den zugehérigen Carrier- bzw. Patientenseren (vor einer Infektion) durchgefiihrt. Die
IgG-Bindung an Antigene der endogenen Isolate (schwarz: Kolonisierung, Furunkulose, vor endogener
Bakteridmie) war stirker als die IgG-Bindung an exogene Isolate (grau: experimentelle Kolonisierung, vor
exogener Bakteridmie). Es wurden doppelt so viele Spots und leicht erh6hte mediane Spotintensititen ge-
messen. Die IgG-Spotintensititen wurden aus je drei 2D-IB-Replikaten ermittelt, die medianen Spot-
intensitdten aller IgG-Spots sind fiir jeden Carriers bzw. Patienten dargestellt. Die Detektionsgrenze wurde

auf 0,5 relative Einheiten [Au; arbitrary units] festgelegt.

Die basale Antikorperbindung ist im ersten Szenario (Kolonisierung, Furunkulosebehand-
lung und vor spiteren endogenen Infektionen) im Gegensatz zur experimentellen Besied-
lung oder vor spiteren exogenen Infektionen leicht erhoht. Auflerdem werden in diesen
Fillen etwa doppelt viele Spots (im Durchschnitt 53 Spots vs. 101 Spots) auf den 2D-IBs
beobachtet (Abb. 23).

Grund fiir diese Beobachtung ist wahrscheinlich, dass das kolonisierende Isolat dem
(adaptiven) Immunsystem bereits durch wiederholte (sub)klinische Infektionen bekannt
ist; bei chronischer Furunkulose haben diese Infektionen Krankheitswert. Somit konnte

bereits eine spezifische Antikorperantwort generiert werden, bei der auch schon der
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Klassenwechsel von IgM zu IgG vollzogen wurde. Die anti-S. aureus-Antikérper im
Serum sind gegen zahlreiche konservierte und variable bakterielle Antigene gerichtet. Die
Spezifitit der Antwort fiir das kolonisierende Isolat ist besonders deutlich an der IgG-
Bindung an die variablen Staphylokokken-Proteine erkennbar, die auf mobilen gene-
tischen Elementen (mobile genetic elements, MGE) kodiert werden. Zu diesen variablen
Staphylokokken-Proteinen gehdren auch die SAgs. Bereits Holtfreter e a/ konnten
zeigen, dass Carrier die SAgs ihres kolonisierenden . aureus-Isolates neutralisieren
konnen (99). Dass die neutralisierende Kapazitit ihrer Seren jedoch deutlich niedriger
und mit Nicht-Carrier-Seren vergleichbar war, wenn sie mit SAgs konfrontiert wurden,
die nicht von ihrem kolonisierenden Stamm exprimiert wurden, bestdtigt die Hypothese
der Stammspezifitit der anti-S. aureus-Antikérperantwort.

Bei der experimentellen Besiedlung mit S. aureus 8325-4 und bei den spiteren exogenen
Infektionen waren sowohl die Anzahl der 2D-IB-Spots als auch die Bindungsintensititen
niedriger; die basale Antikorperbindung war weniger ausgeprégt. Hier sind die S. aureus-
Isolate dem Immunsystem nicht bzw. weniger bekannt. Zwar werden auch Antikorper-
bindungen gemessen, aber gegen die variablen Proteine wurden noch keine Gedichtnis-
B-Lymphozyten gebildet.

Die Ergebnisse zeigen, dass das basale Antikérperspektrum bei S. aureus-Carriern im Ver-
gleich mit Nicht-Carriern deutlich erhoht und stammspezifisch fiir das kolonisierende
Isolat ist; die Carrier sind prdimmunisiert. Das erweiterte anti-S. aureus-Antikorper-
repertoire fithrt aber nicht zu einer sterilen Immunitit, d.h. die Kolonisierung wird durch
diese Antikorper nicht verhindert.

Bereits beim Vergleich der basalen Antikdrperantwort bei Kolonisierung und Infektion
werden die Stirken des in dieser Arbeit durchgefiihrten personalisierten Ansatzes deut-
lich: Die Stammspezifitit der Antikorperantwort kann erfasst werden, wohingegen Quer-
schnittsuntersuchungen lediglich zeigen konnten, dass - bei sehr starker Uberlappung der
beiden Gruppen - wenige Antigene (TSST-1, SEA, CIfA und CIfB) von Carriern besser er-

kannt werden als von Nicht-Carriern, (98).
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Die Verdanderungen im anti-S. aureus-Antikorperprofil bei bakterieller Invasion wurden
ebenfalls untersucht; Aussagen zur Dynamik der spezifischen Antikdrperantwort konnen
getroffen werden. Bei systemischen endogenen Infektionen und wihrend der Autovakzi-
nierung bei Furunkulose verdoppeln sich die 2D-IB-Spotintensititen im Mittel und neue
IgG-Spezifititen werden kaum generiert (Abb. 23). Dieses Phidnomen entspricht einer
Sekunddrantwort: Im Fall der endogenen Infektionen ist das invasive Isolat dem adaptiven
Immunsystem bekannt und es bestehen bereits Gedichtnis-B-Lymphozyten. Die Auto-
vakzinierung der Furunkulosepatienten induziert ebenfalls die Bildung von Gedéachtnis-B-
Lymphozyten. Da diese einen Klassenwechsel zu IgG vollzogen haben, der T-Zellab-
hingig ist, kann auch auf anti-S. aureus-spezifische Gediachtnis-T-Lymphozyten geschlos-
sen werden. Die verstirkte Sekretion der etablierten IgG-Spezifititen ist der Grund des
Anstieges der Bindungsintensititen; die bereits bestehenden spezifischen Gedéchtnis-B-
Lymphozyten erkldren das Fehlen neuer IgG-Spezifititen.

Bei den exogenen Infektionen war eine andere Dynamik zu beobachten. Zusitzlich zu
den vor Infektion vorhandenen IgG-Spezifititen wurden zahlreiche neue Spezifititen
gebildet und die Bindungsintensitéten stiegen im Mittel mindestens fiinffach an (Abb. 24).
Gegen die vor Infektion gebundenen Antigene wurde eine Sekundirantwort ausgeldst,
aber zusitzlich wurde bei diesen Infektionsverldufen eine Primdrantwort gegen die dem
adaptiven Immunsystem noch nicht bekannten Antigene generiert. Die Aktivierung
antigenspezifischer T-Zellen und die damit verbundene T-Zellhilfe fiir den Klassen-
wechsel zu IgG konnte die Neubildungen von IgG-Spezifititen erkliren. Auch an dieser
Stelle sind die Stirken des personalisierten Ansatzes hervorzuheben: Zahlreiche Studien
zeigen, dass nach einer S aureus-Infektion die Titer anti-S. aureus-spezifischer Anti-
korper steigen. Das Spektrum der untersuchten Erkrankungen reicht von Haut- und
Weichteilerkrankungen, iber Toxisches-Schock-Syndrom, Osteomyelitis und Pneumonie
bis hin zur Sepsis (61, 148, 149, 168-170). Im Gegensatz zum personalisierten Ansatz
werden fiir diese Querschnittsuntersuchungen sehr grofde Kohorten benétigt. Auflerdem
ist die Uberlappung zwischen endogenen und exogenen Infektionen dabei oft so grof,

dass der diagnostische Wert der Studien zu vernachldssigen ist.
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Abb. 24. Dynamik der IgG-Antwort bei experimenteller Kolonisierung sowie lokaler und systemischer
Infektion.

Der Zeitverlauf der IgG-Antwort wihrend einer experimentellen Kolonisierung mit S. aureus 8325-4,
wihrend einer Furunkulosebehandlung mittels autologer Vakzinen oder wihrend einer S. aureus-Bakte-
ridmie wurde untersucht. IgG-2D-IBs wurden mit den sezernierten bakteriellen Proteinen des Labor-
stammes 8325-4 bzw. den invasiven S. aureus-Isolaten und den zugehérigen konsekutiven Carrier- bzw.
Patientenseren durchgefithrt. Die IgG-Spotintensitidten wurden aus je drei 2D-IB-Replikaten ermittelt, wo-
bei der Median fiir die Berechnung von Verhéltnissen genutzt wurde. Die Detektionsgrenze wurde auf 0,5
relative Einheiten [Au; arbitrary units) festgelegt. Um die Verdnderungen in der IgG-Antwort zu beobach-
ten, wurden die Quotienten der medianen Spotintensititen nach und vor experimenteller Kolonisierung,
nach und vor Furunkulosebehandlung, wihrend (spétester verfiigbarer Zeitpunkt) und vor Bakteridmie be-
rechnet. Wihrend der Bakteridmie stieg die IgG-Bindung bei jedem immunkompetenten Patienten signifi-
kant an; die p-Werte lagen zwischen 0,032 und < 0,0001. Bei exogenen Infektionen waren diese Anstiege

stirker als bei endogenen Infektionen. Die Mittelwerte der Intensitdten sind dargestellt.

Bei der experimentellen Besiedlung wurde kaum eine Dynamik beobachtet, der Quotient
aus der Intensitit der Antikdrperbindung nach und vor Besiedlung liegt bei 1. Nur bei
wenigen Antigenen wurde ein (geringer) Anstieg der Bindung gemessen. Dies kann an
dem kurzen Besiedlungszeitraum liegen, der bei einigen Probanden nur wenige Tage
betrug. In diesen Fillen ist es moglicherweise nicht zu einem Kontakt des adaptiven Im-
munsystems mit dem S. aureus-Isolat 8325-4 gekommen, d.h. es konnte keine spezifische
Antikorperantwort gebildet werden (100, 167). Besiedlung per se reicht also wahr-
scheinlich nicht aus, um einen Antikdrperantwort hervorzurufen. Aber auch der Einsatz

eines attenuierten Laborisolates, das unter anderem keine SAg-Gene besitzt, mag dazu
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beigetragen haben, dass wihrend der experimentellen Besiedlung nur eine sehr schwache

Anderung der Antikérperantwort beobachtet wurde.

1.2 Die §. aureus-Sepsis-Signatur

Mit dem personalisierten Ansatz, bei dem die Exoproteome der invasiven S. aureus-Isolate
massenspektrometrisch charakterisiert wurden, konnte ein Satz aus elf bakteriellen
Proteinen identifiziert werden, gegen die im Verlauf einer Bakteridmie bei mindestens der
Halfte der immunkompetenten Patienten ein Anstieg der Antikdrperbindung nachge-
wiesen wurde. Zu diesen Proteinen gehoéren Enzyme und Toxine. Die Enzyme waren
vertreten durch Autolysin (Aaa; auch Sle) und das bifunktionelle Autolysin (Atl), die
Glycerophosphoryldiester-Phosphodiesterase  (GlpQ), die Lipoteichonsduresynthase
(LtaS), die Thermonuklease (Nuc), die Phospholipase C (Plc) und die Thiolproteinase
Staphopain (SspP; auch ScpA); die Toxine durch a-Hémolysin (Hla) und y-Héamolysin
(Hlg; Untereinheiten A, B und C).

Das Autolysin Aaa wurden 2005 von Heilmann et al beschrieben (171). Sie konnten
nachweisen, dass Aaa sowohl als Autolysin als auch als Adhédsin agiert. Da eine aaa-
Deletionsmutante keine morphologischen Verdnderungen zeigte, schlussfolgerten sie, dass
Aaa weniger fiir den Zellwandmetabolismus als Atl benétigt wird. Auf der Suche nach an-
deren Funktionen von Aaa beobachteten sie, dass Aaa, welches auch auf der bakteriellen
Zelloberfliche exprimiert wird, an Fibrinogen, Fibronektin und Vitronektin bindet und
somit als Adhisin dient (171).

Atl, das bifunktionelle Autolysin, gehort zur Familie der Peptidoglycan-Hydrolasen und
kann als Amidase oder Glucosaminidase fungieren. Es ist in den Zellwandmetabolismus
involviert und wird besonders fiir die Tochterzellseparation benétigt. Houston ez al be-
schrieben kiirzlich den Einfluss der Amidasefunktion von Atl auf die Biofilmbildung von
S. aureus. Atl-Deletionsmutanten zeigten eine verminderte primidre Anhaftung an Poly-
styrenoberflichen und die Biofilmbildung, die durch Fibronektin-bindende Proteine

(Fnbp) vermittelt wird, war beeintrichtigt (172). Ahnliche Ergebnisse wurden durch die

117



DISKUSSION

Blockade des katalytischen Zentrums der Amidase erzielt. Die PIA-abhingige Biofilm-
produktion wurde in den Deletionsmutanten nicht beeinflusst (172). Wie die Arbeit von
Pasztor et al zeigt, ist Atl vermutlich auch am Export ausgewéihlter zytoplasmatischer
Proteine (weitere Peptidoglycan-Hydrolasen) beteiligt (173). Als Ligand fiir Atl wurde
bisher das heat shock cognate protein 70 (Hsc70) diskutiert, das anschliefiend die Inter-
nalisierung von S. aureus vermittelt. Durch den Einsatz von at/-Deletionsmutanten oder
anti-Hsc70-Antikérpern konnte die Internalisierung von S. aureus durch Endothelzellen
signifikant vermindert werden (174).

Die Lipoteichonsduresynthase LtaS ist ein in die Membran von S. aureus eingebettetes En-
zym, das die Lipoteichonsduresynthese vermittelt. LtaS ist essentiell fiir das Wachstum
und die Zellteilung von S. aureus, weshalb die Inhibierung dieses Enzyms als eine neue
Moglichkeit in Betracht gezogen werden kann, Infektionen, die durch antibiotikaresisten-
te Pathogene verursacht werden, zu behandeln (175). Der von LtaS genutzte enzyma-
tische Mechanismus wurde kiirzlich von Lu ez al. und Karatsa-Dodgson ez al. beschrieben
(176, 177). Das Produkt dieser enzymatischen Reaktion ist Lipoteichonsédure (/poteichoic
acid, LTA), die als Ligand fiir TLR-2 fungiert (178). Bereits 1998 beschrieben Kengatharan
et al., dass LTA und Peptidoglycan (PG) in vitround in vivo synergistisch auf die Aktivie-
rung von murinen M® wirken (179, 180). Im Vergleich mit dem von gram-negativen
Bakterien produziertem Lipopolysaccharid (LPS) werden in vitro hohe LTA-Konzentra-
tionen (1-10 pg/ml) bendtigt, um Zellen des angeborenen Immunsystems zu aktivieren;
bezieht man aber die aktive Konzentration auf die Bakterienzelldquivalente, so weisen
LTA und LPS ein vergleichbares proinflammatorisches Potential auf (178, 181, 182).

Auch die von S. aureus sezernierte phosphatidylspezifische Phospholipase C, Plc, gehort
zur gefundenen Sepsis-Signatur. Bei S. aureusist die Plc-Expression durch das agr-quorum
sensing-System reguliert (183). Marques et al. gelang es, bei der in vitro-Kultivierung von
invasiven, nicht aber nasalen Isolaten, im Kulturiiberstand die enzymatische Aktivitdt von
Plc nachzuweisen (184). Wie auch Phospholipasen anderer Spezies spaltet sie Glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI)-verankerte Proteine von der Zellmembran. Zu diesen Glyco-
proteinen auf humanen Zellen gehoren auch CD55 und das C8-bindende Protein, die mit

dem Komplementsystem interagieren: CD55 (complement decay-accelerating factor,
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DAF) verhindert den Zusammenbau der C3-Konvertase des alternativen Komplement-
weges; das C8-bindende Protein (C8bp) verhindert ebenfalls die Lyse korpereigener
Zellen durch C5b-9 (184). Ob Plc diese Molekiile (gezielt) von den Wirtszellen spaltet
und somit die Lyse korpereigener Zellen durch das Komplementsystem forciert, bedarf
weiterer Untersuchungen.

Uber die Glycerophosphoryldiester-Phosphodiesterase GlpQ ist bislang nur wenig be-
kannt. 2003 beobachteten Kohler er al, dass die Deletion von AemB zu einer deutlich er-
niedrigten GlpQ-Expression in vitro fiihrt (185). Im Laborstamm S. aureus COL reguliert
das Zweikomponentensystem SaeRS die Sekretion von GlpQ, nicht aber dessen Trans-
kription (186).

Ein weiterer Bestandteil der identifizierten S. aureus-Sepsis-Signatur ist die Thermo-
nuklease Nuc, welche eine von zwei thermostabilen Nukleasen von S. aureus darstellt
(187). Da die Nukleasen anderer Mikrokokken nicht thermostabil sind, wird in der
S. aureus-Diagnostik zusdtzlich zum Koagulase-Nachweis auch die Prisenz von Nuc bzw.
dem nuc-Gen iberpriift (187). Als Virulenzfaktor wird Nuc spitestens seit 2010
gehandelt, als sich im Mausmodell herausstellte, dass S. aureus den neutrophil
extracellular traps (NETs) der Neutrophilen mithilfe von Nuc entkommen kann (136).
Schon die Daten von Tiesler et al/ weisen darauf hin, dass Nuc auch bei §. aureus-
Infektionen des Menschen eine Rolle spielt: Sie beobachteten erhohte anti-Nuc-Anti-
korpertiter nach Infektion, wobei die Art der Infektion mit den Titern korrelierte (188).
Staphopain (SspP) gehort zur Familie der Cystein-Thiolproteinasen und kann aufgrund
bisheriger Untersuchungen ebenfalls als Virulenzfaktor betrachtet werden. Subkutane
Applikation von SspP (20 nM) fithrte im Meerschweinchen-Modell zu erhéhter Brady-
kininfreisetzung, verbunden mit einem deutlichen Blutdruckabfall (189). Desweiteren
wurde kiirzlich von Ohbayashi ez a/ beobachtet, dass SspP die Blutgerinnung stark beein-
trachtigt und aufierdem Kollagen abbaut (66).

Zusitzlich zu den extrazelluliren Enzymen finden sich auch porenbildende Toxine in der
S. aureus-Sepsis-Signatur: Das Toxin oa-Hédmolysin (Hla, auch o-Toxin) bildet durch
Oligomerisierung eine B-barrel-Struktur, die sich in die Membran der Wirtszellen inte-

griert und somit anionenselektive Poren bildet (59, 190, 191). Es induziert in héheren
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Konzentrationen die Lyse verschiedener Zellpopulationen, wie Erythro- und Thrombo-
zyten, Epithel- und Endothelzellen sowie Fibroblasten; in niedrigeren Konzentrationen
wurde Apoptose induziert (59, 190, 192-195). Bereits 1994 wurde gezeigt, dass Inkubation
von humanen T-Zellen mit Hla Apoptose in den Lymphozyten auslost (196). Der Einfluss
von Hla auf die Ausbildung einer S. aureus-Pneumonie wird ebenfalls diskutiert: Bubeck-
Wardenburg erzielten 2008 im Mausmodell durch Immunisierung mit einer mutierten
Form von Hla einen partiellen Schutz vor S. aureus -Pneumonie und Ragle er al be-
obachteten 2009 - ebenfalls im Mausmodell - einen protektiven Effekt von monoklonalen
anti-Hla-Antikorpern (143, 197). Aber nicht nur bei Pneumonie, auch im murinen
Keratitismodell wiesen die Tiere, die zuvor systemisch oder nasal mit Hla immunisiert
wurden, kleinere Hautinfektionen auf als die Kontrolltiere (198). Selbst bei kutanen
Infektionsmodellen mit dem MSRA USA300 erwiesen sich aktive und passive Hla-
Immunisierungen als teilweise protektiv (199). Die unterschiedliche Suszeptibilitit von
Zellen verschiedener Spezies auf Hla stellt jedoch in Frage, ob diese vielen im Mausmodell
erhobenen Daten auf den Menschen iibertragen werden konnen. Im Rahmen einer pro-
spektiven Studie wiesen Jacobsson ez a/ 2010 steigende Titer Hla-spezifischer Antikorper
bei invasiven S. aureus-Infektionen nach. Allerdings fand bei ihnen keine Unterteilung in
endogene und exogene Infektion statt (148). Colque-Navarro er a/ untersuchten die Anti-
korperbindung bei gesunden Probanden; bei ihnen waren die anti-Hla-Titer der Carrier
im Vergleich zu den Nicht-Carriern leicht erhoéht (p = 0,056) (97).

Ein weiterer Virulenzfaktor der identifizierten S. aureus-Sepsis-Signatur ist y-Hémolysin
(Hlg). Dieses Leukotoxin ist ebenso wie Hla ein Porenbildner, aber es ist kationenselektiv.
Es sind drei Untereinheiten (HIgA, HlgB und HlgC) bekannt, von denen sich entweder
HlgA-B- oder HlgB-C-Oligomere zu einer transmembranen Pore zusammensetzen.
Sowohl die Organisation der Genloci als auch der Mechanismus der Porenbildung sind

detailliert aufgeklart (58, 59).
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1.3 Warum fehlen Antikérper gegen einige bakterielle Proteine?

In dieser Arbeit wurden auch Proteine identifiziert, die zwar in den Exoproteomen stark
vertreten waren, gegen die jedoch keine spezifische IgG-Antwort gerichtet war. Zu diesen
Proteinen gehoren die Hyaluronatlyase A (HysA), eine N-Acetylmuramyl-L-Alanin-
Amidase (SACOL2666) sowie der P-Lactamase-Regulator 1 (BlaR1). An die Prépro-
Formen der Lipasen Lip und Geh (Glycerolesterhydrolase) konnte ebenfalls keine
Antikoérperbindung gemessen werden. Vereinzelt traten Antikérper auf, die an die reife
Form von Geh banden (endogene Bakteridmie, Kolonisierung).

Die Lipase Lip wurde in grofien Mengen in den Exoproteomen identifiziert, aber bei
keinem der Patienten oder gesunden S. aureus-Carrier wurden anti-Lip-spezifische Anti-
korper gemessen. Dies steht auf den ersten Blick im Widerspruch zur bisherigen Literatur.
Denn mit ELISA-Verfahren wurde in mehreren Studien Antikérperbindung an Lipasen
nachgewiesen, welche bei Infektionen anstieg (146, 148, 200, 201). Auf den zweiten Blick
wird jedoch deutlich, dass ein direkter Vergleich unserer Ergebnisse mit diesen Studien
nicht mdglich ist: S aureus kann ndmlich mindestens zwei lipolytische Enzyme
sezernieren, Lip und Geh (202). In den publizierten Studien wurden Lipasen aus
S. aureus-Kulturiiberstinden aufgereinigt, um anschliefSend mittels ELISA Lipase-
spezifische Antikorper im Serum nachzuweisen. Dabei konnte naturgemifd nicht
zwischen der Bindung an Lip und Geh unterschieden werden (146, 148, 200, 201).
Problematisch ist auch, dass die Lipasen von S. aureus - Lip und Geh - oft als SAL
(8. aureus-Lipasen) zusammengefasst und fiir weitere Untersuchungen nicht unter-
schieden werden (202). Ein weiteres Hindernis stellt die ungiinstige Namensgebung der
beiden Proteine dar: Im Gegensatz zu Lip (auch Lipase, Lipl bezeichnet) spaltet Geh (auch
Glycerolesterhydrolase oder Lip2 bezeichnet) bevorzugt lingerkettige Fettsduren, was
jedoch als typisches Verhalten von Lipasen bekannt ist. Die Spaltung von Triacylglyce-
riden durch S aureus-Kulturiiberstinde ist demnach nicht mit der Prdsenz des Lip
genannten Enzyms gleichzusetzen und der Nachweis der Bindung von Antikérper an
Lipasepréiparationen aus bakteriellen Kulturiiberstinden bedeutet nicht unbedingt, dass

Lip-spezifische Antikorper vorliegen. Colque-Navarro et al. und Jacobsson et al. haben
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wahrscheinlich (nur) die Bindung an Geh gemessen. Um klar zwischen Lip- und Geh-
vermittelten Effekten zu trennen, wurden dagegen in unserer Arbeitsgruppen Lip und
Geh rekombinant hergestellt (203, 204). Mit diesen Pridparationen konnte ein deutlicher
Unterschied in der Antwort des adaptiven Immunsystems gegen Lip und Geh gefunden
werden: Antikorperbindung an Lip - die Glycerolesterhydrolaseaktivitit aufweist - ist
sehr selten (204, personliche Mitteilung C. Zehrfeld). An Geh wurde bei einigen
Bakteridmiepatienten und bei S. aureus-Carriern tatsichlich (geringe) Antikoérperbindung
beobachtet; diese war aber nur gegen die reife Form von Geh gerichtet, nicht gegen das
Prapro-Protein.

Die Hyaluronatlyase A, HysA, baut Hyaluronséure ab, welche eine der Hauptkomponen-
ten der extrazelluliren Matrix des Menschen darstellt. /n vitro wird sie wihrend der
zeitigen exponentiellen Wachstumsphase gebildet. Auch bei HysA stellt sich die Frage,
warum keine anti-HysA-spezifischen Antikorper gemessen wurden. Dabei wird HysA seit
einiger Zeit als Virulenzfaktor von S. aureus diskutiert: Makris er al entwickelten ein
murines Abszessmodell mit einer HysA-Deletionsmutante. Bei Infektion mit dem AysA-
deletierten S. aureus-Isolat war die Morphologie der Lasionen verdndert. Obwohl die
Lasionsfliche bei WT und Mutante vergleichbar war, war die Wundheilung bei Infektion
mit der Deletionsmutante beschleunigt. Makris er al schlussfolgern, dass HysA ein
Virulenzfaktor bei subkutanen Infektionen ist und HysA - passend zur Sekretion wihrend
des exponentiellen Wachstums in vitro - besonders den Infektionsbeginn beeinflusst
(205). Auch Hart er al ordneten HysA als Virulenzfaktor ein, da unter 20 von ihnen
untersuchten Staphylokokkenspezies Hyaluronatlyase nur von S. aureus produziert wird
(206).

Zu den bakteriellen Proteinen ohne Antikorperbindung zdhlen weiterhin SACOL2666,
eine N-Acetylmuramyl-L-Alanin-Amidase, die vermutlich wie Atl fiir den Zellwandmeta-
bolismus benétigt wird, und der B-Lactamase-Regulator 1 (BlaR1). BlaR1 ist ein trans-
membranes Protein, das sich aus einer Penicillin-Sensordoméne und einer intrazelluldren
Regulatordomdne zusammensetzt. Bruns er al untersuchten die Signalkaskade der
Penicillinerkennung durch §. aureus und diskutierten BlaR1 als Angriffspunkt fiir neue

Wirkstoffe, um die Methicillinresistenz von MRSA-Isolaten zu tiberbriicken (207).
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1.4 Vergleich der von Antikérpern erkannten Proteine bei Kolonisierung und Bakteridmie

Eine Signatur von gebundenen S. aureus-Proteinen kristallisierte sich auch bei den unter-
suchten S. aureus-Carriern heraus. Dabei gab es zwischen der Sepsis- und der Kolonisie-
rungs-Signatur einige Gemeinsamkeiten: In beiden Signaturen finden sich Atl, die Unter-
einheiten B und C des y-Hamolysins und LtaS. Zusdtzlich wurde in mindestens drei der
fiunf Carrier eine Bindung an das Autolysin Aaa und die Staphopain-Thiolproteinase
(SspP) beobachtet. Die deutliche Antikorperbindung an diese Enzyme und Toxinkompo-
nenten ldsst darauf schlieflen, dass diese Proteine dem adaptiven Immunsystem auch
wihrend der Kolonisierung prasentiert werden. Interessanterweise wurden auch bei
gesunden Carriern keine IgG-Bindung an Lip und nur eine schwache Bindung an das reife
Geh gemessen. Die Griinde fiir das Fehlen der spezifischen Antikdrper gegen diese
Proteine konnen vielfiltig sein: Moglicherweise werden Lip und Geh in vivo nicht oder
nur in sehr geringem Mafle exprimiert. Da in den 2D-IBs bei den Carriern nur eine
(schwache) Bindung an das reife Geh beobachtet wurde und Carrierseren im ELISA eine
stirkere Bindung an Geh aufwiesen als Nicht-Carrier (personliche Mitteilung C. Zehr-
feld), kommt das adaptive Immunsystem bei Kolonisierung moglicherweise nur mit der
reifen Geh-Form in Kontakt, nicht aber mit dem Priproprotein. Ob das Fehlen Lip-
spezifischer Antikérper darauf zuriickzufithren ist, dass Lip-spezifische B-Zellen durch
Lip moduliert werden, sodass diese keine Antikorper sezernieren, wird Bestandteil
zukiinftiger Untersuchungen sein. Auch das Zusammenspiel mit anderen bakteriellen
Komponenten - wie bei der Aktivierung des angeborenen Immunsystems durch LTA und
PG - sollte in Betracht gezogen werden, denn nach Immunisierung mit aufgereinigter,
LPS-depletierter rekombinanter Lip konnten bei einer Maus anti-Lip-Antikérper im

Serum nachgewiesen werden (204).

Auch bei den untersuchten Carriern gab es bakterielle Proteine, die von ihrem Serum
nicht gebunden wurden. Zu ihnen gehorten die Leukotoxinkomponenten D und E
(identifiziert in zwei bzw. drei Isolaten), das immundominante Oberflichenantigen B
(identifiziert in zwei Isolaten). An die in jeweils nur einem Isolat identifizierten Proteine

Staphylokokken-Enterotoxin R (Ser), Toxisches-Schock-Syndrom-Toxin-1 (TSST-1),
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Serinprotease E (SplE) und Tryptophansyntase (TrpS) konnte ebenfalls keine IgG-Bindung

beobachtet werden. Die Griinde fiir das Fehlen antigenspezifischer IgG- oder auch IgA-

Antikorper konnen vielfiltig sein:

i)

ii)

iif)
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Die Kolonisierung findet (hauptsichlich) auf den Schleimhéuten statt und das
dortige Antikorperspektrum wird von sekretorischem IgA (sIgA) und nicht von
IgG dominiert. Einige Antigene, die wihrend der Kolonisierung sezerniert werden,
werden moglicherweise nicht durch IgG sondern durch sIgA erkannt. Da sich sIgA
hauptsichlich aus IgA2 und Serum-IgA aus IgAl zusammensetzt, konnen auf der
Schleimhaut antigenspezifische IgA2 vorhanden sein, die sich aber nicht im Serum
wiederfinden, mit dem die IgA-2D-IBs durchgefiihrt wurden. Diese Erkldrung fiir
fehlende Antikorper konnte auf die (Super-)Antigene Ser und TSST-1 zutreffen.

Es wurden eventuell auch intrazellulire Proteine identifiziert, weil sie durch
bakterielle Lyse im post-exponentiellen Wachstum im Uberstand angereichert
wurden. /n vivo hingegen werden sie dem adaptiven Immunsystem aufgrund ihrer
zytoplasmatischen Lokalisation nur selten présentiert. Fiir die Tryptophansynthase
(TrpS), die durch ihre Beteiligung am Aminosduremetabolismus ein typisches

intrazellulires Protein darstellt, ist dieses Szenario denkbar.

Moglicherweise werden einige Proteine in vivo wihrend der Kolonisierung nicht
oder nur in geringen Mengen sezerniert, sodass sie keine Bildung spezifischer
Antikorper auslésen. Dies konnte die fehlenden IgG gegen LukD und LukE, SplE

und IsaB erkliaren.



DISKUSSION

2. Vor- und Nachteile des personalisierten 2D-Immunoblots

2.1 Vorteile der individualisierten Untersuchung

Durch das Auftrennen der Proteine erméglichen es 2D-IBs, die Antikdrperantwort gegen
eine Vielzahl von Antigenen zu untersuchen, was mit einem ELISA-basierten System in
diesem Umfang nicht moglich wire. Aufierdem kann die Antikérperantwort auf relevante
Antigene, d.h. Antigene, die vom kolonisierenden bzw. invasiven Isolat tatsichlich ge-
bildet werden, untersucht werden. In der vorliegenden Arbeit stand fiir jeden untersuch-
ten Probanden (Patient bzw. Carrier) das jeweilige invasive bzw. kolonisierende S. aureus-
Isolat zur Verfiigung. Die hohe genetische Variabilitit von Pathogen und Wirt fithrt zur
Entwicklung individueller Antikorperprofile eines jeden Probanden. Diese unterschied-
lichen Antikorperprofile erfordern den Einsatz eines personalisierten Ansatzes. Damit

kann verhindert werden, dass

i) nach Antikorperspezifititen gesucht wird, die nicht vorhanden sein kénnen, da das
entsprechende Antigen im kolonisierenden bzw. invasiven Isolat nicht prisent ist;
ii) moglicherweise relevante Antikorperspezifititen ignoriert werden, weil die zuge

horigen Antigene in der getesteten Antigenkollektion bzw. im Testisolat fehlen.

Wodurch ist ein personalisierter Ansatz gekennzeichnet? Zum einen wurden die Serum-
proben nicht gepoolt sondern individuell untersucht. Zum anderen wurde bei jedem Indi-
viduum die AntikOérperantwort mit den Antigenen des eigenen kolonisierenden bzw.
invasiven Stamm getestet. Die Zusammenfiihrung dieser beiden Kriterien in den 2D-IBs
ermoglichte die konzertierte Untersuchung zahlreicher relevanter Antigene. Durch den
Einsatz von individuellen Serumproben - im Gegensatz zu hiufig verwendeten gepoolten
Seren - konnte die individuelle basale Antigenerkennung dargestellt und verglichen
werden. Im Gegensatz zu anderen Studien, in denen die Antikérperantwort mithilfe eines

charakterisierten Labor-Isolates ausgelesen wird, konnte die stammspezifische Anti-
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korperbindung untersucht werden. Der experimentelle Aufbau ermoglichte es im Fall des
Patienten 1255, die Antikdrperantwort gegen das kolonisierende und das invasive Isolat
zu vergleichen und klar zu zeigen, dass die Antikérperantwort selektiv gegen den inva-
siven Stamm gerichtet war. Auflerdem wurde die S. aureus-Bakteridmie in einer pro-
spektiven Studie untersucht. Durch dieses Studiendesign konnte fiir die Bakteridmie-
patienten sowohl die basale Antigenbindung als auch die Kinetik der Antikdrperantwort
im Infektionsverlauf aufgezeichnet werden. Der Einsatz des hochsensitiven Luminol-
substrates (SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate; Thermo Scientific,
Rockford, USA) minimierte den Bedarf an klinischem Material; so wurden fiir jeden

2D-IB lediglich 0,5 pl Serum benétigt.

2.2 Limitationen der zweidimensionalen Immunoblots

Wie jede Methode haben auch die 2D-IBs Nachteile. Ein wichtiger Punkt ist die
Denaturierung von Epitopen; besonders fiir die Erfassung der Antikérperbindung an
Konformationsepitope, die von der dreidimensionalen Struktur der Antigene abhingig ist,
ist eine moglichst vollstindige Renaturierung der Proteine nach den Transfer auf die
Membran entscheidend. Somit gibt es moglicherweise spezifische Antikorper gegen
identifizierte Staphylokokkenantigene (beispielsweise Lip), an die aber auf den 2D-IBs
aufgrund unvollstindiger Renaturierung keine Bindung stattfinden konnte. Die Wieder-
herstellung der Quartdrstruktur ist génzlich ausgeschlossen. Durch den Einsatz von
nativer Gelelektrophorese konnte die Denaturierung umgangen werden, allerdings
wiirden dann im Gel zahlreiche heterogene Proteinkomplexe und Oligomere vorliegen,
was die massenspektrometrische Analyse der Spots behindern wiirde. Des Weiteren be-
riicksichtigen die durchgefithrten Versuche nur einen Teil des Exoproteoms, denn sie
trennen nur Proteine mit Molekulargewichten zwischen 10 kDa und 150 kDa. Kleinere
extrazelluldre Proteine oder Peptide, wie die von Otto et a/ beschriebenen phenol-soluble
modulins (PSMs), konnen nicht aufgetrennt werden (208). Um diese Molekiile in die

Analyse einzubeziehen, miissten sie aus den ausgefillten bakteriellen Proteinen mithilfe
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einer Sdule angereichert und anschliefSend in einer 2D-PAGE aufgetrennt werden, bei der
ein hoherprozentiges SDS-Gel zu Einsatz kommt. Auch wurden nur Proteine mit iso-
elektrischen Punkten (pI) zwischen 6 und 11 untersucht; Proteine mit einem sauren pl
(< 6) wurden aufgrund der unspezifischen Antikérperbindung von Spa (pl =5,1) vernach-
lassigt. Durch diese Einschrankung wurden aber auch abundante, immunogene Proteine
wie das immundominante Antigen A (IsaA), Aureolysin (Aur), V8-Protease (SspA), die
Cysteinprotease Staphopain B (SspB) und das sekretorische Antigen A (SsaA) ausgeschlos-
sen (209-211). Um auch saure Proteine in die Analysen einzubeziehen, miissten spa-
Deletionsmutanten der untersuchten S. aureus-Isolate generiert werden. Dies ist bei
genetisch manipulierbaren, laboradaptierten S. aureus-Stimmen mdglich, nicht jedoch bei
einer Vielzahl klinischer Isolate, wie dies der personalisierte Ansatz erfordern wiirde. Bei
der Analyse der Antikoérperprofile nach experimenteller Besiedlung mit S. aureus 8325-4
wurde fiir die 2D-IBs im pH-Bereich 4-7 eine solche Mutante (S. aureus 8325-4 spa)
eingesetzt (100, 167). Eine weitere einschneidende Limitation stellen die Kultivierungs-
bedingungen der S. aureus-Isolate dar: In dieser Arbeit wurden die Mikroorganismen
unter in vitro-optimierten Bedingungen kultiviert. S. aureus wurde in angepasstem Pro-
karyoten-Vollmedium, bei 37° C und 200 rpm angezogen, sodass eine maximale Ausbeute
an extrazelluldren Proteinen in der post-exponentiellen Phase erreicht wurde. Dass Kulti-
vierungen unter derartigen Bedingungen dem Wachstum in vivo &hneln, darf bezweifelt
werden. Das in vitro-Wachstum in adaptiertem Eukaryotenmedium unter Fe?- und O:-
Limitation wiirde sich den in vivo-Bedingungen eher ndhern. Schliefdlich beschrinkte
sich der gewihlte Ansatz auf von S. aureus freigesetzte, 16sliche Proteine. Zusitzlich zur
Analyse der Antikdrperbindung an sezernierte Proteine ist auch die Bindung an ober-
flachenassoziierte Strukturen von grofem Interesse. Wihrend Antikorper, die sezernierte
Proteine wie Toxine binden, hiufig zur Neutralisation dieser Komponenten fithren, sodass
ihre zytotoxischen Funktionen aufler Kraft gesetzt werden, konnen opsonierende Anti-
korper die Phagozytose von Pathogenen verbessern. Im 2D-Gel lassen sich solche ober-
flaichenassoziierte Strukturen aufgrund ihrer lipophilen transmembranen Doménen
schlecht auftrennen. Losungsansitze wiirden ein shaving approach oder der Einsatz von

Igt- und srtA-Deletionsmutanten darstellen. Beim shaving approach, wie kiirzlich von
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Solis et al und Dreisbach er al vorgestellt, werden die Bestandteile der oberflichen-
assoziierten Proteine, die aus der Zellwand herausragen, enzymatisch von ihren Ver-
ankerungen oder trans-/intermembranen Doméinen gelost (212, 213). Das Gen srtA
kodiert das Enzym Sortase A, welches die Verankerung von Proteinen im Peptidoglycan
der Bakterienzellwand durch ein LPXTG-Motiv katalysiert. Durch den Einsatz einer srtA-
Mutante wire die Verankerung iiber den LPXTG-Anker nicht mdglich; die Proteine
wiirden sezerniert (214). Stoll et al. konstruierten 2005 eine [gt-Deletionsmutante des
S. aureus-Isolates SA113 (215). In diesem Mikroorganismus fehlte die Lipoprotein-
Diacylglyceryl-Ttransferase, die vom /gr-Gen kodiert wird. In der Mutante fand keine
Palmitylierung von Lipoproteinen statt und zahlreiche unmodifizierte Prilipoproteine
wurden nicht, wie beim Wildtyp, in der Membran verankert sondern sezerniert. Stoll er
al. beobachteten, dass die SA113 [gr-Mutante in humanen Zelllinien eine verringerte pro-
inflammatorische Antwort ausloste als SA113-Wildtyp (215). Ebenfalls weiterer Analysen
bedarf die Antikérperbindung an Nicht-Protein-Antigene: Welche Rolle spielt die
Erkennung von Glycosylierungen und Polysacchariden durch das adaptive Immunsystem
fiir den Infektionsverlauf?

Obwohl der personalisierte Ansatz mit 2D-IBs ein umfassendes Bild iiber die Antikorper-
bindung an zahlreiche S. aureus-Antigene vermittelt, so bleibt die Frage nach der Anti-
korperfunktion unbeantwortet. Den ,Goldstandard“ zur Einschitzung des protektiven
Potentials der Antikorper stellen hierbei in vivo-erhobene Daten dar. Alternativ konnen
funktionelle Untersuchungen in vitro den Nachweis von neutralisierender Kapazitit oder
Opsonisierung durch anti-S. aureus-Antikorper erbringen. Diese Beobachtung wiirde

Riickschliisse auf den Schutz durch Antikorper vor S. aureus-Infektionen zulassen.

Wie hat sich der personalisierte 2D-IB-Ansatz bewihrt? Trotz der zahlreichen erlduterten
Nachteile darf man ihn als den aktuellen ,Goldstandard® bezeichnen: Keine andere
Methode kann derzeit einen so hohen Informationsgehalt liefern und gleichzeitig so
prizise zwischen Signal und Rauschen diskriminieren. Anders als bei ELISA-basierten

Methoden wird die Bindung an zahlreiche und relevante Antigene untersucht und auch
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die Detektionsgrenze liegt dank des Einsatzes des hochsensitiven Luminolsubstrats sehr

niedrig.

3. Untersuchungen zur T-Zellreaktion auf S. aureus

Nicht zuletzt trigt die vorliegende Arbeit zum Verstindnis der humoralen Immunantwort
gegen S. aureus bei. In welcher Form aber reagieren die T-Lymphozyten, als weiterer
wichtiger Bestandteil des adaptiven Immunsystems, auf S. aureus? Derartige Unter-
suchungen standen bislang nicht im Fokus, da die S. aureus-spezifische T-Zellantwort in
der Zellkultur durch die SAgs maskiert wird. S. aureus-Isolate kodieren durchschnittlich
4-5 SAgs und diese rufen eine sehr starke polyklonale T-Zellantwort hervor, die die
spezifische T-Zellantwort auf S. aureus-Antigene iiberlagert. Die Ergebnisse dieser Arbeit
deuten aber darauf hin, dass auch die konventionelle Antigenerkennung durch T-Zellen
von Bedeutung ist: Die bei S. aureus-Bakteridmie entwickelte Antikorperantwort ist
stammspezifisch; bei Patient 1255 énderte sich die Antikérperantwort gegen das invasive,
nicht aber gegen das kolonisierende Isolat. Eine stammspezifische Antikérperantwort ist
antigengetrieben. Antigenspezifische B-Zellen bendtigen jedoch meist T-Zellhilfe; fiir den
Ig-Klassenwechsel zu IgG1 und IgE ist sie sogar zwingend notwendig. Deshalb weisen die
Daten dieser Arbeit auf einen grofien Pool von S. aureus-spezifischen Geddchtnis-T-
Lymphozyten hin. Diese S. aureus-spezifischen T-Zellen sind bislang nicht untersucht
worden. Um sie in der Zukunft zu quantifizieren und funktionell zu charakterisieren,

wurde ein neues Verfahren entwickelt.

3.1 Warum 1ist fiir die Analyse der Staphylokokken-spezifischen T-Zellantwort die

Etablierung eines komplexen Verfahrens notwendig?

Die Analyse spezifischer T-Zellen gestaltet sich weitaus schwieriger als die Analyse

spezifischer Antikorper: Da die T-Zellrezeptoren (TCR) nicht in 16slicher Form, sondern
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nur zelloberflichengebunden vorliegen, ist die Durchfiihrung von 2D-IBs nicht méglich.
Auch direkte Bindungsassays, beispielsweise mit markierten, rekombinanten Antigenen,
sind fast unmoglich. Da die T-Zellen antigene Peptide nur im Kontext mit MHC-
Molekiilen erkennen, miissen Antigene fiir direkte Bindungsassays prozessiert und auf
MHC-Molekiilen prasentiert werden. Mit Hilfe der Tetramertechnik, bei der losliche,
aber stabile MHC-Tetramere mit Peptiden beladen werden und die Bindung spezifischer
T-Zellen anschlieffend durchflusszytometrisch erfasst wird, ist dies moglich. Der
technische Aufwand ist allerdings immens: Es miissen autologe MHC-II-Molekiile ver-
wendet werden und auch die von den T-Zellen erkannten antigenen Peptide miissen be-
kannt sein, andernfalls miissen die Tetramere mit iiberlappenden Peptiden der gesamten
Aminosduresequenz des Antigens beladen werden. Alternativ zur T-Zellbindung kénnten
T-Zellfunktionen nach Antigenstimulation erfasst werden. Dabei kann durch 3H-Thymi-
dineinbau oder CFSE-Firbung die Proliferation erfasst werden. Auch die Charakteri-
sierung von Oberflichenmarkern und des Zytokinprofiles mittels Durchflusszytometrie

sowie gelbasierte oder gelfreie Transkriptom- und Proteomanalysen sind moglich.

Ebenfalls von Bedeutung fiir die Analyse der S. aureus-spezifischen T-Zellen ist die Aus-
wahl geeigneter Antigene. Zur Stimulation der T-Zellen kénnen Antigenextrakte, rekom-
binante Proteine oder Peptide eingesetzt werden. Als Antigenextrakte kénnen bakterielle
Kulturiiberstinde, (hitze)inaktivierte Bakterien und aufgeschlossene Mikroorganismen
dienen. Dabei muss beachtet werden, dass die Extrakte keine SAgs enthalten diirfen, da
diese antigenspezifische Effekte der T-Zellen iiberdecken wiirden. Auch grofie Mengen
porenformender Toxine wie die Himolysine von S. aureus storen die Untersuchungen, da
sie die T-Zellen lysieren kénnen. In vorausgegangenen Studien wurde die T-Zellpro-
liferation nach Stimulation mit Kulturiiberstinden aus der exponentiellen und der post-
exponentiellen Wachstumsphase von S. aureus 8325-4, hitzeinaktivierten S. aureus-Zellen
und intrazelluliren Antigenextrakten untersucht (164). Dabei induzierten sezernierte
Proteine der post-exponentiellen Wachstumsphase die stiarkste T-Zellproliferation. Diese
Beobachtung korreliert mit der Antikérperbindung: Im Gegensatz zu intrazelluldren Pro-

teinextrakten und sezernierten Proteinen der exponentiellen Wachstumsphase zeigten
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2D-IBs das stirkste und umfassendste IgG-Bindungsmuster, wenn die Bindung an sezer-
nierte Proteine der post-exponentiellen Wachstumsphase untersucht wurde (personliche
Mitteilung S. Stentzel). Zur Stimulation der T-Zellen kénnen anstelle von Antigenextrak-
ten auch rekombinante Antigene eingesetzt werden. Dies hat den Vorteil, dass somit das
Antigen, das die T-Zellantwort auslost, bekannt ist. Allerdings ist zu beachten, dass die
Frequenz antigenspezifischer Geddchtniszellen bei ca. einer in 103-10* liegt, d.h. der
experimentelle Ansatz muss so umfangreich gewihlt werden, dass geniigend antigen-
spezifische Zellen vorhanden sind, deren Aktivierung gemessen werden kann. Im
Gegensatz zum Einsatz von Antigenextrakten und rekombinanten Antigenen koénnen
durch die Verwendung von Peptiden sogar die aktivierenden T-Zellepitope analysiert
werden (sog. epitope mapping; Epitopkartierung). Aber auch hier muss sichergestellt
werden, dass trotz der niedrigen Frequenz der spezifischen T-Zellen die verwendete

Analysemethode sensitiv genug ist, um die Aktivierung zu messen.

Ebenso wie fiir die Charakterisierung der Antikdrperantwort wire auch ein personalisier-
ter Ansatz fiir die Untersuchung der T-Zellantwort von Interesse. Im Idealfall wiirden
Antigenextrakte des eigenen Isolates eingesetzt werden; aus oben genannten Griinden
wiirden aber die enthaltenen SAgs die Analyse storen. Alternativ kann eine Anzahl re-
kombinanter Antigene eingesetzt werden. Diese wiirde sich aus jenen (konservierten)
Proteinen zusammensetzten, gegen die auch héufig eine Antikdérperantwort verzeichnet
wird (extrazellulire Enzyme, Hamolysine). Zusitzlich sollte die Auswahl variable Pro-
teine enthalten, die auch vom jeweiligen kolonisierenden bzw. invasiven Isolat exprimiert
werden. Die Bestandteile der in dieser Arbeit vorgestellten S. aureus-Sepsis-Signatur sind
demnach interessante Kandidaten, um antigenspezifische Gedéchtnis-T-Zellen zu suchen

und zu charakterisieren.

Ein weiterer Punkt, den es bei der Analyse S. aureus-spezifischer T-Zellen abzuwigen
gilt, ist die Frage, ob Zellgemische wie PBMCs oder Einzelzellen untersucht werden
sollen. Beim Einsatz von PBMCs ist der Zeitaufwand fiir die Zellisolierung relativ gering
und es kann mit Primérzellen gearbeitet werden; die Frequenz antigenspezifischer T-

Zellen kann aber nicht bestimmt werden und der Einfluss anderer Zelltypen auf die T-
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Zellen muss in Kauf genommen werden. Die Beobachtungen nach Antigenstimulation
konnen nicht eindeutig auf die T-Zellen zuriickgefiihrt werden. Werden T-Zellklone
eingesetzt, konnen die beobachteten Reaktionen eindeutig den T-Zellen zugeordnet
werden. Der Aufwand ist jedoch extrem hoch. Auch muss beachtet werden, dass alle
Zellen eines T-Zellklons dasselbe Peptid erkennen; die Frequenz antigenspezifischer
Gedichtnis-T-Zellen kann mit T-Zellklonen demzufolge nicht ermittelt werden. Einen
Mittelweg bildet der Einsatz einer Bank von T-Zellpools, die die Analyse auf Einzel-
zellebene ermdglicht, wenn die Grofde der Pools so gewidhlt wird, dass eine Grenzver-
diinnung der antigenspezifischen T-Zellen erreicht wird. Zwar ist der materielle und
zeitliche Aufwand zur Generierung einer T-Zellbank im Vergleich zur Isolation von
PBMCs aus Vollblut deutlich grofier, aber Effekte von anderen Zellpopulationen (z.B.
B-Zellen, Monozyten) konnen ausgeschlossen werden. Die Frequenz antigenspezifischer
Gedichtnis-T-Zellen kann bestimmt und die T-Zellantwort auf Antigenstimulation kann
fiir jedes eingesetzte Antigen charakterisiert werden. Der hohe Material- und Zeitauf-
wand zur Generierung einer T-Zellbank wird gerechtfertigt durch die Moglichkeit,

S. aureus-spezifische T-Zellen zu charakterisieren.

3.2 Einsatzmoglichkeiten der T-Zellbank

Fiir die Etablierung einer T-Zellbank werden zundchst T-Zellpools expandiert. Die Grofie
dieser Pools wird so gewdhlt, dass fiir die Testantigene eine Grenzverdiinnung der
antigenspezifischen T-Zellen erreicht wird; d. h. sich im Durchschnitt hochstens eine
antigenspezifische T-Zelle in jedem Pool befindet. Typischerweise ist dies bei einer Pool-
grofde von 103 - 5 x 10® T-Zellen gegeben. Durch die initiale Expansion der Zellen erhoht
sich die Sensitivitdt der anschlieSenden Funktionsassays. Anschlieffend kann durch Pro-
liferationstests ermittelt werden, wie viele Pools (expandierte) antigenspezifische T-Zellen
enthalten, um daraus auf die Anzahl der urspriinglich eingesetzten antigenspezifischen T-
Zellen zu schlieffen. Anders als bei der Tetramertechnik ist man dabei nicht auf wenige

MHC-II-Allele beschrankt, denn fiir die Antigenprésentation lassen sich syngene APC
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vom T-Zellspender einsetzen. Auch das erkannte Peptidepitop innerhalb des Antigens
muss nicht bekannt sein. Der experimentelle Aufwand wird dadurch verringert, denn
zunichst wird die Antwort auf ausgewihlte Antigene untersucht und nur bei antigen-
reaktiven Populationen erfolgt die Epitopkartierung. Wie der ELISpot basiert auch die T-
Zellbank auf der Einzelzellanalyse; im Gegensatz zum ELISpot, bei dem die T-Zellen
durch das Verfahren zugrunde gehen, kann ein expandierter T-Zellklon in einer T-
Zellbank mit mehreren Assays charakterisiert werden. Die T-Zellbank kann auflerdem
genutzt werden, um zu priifen, ob T-Zellstimuli tatsichlich durch den TCR vermittelt
werden. Dies ist von besonderem Interesse fiir Nicht-Protein-Antigene wie WTA und
LTA. Es wurde beschrieben, dass auch diese prozessiert und auf MHC-II présentiert
werden (77), was dem Lehrbuchwissen widerspricht. Mit dem beschriebenen Ansatz
kann man zwischen einer konventionellen Antigenerkennung und alternativen
Mechanismen der T-Zellaktivierung unterscheiden. Werden autologe APCs mit den
fraglichen Antigenen gepulst und anschlief}end mit den T-Zellen kokultiviert, werden bei
klassischer Antigenbindung nur einige T-Zellpools proliferieren, wenn die Grenz-
verdiinnung erreicht ist. Stimulieren die Nicht-Protein-Antigene die T-Zellen dagegen
durch einen anderen Mechanismus, z. B. dhnlich wie Superantigene, werden alle T-

Zellpools reagieren.

So erscheint die Bank expandierter T-Zellpools (T-Zellbank) als sehr geeignetes Instru-
ment fiir die Untersuchungen der menschlichen T-Zellimmunitit gegen S. aureus, denn
sie vereinbart folgende Vorteile:

i) hohe Sensitivitit von Untersuchungen an Primirzellgemischen wie PBMCs

ii)  die Moglichkeit der Quantifizierung der antigenspezifischen Zellen wie im ELISpot
iii) die Chance der detaillierten Charakterisierung (Epitopkartierung und funktionelle

Beschreibung) der antigenspezifischen T-Zellen wie bei T-Zellklonierung.

Das Informationspotential der Methode ldsst sich dadurch weiter steigern, dass ver-
schiedene T-Zellsubpopulationen, z. B. naive und Gedéchtnis-T-Zellen, separat analysiert

werden (165).
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In dieser Arbeit wurde das Verfahren der Analyse von Banken vorexpandierter T-Zell-
pools in umfangreichen Versuchsreihen optimiert und ein Pilotexperiment durchgefiihrt.
Als besonders wichtig erwies sich, den ersten Mediumswechsel erst nach einer sieben-
tigigen Stimulation mit PHA durchzufiithren, die IL-2-Konzentration von 500 iU/ml
wihrend der Expansion konstant zu halten und Nunclon®-Zellkulturplatten zu ver-
wenden. In zukiinftigen Experimenten soll eine bessere Isolierung der CD4*-T-Lympho-
zyten erfolgen als bislang mit der Anreicherung iiber Nylonwolle. Dadurch kann sicher-
gestellt werden, dass alle Feederzellen bestrahlt werden und nur CD4*-T-Lymphozyten
expandiert werden. Auch die Prdsentationsfihigkeit der APCs kann weiter erhoht
werden, um eine schnellere und deutlichere Selektion der antigenspezifischen T-Zellen
zu erhalten: Bislang wurden monozytire DC verwendet; die lentivirale Transfektion

dieser Zellen steigert die CD40L-Koexpression und verstirkt die Prasentation (216, 217).

Durch einen sich anschlieffenden Proliferationsassay konnte die Frequenz antigenspezi-
fischer T-Zellen bestimmt werden. Dabei war die Anzahl Lip-spezifischer T-Zellen am
grofdten, gefolgt von KLH-, TT- und TSST-c-spezifischen T-Zellen. Mit dem Serum des T-
Zellspenders wurde auch ein IgG-ELISA mit denselben Antigenen durchgefiihrt. Dabei
wurde IgG-Bindung gegen Hla, Geh und TT gemessen; an KLH, Lip und TSST-c konnte
keine Bindung beobachtet werden (s. Anhang, S. 185, Abb. xvi). Interessanterweise sind
in diesem Pilotexperiment die Antigene, die eine T-Zellproliferation ausldsen, nicht
immer dieselben, gegen die auch eine Antikérperantwort gerichtet ist. Inwiefern die
eingesetzten Antigene nicht nur im Kontext von MHC-II-Molekiilen den T-Zellen
prasentiert werden und ob sie andere Mdglichkeiten haben, die Antwort der B- und T-

Zellen zu beeinflussen, bedarf weiterer Untersuchungen.
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4. Relevanz der Ergebnisse fiir die S. aureus-Vakzineentwicklung

Aufgrund der schnellen Verbreitung von methicillin- und vancomycinresistenten
S. aureus-Isolaten (MRSA, VRSA) stehen kaum noch Reserveantibiotika fiir die Behand-
lung von MRSA- oder VRSA-Infektionen zur Verfiigung. Auch befinden sich nur sehr
wenige Antibiotika in der Entwicklung, denen ein neuer Wirkmechanismus zugrunde
liegt (53, 218). Da S. aureus besonders hiufig nosokomiale Infektionen verursacht, kommt
es schnell zur Ausbreitung resistenter S. aureus-Isolate auf Risikogruppen mit einge-
schrinkter Immunabwehr wie Neugeborene, Senioren oder Patienten der Intensiv-
medizin. Schwere Sepsis, die hdufig durch S. aureus verursacht wird, weist zudem mit bis
zu 55 % eine hohe Letalitdt auf (84, 132). Weil die Resistenzentwicklung fortschreitet und
bislang therapeutische Mafdnahmen fehlen, muss iiber andere Interventionsmdglichkeiten
nachgedacht werden. Die Entwicklung einer S. aureus-Vakzine steht dabei im Vorder-
grund. Im Mausmodell wurde bereits mit zahlreichen Kandidatenantigenen immunisiert.
Dabei induzierte in unterschiedlichen Studien die Vakzinierung mit Oberflichen-
proteinen wie CIfA, FnbpA, IsdA und B sowie SdrD und E, Lipoproteinen (Pbp2a),
Protein A, Polysacchariden (CP5 und 8), Glucosaminen und Toxinen (Hla und SAgs)
einen protektiven Effekt. Die Impfstoffentwicklung fiir den Menschen steht jedoch noch
immer am Anfang (219-226). Fiir eine passive Vakzinierung wurden poly- und
monoklonale Antikdrper gegen einen bakteriellen ABC-Transporter (GrfA, Aurograb®),
LTA oder CIfA in klinischen Studien eingesetzt. Die erzielte Schutzwirkung war aber
nicht signifikant (227-232). Auch der Einsatz der Kapselpolysaccharide 5 und 8 bei der
aktiven Vakzinierung konnte in den klinischen Studien keinen protektiven Effekt
hervorrufen (154, 155, 233-235). Momentan befindet sich ein IsdB-Impfstoff in klinischen
Studien (Merck, V7I0P). Dieser hat bislang die Phase I-Testungen erfolgreich durchlaufen
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(222, 236) und befindet sich seit 2007 in Phase-II-Studien. Die Ergebnisse dieser Studie
sind bislang noch nicht verdffentlicht (www.clinicaltrials.gov; Studie: "Efficacy,
Immunogenicity, and Safety of a Single Dose of V710 in Adult Patients Scheduled for
Cardiothoracic Surgery (V710-003 AM2)"; aktualisiert am 13.06.2011). Mit Blick auf die
gescheiterten Impfstoffentwicklungen bleibt es fraglich, ob eine Einzelkomponenten-
Vakzine umsetzbar sein wird. Durch die Variabilitat der Spezies S. aureus und die bereits
vorhandenen Antikorper gegen zahlreiche konservierte Staphylokokkenproteine ist die
Entwicklung eines solchen Impfstoffes eher unwahrscheinlich. Vielmehr werden
Multikomponenten-Impfstoffe benotigt werden und die in der vorliegenden Arbeit
identifizierte S. aureus-Sepsis-Signatur zeigt Kandidatenantigene dafiir auf. Erfreulicher-
weise befindet sich auch ein erster pentavalenter Impfstoff (PentaStaph®: CP5, CP8, Poly-
saccharid-Komponente 336, Hla, LukS-PV) von Nabi Biopharmaceuticals/GSK in klini-
schen Studien. Die Phase-I-Studie zu den Komponenten Hla und LukS-PV (www.clinical-
trials.gov; Studie: "Staphylococcus aureus Toxoids Phase 1-2 Vaccine Trial'; aktualisiert
am 01.02.2010) wurde im April 2011 erfolgreich abgeschlossen (Pressemitteilung vom
27.04.2011 von GlobeNewswire).

Auch die Informationen zum . aureus-spezifischen T-Zellgedichtnis sind fiir die Vak-
zineentwicklung von Belang. Bereits bestehende Gedichtnis-T-Zellen geben Aufschluss
dariiber, mit welchen Antigenen der Organismus bereits konfrontiert wurde bzw. welche
Antigene in vivo gebildet werden. Durch eine aktive Vakzine kann die bestehende adap-
tive Immunantwort verstirkt werden. Falls noch keine Gedichtnis-T-Zellen gegen einzel-
ne Antigene vorhanden sind, wird durch die aktive Vakzine erstmals ein T-Zellgedidchtnis
etabliert. Im Fall einer spiteren Infektion ist der Organismus durch die generierten Ge-

déchtniszellen in der Lage, der Infektion schneller und effizienter entgegenzuwirken.

Ein weiterer wichtiger Punkt muss gekldrt werden: Wer bendtigt eine passive oder aktive
Vakzine gegen S. aureus? Als Kommensale besiedelt S. aureus bei ca. einem Drittel der ge-
sunden Bevolkerung die Nasenschleimhaut, ohne klinische Symptome hervorzurufen.
Nur unter bestimmten Bedingungen, wie der Verletzung der Hautbarriere oder einem ge-

schwichten Immunsystem, wird S. aureus invasiv. Eine passive Vakzine konnte prophy-
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laktisch bei bzw. vor invasiven Eingriffen eingesetzt werden: Die Kombination von pra-
operativer Dekolonisierung wie von Bode et al beschrieben und passiver Vakzinierung
konnte das Risiko nosokomialer S, aureus-Infektionen deutlich senken (117). Auch die
Verabreichung einer passiven Vakzinierung im Falle einer beginnenden Infektion ist
denkbar. Allerdings miissen fiir den erfolgreichen Einsatz einer passiven Vakzine die
Diagnose und der Therapiebeginn sehr schnell aufeinander erfolgen. Zusitzlich ist zu
bedenken, dass die passive Vakzinierung mit hohen finanziellen Kosten verbunden ist.
Eine aktive Vakzine wire fiir verschiedene Personengruppen hilfreich: Patienten, die
wiederholt S. aureus-Infektionen ausbilden (rekurrente Furunkulose) und Patienten mit
einem erhohten Risiko einer schweren S. aureus-Infektion (Dialysepaptienten, Diabetiker,
Operationspatienten). Fiir geplante Operationen stellt allerdings die Kombination aus
prophylaktischer Dekolonisierung und passiver Vakzinierung eine gute Alternative dar
(117). Zusdtzlich konnte eine aktive Vakzine vor den gefihrlichsten Komplikationen
durch hochvirulente S. aureus-Isolate aufderhalb der Krankenhéuser schiitzen. Momentan
wire dieser Einsatz aber nur in den USA angemessen, wo durch den S aureus-Klon
USA300 ein hoher Infektionsdruck herrscht. Bestandteile des Impfstoffes sollten die

gefihrlichsten Toxine bzw. Virulenzfaktoren sein.
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Kapitel 7. Zusammenfassung

Staphylococcus (S.) aureus besiedelt bei 30 % der gesunden Bevolkerung den Nasenraum,
meist ohne Symptome zu verursachen (sog. Carrier). Die Bakterienspezies ist aber auch
eine der hdufigsten Ursachen fiir nosokomiale Infektionen mit zum Teil hoher Letalitit,
wie z. B. bei einer §. aureus-Sepsis. In den letzen Jahrzehnten haben sich multiresistente
S. aureus-Isolate in und aufierhalb der Krankenhiduser stark ausgebreitet. Dies lédsst be-
fiirchten, dass eine erfolgreiche antibiotische Behandlung schwerer S. aureus-Infektionen
in der Zukunft immer seltener moglich sein wird. Deshalb werden andere priaventive und
therapeutische Strategien wie Impfstoffe benoétigt. Die Impfstoffentwicklung gestaltet sich
jedoch schwierig. Zum einen ist die Variabilitit der Spezies S. aureus sehr grof: Zwei Iso-
late konnen sich in bis zu 20 % ihres Genoms unterscheiden. Zum anderen ist auch die
Immunantwort des Wirts sehr komplex. Die Mechanismen der angeborenen Immunab-
wehr sind bereits gut untersucht, das Zusammenspiel von S. aureus mit dem adaptiven
Immunsystem dagegen weniger umfassend charakterisiert. Dabei ist gerade dies fiir die
Vakzineentwicklung bedeutsam, denn jede erfolgreiche Vakzinierung beruht auf der
Bildung eines Immungedéchtnisses, der Kernkompetenz des adaptiven Immunsystems. Da
sich die gegen S. aureus gerichtete adaptive Immunantwort von Individuum zu Indivi-
duum stark unterscheidet, ist die Entschliisselung der zugrunde liegenden Mechanismen
eine besondere Herausforderung. Die rasche Entwicklung von OMICs-Techniken er-
moglicht nun erstmals eine umfassende Charakterisierung des Immunoms von S. aureus;
der Gesamtheit der von B-Zellen (und Antikérpern) und T-Zellen erkannten bakteriellen
Antigene. In dieser Arbeit sollten diese modernen Methoden eingesetzt werden, um einen
Beitrag zum Verstidndnis der vielfiltigen Interaktionen zwischen S. aureus und dem adap-
tiven Immunsystem zu leisten; mittelfristig soll dieses Projekt zur Entwicklung wirksamer

Impfstoffe gegen S. aureus beitragen.
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Informativ erschien ein Vergleich der adaptiven Immunantwort bei S. aureus-Carriern
und Patienten, weil er Aufschluss dariiber verspricht, wie die Interaktion zwischen Er-
reger und Wirt in der Balance gehalten wird und was dieses Gleichgewicht stort. Weil die
individuelle Antikoperantwort (IgG, IgA und IgM) in ihrer Komplexitit und Variabilitdt
erfasst werden sollte, wurde ein personalisierter Ansatz gewihlt, d.h. mittels zweidimen-
sionaler Immunoblots (2D-IB) wurde bei jedem S. aureus-Carrier oder Patienten die Anti-
korperantwort auf den eigenen kolonisierenden bzw. invasiven S. aureus-Stamm unter-
sucht. Durch die Kombination mit massenspektrometrischen Analysen lief3 sich das
S. aureus-Immunom der Kolonisierung und der Bakteridmie herauskristallisieren. Um in
der Zukunft auch S. aureus-spezifische T-Zellen charakterisieren zu kénnen, wurde ein
Verfahren fiir die Herstellung von humanen T-Zellbanken entwickelt, das die funk-

tionelle Analyse von T-Lymphozyten auf Einzelzellebene erméglicht.

Carrier erkranken hiufiger an einer S. aureus-Infektion als Nicht-Carrier. Dabei wird die
Infektion bei Carriern oft durch ihren endogenen Stamm ausgelost. Allerdings {iberleben
Carrier eine S. aureus-Bakteridmie besser als Nicht-Carrier. Moglicherweise fithren bereits
subklinische Infektionen wihrend der Kolonisierung dazu, dass eine spezifische Immun-
antwort gegen den besiedelnden Stamm gebildet wird. Unterstiitzt wird diese Hypothese
durch die Beobachtung von Holtfreter et al, dass Carrier neutralisierende Antikérper
gegen die Superantigene ihres kolonisierenden Stammes besitzen. Um die Frage zu beant-
worten, ob Carrier auch gegen andere S. aureus-Antigene stammspezifische Antikorper
aufweisen, wurde das anti-S. aureus-IgG-Profil von fiinf persistierend mit S. aureus be-
siedelten Blutspendern bestimmt. Dabei wurde die Antikérperbindung an die sezernierten
Proteine ihres eigenen besiedelnden Stammes mit der an die Proteine der anderen vier
S. aureus-Isolate verglichen. Die kolonisierenden Isolate gehérten zu verschiedenen
klonalen Linien und verfiigten iiber unterschiedliche Exoproteome. Alle Carrier wiesen
ein komplexes anti-S. aureus-IgG-Profil auf; in drei von fiinf Fillen war die Abdeckung
des eigenen besiedelnden Isolates am hochsten. Insgesamt wurden 36 IgG-bindende
bakterielle Proteine identifiziert. Davon hatten nur neun bei mindestens drei Carriern

eine IgG-Antwort ausgelost und gehorten damit zum Kern-Immunproteom. Einige IgG-
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Spezifititen markierten das variable, stammspezifische Immunproteom. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass die Antikorperantwort der Carrier spezifisch gegen ihren besiedelnden

Stamm gerichtet ist.

Wie werden diese Antikorper bei Carriern induziert? Auf den Ergebnissen eigener Vor-
untersuchungen griindet unsere Hypothese, dass fiir die Bildung der hohen Titer von anti-
Staphylokokken-Antikérpern, die in gesunden Erwachsenen regelmifdig gefunden
werden, subklinische Infektionen nétig sind. Denn experimentelle Kolonisierung allein
induzierte nur wenige oder gar keine gegen S. aureus gerichteten Antikorper. Deshalb
war die Entwicklung von Antikorpern bei Infektion von besonderem Interesse. Im
Rahmen einer prospektiven Studie untersuchten wir deshalb im zweiten Teil der Arbeit
die Dynamik der IgG- und IgM-Antwort bei einer systemischen S. aureus-Infektion
(Bakteridmie). Fiir jeden Infektionsverlauf wurde mit Hilfe der 2D-IBs die IgG-Antwort
gegen das invasive Isolat i) vor Infektion, ii) zum Zeitpunkt der Diagnose und iii) im
weiteren Infektionsverlauf aufgezeichnet. Carrier wiesen eine stammspezifische Pra-
immunisierung auf. In allen (immunkompetenten) Patienten stieg die Antikdrperbindung
im Verlauf der Infektion signifikant an; in vielen Féllen war dieser Anstieg zum Zeitpunkt
der mikrobiologischen Diagnose bereits erfolgt. Bei endogenen Infektionen verdnderte
sich das Antikérperbindungsmuster kaum. Im Verlauf von exogenen Infektionen wurden
dagegen zahlreiche neue IgG-Spezifititen gebildet. Diese variierten zwischen den
Patienten. Durch massenspektrometrische Untersuchung lieflen sich insgesamt 76
S. aureus-Proteine identifizieren; an 42 wurde IgG-Bindung beobachtet. Elf der Proteine
wurden bei mindestens der Halfte der Patienten durch Serumantikdrper erkannt. Alle
Patienten erlebten einen Antikérperanstieg gegen einen Teil dieser Proteine, so dass diese

elf Proteine als Antigen-Signatur der S. aureus-Bakteridmie definiert wurden.

Die Befunde fiihrten zu der Hypothese, dass fiir den Ausgang einer Begegnung mit
S. aureus auch die S. aureus-Antigen-Erkennung durch T-Zellen von grofier Bedeutung
ist: Die bei S. aureus-Bakteridmie entwickelte Antikdrperantwort war stammspezifisch

und deshalb hochstwahrscheinlich durch die Erkennung von Antigen getrieben. Eine
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polyklonale B-Zellaktivierung kénnte diese Ergebnisse nicht erkldren. Antigenspezifische
B-Zellen bendtigen jedoch meist T-Zellhilfe. Die Daten dieser Arbeit weisen also auf
einen groflen Pool von S. aureus-spezifischen T-Helferzellen hin. Deshalb sollte im
letzten Teil der Arbeit eine Methode entwickelt werden, mit der S. aureus-spezifische T-
Lymphozyten untersucht werden kénnen.

Um antigenreaktive T-Zellen zu quantifizieren und ihre Funktion auf Einzelzellebene zu
charakterisieren, wurde ein Grenzverdiinnungsansatz gewdhlt: Jede Mikrokultur soll
dabei hochstens eine antigenspezifische T-Zelle enthalten. Die Frequenz antigenspezi-
fischer Gedachtniszellen ist sehr niedrig, sodass die Grenzverdiinnung bei etwa 4 x 103 T-
Zellen pro Mikrokultur erreicht wird. Fiir funktionelle Untersuchungen miissen diese T-
Zellen jedoch stark vermehrt werden. Nach umfangreichen Optimierungsexperimenten
gelang es, die humanen T-Zellen in vitro antigenunabhingig 600-fach zu expandieren. In
einem Pilotexperiment wurden dann die Frequenz und das Zytokinprofil antigenspezi-
fischer T-Zellen eines Nicht-Carriers bestimmt. Als Antigene dienten ausgewihlte rekom-
binante S. aureus-Proteine. Die Frequenz der antigenspezifischen T-Zellen lag zwischen
1,9 x 10”° (a-Hamolysin-spezifisch) und 1,7 x 10* (Lipase-spezifisch). Die proliferierenden
T-Zellen sezernierten hauptsichlich IL-2.

Mit dieser Technik kénnen nun wichtige Fragen zur T-Zellreaktion auf S. aureus beant-
wortet werden: Wie unterscheidet sich die T-Zellantwort bei Carriern und Nicht-
Carriern? Wie entwickelt sie sich bei S. aureus-Infektionen? Induzieren verschiedene
S. aureus-Antigene, z. B. bestimmte Virulenzfaktoren, verschiedene Modi der T-Zellant-

wort? Wirken sie pro- und/oder anti-inflammatorisch?

Zweidimensionale Immunblots verbunden mit der massenspektrometrischen Identifi-
zierung des bakteriellen Proteoms haben sich zur umfassenden Charakterisierung der
individuellen Antikorperantwort auf S. aureus bewidhrt. In einem personalisierten Ansatz
wurden mit dieser Technik allgemeine Regeln der antibakteriellen Immunreaktion bei
Kolonisierung und Infektion aufgedeckt. Es wurde eine Antigen-Signatur der S. aureus-
Sepsis definiert, die sich moglicherweise fiir eine immunologische Erregerdiagnostik ein-

setzen ldsst. Dies wire ein bedeutsamer Fortschritt, da die mikrobiologische Erreger-
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diagnostik nur bei einem Drittel der Sepsispatienten erfolgreich ist. Weil die Ergebnisse
der Antikorperanalyse auf eine wichtige Rolle von T-Lymphozyten hindeuten, wurde im
letzten Teil der Arbeit ein Verfahren entwickelt, das die Quantifizierung der S. aureus-
spezifischen T-Lymphozyten und ihre funktionelle Untersuchung auf der Einzelzell-

ebene ermoglicht.
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Anhang

Tab. i. Genotypisierung der kolonisierenden S. aureus-Isolate.

Nasales nicht-egc egc-SAg®> agr mecA pvl eta, Repeat-Sequenz’ spa- abgeleiteter
Isolat  SAg‘ etd Typ®  MLST-CC
SH10 djr - / - - - 11-19-12-21-17- t008 CC8
34-24-34-22-25

SH15 - - / - - - 04-20-12-17-20- t056 CC25
17-12-17-17

SH27 - - I - - - 07-23-12-34-34- t084 CC15
12-12-23-02-12-23

SH39 tst gimnou - - - 15-12-16-02-16- t012 CC30
02-25-17-24-24

SH42 p gimno I - - - 26-23-17-34-17- t002 CC5
20-17-12-17-16

! Superantigene

2 enterotoxin gene cluster (egc)-Superantigene
3 Repeat-Sequenz des Staphylococcus aureus Protein A-Gens (spa)
* Genotypisierung anhand des Staphylococcus aureus Protein A-Gens (spa)
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Exoproteome der kolonisierenden Isolate mit Protein-Identifizierungen
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Abb.i: Proteinidentifizierungen im Exoproteom des kolonisierenden Isolates SH10.
Extrazellulire Proteine der post-exponentiellen Wachstumsphase wurden ausgefillt und gereinigt. 300 pg
des Proteingemisches wurden auf 11 cm-IPG-Streifen aufgetragen, nach pl und MW aufgetrennt und mit

Coomassie-Brilliantblau gefdrbt. Die prominenten Spots wurden ausgeschnitten und nach tryptischem

10 kDa

Verdau massenspektrometrisch analysiert. Identifizierte Proteine wurden mit Pfeilen gekennzeichnet. Das

Fusionsbild aus zwei unabhingigen Replikaten ist dargestellt.
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Abb.ii: Proteinidentifizierungen im Exoproteom des kolonisierenden Isolates SH15.

Extrazellulire Proteine der post-exponentiellen Wachstumsphase wurden ausgefillt und gereinigt. 300 pg
des Proteingemisches wurden auf 11 cm-IPG-Streifen aufgetragen, nach pl und MW aufgetrennt und mit
Coomassie-Brilliantblau gefirbt. Die prominenten Spots wurden ausgeschnitten und nach tryptischem
Verdau massenspektrometrisch analysiert. Identifizierte Proteine wurden mit Pfeilen gekennzeichnet. Das

Fusionsbild aus zwei unabhingigen Replikaten ist dargestellt.
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Abb.iii: Proteinidentifizierungen im Exoproteom des kolonisierenden Isolates SH27.

Extrazellulire Proteine der post-exponentiellen Wachstumsphase wurden ausgefillt und gereinigt. 300 pg
des Proteingemisches wurden auf 11 cm-IPG-Streifen aufgetragen, nach pl und MW aufgetrennt und mit
Coomassie-Brilliantblau gefirbt. Die prominenten Spots wurden ausgeschnitten und nach tryptischem
Verdau massenspektrometrisch analysiert. Identifizierte Proteine wurden mit Pfeilen gekennzeichnet. Das

Fusionsbild aus zwei unabhingigen Replikaten ist dargestellt.
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11« pH >6

Abb.iv: Proteinidentifizierungen im Exoproteom des kolonisierenden Isolates SH39.

Extrazellulire Proteine der post-exponentiellen Wachstumsphase wurden ausgefillt und gereinigt. 300 pg
des Proteingemisches wurden auf 11 cm-IPG-Streifen aufgetragen, nach pI und MW aufgetrennt und mit
Coomassie-Brilliantblau gefirbt. Die prominenten Spots wurden ausgeschnitten und nach tryptischem
Verdau massenspektrometrisch analysiert. Identifizierte Proteine wurden mit Pfeilen gekennzeichnet. Das

Fusionsbild aus zwei unabhidngigen Replikaten ist dargestellt.
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Abb.v: Proteinidentifizierungen im Exoproteom des kolonisierenden Isolates SH39.

Extrazelluldre Proteine der post-exponentiellen Wachstumsphase wurden ausgefillt und gereinigt. 300 pg
des Proteingemisches wurden auf 11 cm-IPG-Streifen aufgetragen, nach pl und MW aufgetrennt und mit
Coomassie-Brilliantblau gefdrbt. Die prominenten Spots wurden ausgeschnitten und nach tryptischem

Verdau massenspektrometrisch analysiert. Identifizierte Proteine wurden mit Pfeilen gekennzeichnet. Das

Fusionsbild aus zwei unabhingigen Replikaten ist dargestellt.
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Exoproteome und Identifizierungen in der Datenbank Protecs

Die bakteriellen extrazelluliren Proteome wurden durch 2D-Gelelektrophorese aufge-
trennt. Die Proteinspots der Bakteridmieisolate 103inv, 307inv, 337inv, 1362linv und
302inv, 703inv, 771inv wurden massenspektrometrisch analysiert. Die Informationen zu
den Spotidentifizierungen sind in den folgenden Abbildungen und online in der

Datenbank Protecs zusammengestellt: http://microbiol.biologie.uni-

greifswald.de/csp/bio/login.csp?JumpURL=showcollection.csp?OBJID=53. In Protecs, wie

auch auf der beiliegenden CD, sind auch die Massen-Peak-Listen der identifizierten Spots

hinterlegt.

Gelbilder in Protecs
Zur Nutzung der Datenbank Protecs verwenden Sie bitte den Link:

http://microbiol.biologie.uni-

greifswald.de/csp/bio/login.csp?JumpURL=showcollection.csp?OBJID=53

und den "public log in". Um die Gelbilder zu betrachten, wihlen Sie eines der Isolate aus.
Durch die Schaltfliche "Baseinformation" gelangen Sie zu “GelSpots belonging to this
Gellmage’. Die Auswahl “Show on Image” 6ffnet dann das zugehorige 2D-Gel mit den

gekennzeichneten Spots.

Massen-Peak-Listen in Protecs

Die Massen-Peak-Listen der identifizierten Spots sind ebenfalls in Protecs hinterlegt.
Nutzen Sie auch hierfiir den "public log in" und wihlen Sie die Kollektion "S. aureus
bacteremia in human patients" aus. Unterhalb der Projektzusammenfassung befindet sich
ein Link zu den massenspektrometrischen Daten. Speichern Sie den Ordner und
extrahieren Sie die komprimierten Dateien. Die identifizierten Spots der S. aureus-Isolate
sind in einzelnen Blittern der Excel-Datei aufgelistet. Sie enthilt: Spotname, pI, MW,

sequence coverage, scoreund einen Link zur korrespondierenden Peak-Liste.
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Exoproteome der invasiven Isolate mit Protein-Identifizierungen
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Abb.vi: Proteinidentifizierungen im Exoproteom des invasiven Isolates 103inv.

Extrazelluldre Proteine der post-exponentiellen Wachstumsphase wurden ausgefillt und gereinigt. 100 pg

des Proteingemisches wurden auf 11 cm-IPG-Streifen aufgetragen, nach pl und MW aufgetrennt und mit

Flamingo® gefirbt. Die Spots wurden ausgeschnitten und nach tryptischem Verdau massenspektrometrisch

analysiert. Identifizierte Proteine wurden mit Pfeilen gekennzeichnet. Das Fusionsbild aus zwei unab-

hingigen Replikaten ist dargestellt.
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Abb.vii: Proteinidentifizierungen im Exoproteom des invasiven Isolates 302inv.
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Extrazelluldre Proteine der post-exponentiellen Wachstumsphase wurden ausgefillt und gereinigt. 100 pg

des Proteingemisches wurden auf 11 cm-IPG-Streifen aufgetragen, nach pl und MW aufgetrennt und mit

Flamingo® gefirbt. Die Spots wurden ausgeschnitten und nach tryptischem Verdau massenspektrometrisch

analysiert. Identifizierte Proteine wurden mit Pfeilen gekennzeichnet. Das Fusionsbild aus zwei unab-

hingigen Replikaten ist dargestellt.
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Abb.viii: Proteinidentifizierungen im Exoproteom des invasiven Isolates 307inv.

Extrazelluldre Proteine der post-exponentiellen Wachstumsphase wurden ausgefillt und gereinigt. 100 pg
des Proteingemisches wurden auf 11 cm-IPG-Streifen aufgetragen, nach pl und MW aufgetrennt und mit
Flamingo® gefirbt. Die Spots wurden ausgeschnitten und nach tryptischem Verdau massenspektrometrisch

analysiert. Identifizierte Proteine wurden mit Pfeilen gekennzeichnet. Das Fusionsbild aus zwei unab-

hangigen Replikaten ist dargestellt.
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Abb.ix: Proteinidentifizierungen im Exoproteom des invasiven Isolates 337inv.

150 kDa

MW

10kDa

Extrazelluldre Proteine der post-exponentiellen Wachstumsphase wurden ausgefillt und gereinigt. 100 pg

des Proteingemisches wurden auf 11 cm-IPG-Streifen aufgetragen, nach pl und MW aufgetrennt und mit

Flamingo® gefirbt. Die Spots wurden ausgeschnitten und nach tryptischem Verdau massenspektrometrisch

analysiert. Identifizierte Proteine wurden mit Pfeilen gekennzeichnet. Das Fusionsbild aus zwei unab-

hangigen Replikaten ist dargestellt.
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Abb.x: Proteinidentifizierungen im Exoproteom des invasiven Isolates 703inv.

Extrazelluldre Proteine der post-exponentiellen Wachstumsphase wurden ausgefillt und gereinigt. 100 pg
des Proteingemisches wurden auf 11 cm-IPG-Streifen aufgetragen, nach pl und MW aufgetrennt und mit
Flamingo® gefirbt. Die Spots wurden ausgeschnitten und nach tryptischem Verdau massenspektrometrisch
analysiert. Identifizierte Proteine wurden mit Pfeilen gekennzeichnet. Das Fusionsbild aus zwei unab-

hangigen Replikaten ist dargestellt.
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Abb.xi: Proteinidentifizierungen im Exoproteom des invasiven Isolates 771inv.

150 kDa

A

MW

10 kDa

Extrazelluldre Proteine der post-exponentiellen Wachstumsphase wurden ausgefillt und gereinigt. 100 pg

des Proteingemisches wurden auf 11 cm-IPG-Streifen aufgetragen, nach pl und MW aufgetrennt und mit

Flamingo® gefirbt. Die Spots wurden ausgeschnitten und nach tryptischem Verdau massenspektrometrisch

analysiert. Identifizierte Proteine wurden mit Pfeilen gekennzeichnet. Das Fusionsbild aus zwei unab-

hangigen Replikaten ist dargestellt.
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Abb.xii: Proteinidentifizierungen im Exoproteom des invasiven Isolates 1362Iinv.

Extrazelluldre Proteine der post-exponentiellen Wachstumsphase wurden ausgefillt und gereinigt. 100 pg
des Proteingemisches wurden auf 11 cm-IPG-Streifen aufgetragen, nach pl und MW aufgetrennt und mit
Flamingo® gefdrbt. Die Spots wurden ausgeschnitten und nach tryptischem Verdau massenspektrometrisch

analysiert. Identifizierte Proteine wurden mit Pfeilen gekennzeichnet. Das Fusionsbild aus zwei unab-

hingigen Replikaten ist dargestellt.
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Abb. xiii. Die basale IgG-Bindung an S. aureus-Proteine bei spiteren endogenen Infektionen.

Das bereits vor der Infektion bestehende anti-S. aureus-IgG-Bindungsmuster der Carrier 103, 307, 337 und
1362 ist dargestellt. Proteine, die wihrend des postexponentiellen Wachstums von S. aureus freigesetzt
worden waren (Exoproteom, links), wurden durch 2D-GE (pH 6-11, 10-150 kDa) aufgetrennt und mit
Flamingo® gefirbt. Parallel wurden die sezernierten bakteriellen Proteine auf PVDF-Membranen trans-
feriert und mit dem korrespondierenden Patientenserum, welches vor Infektion abgenommen worden war,
inkubiert. Die Bindung der anti-S. aureus-IgG-Spezifititen wurde mit einem Peroxidase-gekoppelten Se-

182

Endogene Infektionen

103inv
: kDa a F o
e 1 T o 150 ° -
- o - !
y T T "
- " i -
- . g
26 s b
- 10 -
pH pH
1] ———m—————— § 1] —m————
307inv
kDa
- 150
't
i =3 .
)
%
L e—— 1) -
pH pH
11 +——m—mmm 6 11 6
337inv
kDa J
5 150 - -
3 5l |
3
.i 4 =
.
' - L
»
L ——] ] ()

pH
1] +—————

pH

11 +-—m8M8Mm™»= |

1362linv
kDa oy
150
L
..
.
= N 10
pH pH
1] +———— 1] —————— §



ANHANG

kundirantikérper und Luminolsubstrat gemessen. Im Uberlagerungsbild (rechts) ist folgendes dargestellt:
Proteine — orange; IgG-Bindung — blau. Ein reprisentatives Ergebnis von drei unabhingigen technischen

Replikaten ist gezeigt.

Abb. xiv. Die basale IgG-Bindung an S. aureus-Proteine bei spiteren exogenen Infektionen.
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Das bereits vor der Infektion bestehende anti-S. aureus-IgG-Bindungsmuster der Nicht-Carrier 302, 703 und
771 ist dargestellt. Proteine, die wihrend des postexponentiellen Wachstums von S. aureus freigesetzt
worden waren (Exoproteom, links), wurden durch 2D-GE (pH 6-11, 10-150 kDa) aufgetrennt und mit
Flamingo® gefdrbt. Parallel wurden die sezernierten bakteriellen Proteine auf PVDF-Membranen trans-
feriert und mit dem korrespondierenden Patientenserum, welches vor Infektion abgenommen worden war,
inkubiert. Die Bindung der anti-S. aureus-IgG-Spezifititen wurde mit einem Peroxidase-gekoppelten Se-
kundirantikérper und Luminolsubstrat gemessen. Im Uberlagerungsbild (rechts) ist folgendes dargestellt:
Proteine — orange; IgG-Bindung — blau. Ein reprisentatives Ergebnis von drei unabhingigen technischen

Replikaten ist gezeigt.
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Abb. xv. Die basale IgG-Bindung an S. aureus-Proteine bei immunsupprimierten Patienten.

Das bereits vor der Infektion bestehende anti-S. aureus-IgG-Bindungsmuster der immunsuprimierten
502, 1264, 1328 und 1725 ist dargestellt. Proteine, die wihrend des postexponentiellen
Wachstums von S. aureus freigesetzt worden waren (Exoproteom, links), wurden durch 2D-GE (pH 6-11,
10-150 kDa) aufgetrennt und mit Flamingo® gefirbt. Parallel wurden die sezernierten bakteriellen Proteine
auf PVDF-Membranen transferiert und mit dem korrespondierenden Patientenserum, welches vor

Patienten
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Infektion abgenommen worden war, inkubiert. Die Bindung der anti-S. aureus-IgG-Spezifititen wurde mit
einem Peroxidase-

0.8+ Geh gekoppelten
Hia

T

Se-
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Lip
KLH

Ped ety

A [OD450nm]
o
T

0.2
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kundirantikérper und Luminolsubstrat gemessen. Im Uberlagerungsbild (rechts) ist folgendes dargestellt:
Proteine — orange; IgG-Bindung — blau. Ein reprisentatives Ergebnis von drei unabhingigen technischen
Replikaten ist gezeigt.

Abb. xvi. Nachweis von Geh-, Hla- und TT-spezifischem IgG.

ELISA-Mikrotiterplatten wurden mit 2 pg/ml Antigen (Geh, Hla, TT, TSST-c, Lip, KLH) #.N. bei 4 °C be-
schichtet. Nach dem Blocken der freien Bindungsstellen wurde seriell verdiinntes Serum zugegeben. Der
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Serumspender ist identisch mit dem PBMC-Spender fiir die T-Zellbank. Nach Zugabe von HRP-gekoppel-
tem anti-human-IgG-Sekundérantikorper wurde das Signal mit TMBblue-Substrat entwickelt. Geh-, Hla-
und TT-spezifisches IgG, nicht jedoch TSST-c-, Lip- oder KLH-spezifisches IgG konnten erfasst werden.
Die Intensitit der Ansitze, und somit der Gehalt an spezifischem IgG, wurde bei 450 nm photometrisch
bestimmt. Der Mittelwert aus Dubletten abziiglich des Leerwertes ist dargestellt.
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