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1.1 Die mukosale Immunantwort

1.1.1 Allgemeiner Aufbau des mukosalen Immunsystems

Die Schleimhautoberflichen im menschlichen Kérper entsprechen in etwa einer Fliche von 400 m?
und bilden somit die groRte Flache, die mit der AuRenwelt in Kontakt steht. Sie trennen die duRere
Umgebung von der inneren und stellen dadurch eine physikalische Barriere, aber auch die erste
Verteidigungslinie dar. Die meisten Antigene, die im Laufe des Lebens auf das Immunsystem treffen,
dringen durch die Schleimhautoberflachen des Respirations-, Intestinal- oder Urogenitaltrakts in den
Korper ein. Die Aufgabe der Schleimhd&ute ist es harmlose Antigene aus Lebensmitteln, der Luft sowie
kommensalen Darmbakterien zu tolerieren, aber dennoch pathogene Mikroorganismen zu erkennen

und zu eliminieren [1,2].

Alle Schleimhdute haben eine grundlegende anatomische Organisation. Sie besitzen eine
Epithelschicht, die durch die Bildung von tight junctions zwischen benachbarten Epithelzellen als
physikalische Barriere das Eindringen von Mikroorganismen verhindert. Diese ist Gberzogen von einer
dicken Schleimschicht, die die meisten Organismen im Lumen vom Epithel fernhalt. Epithelzellen
produzieren antimikrobielle Peptide (AMPs) wie Defensine, Cathelicidine oder Calprotectin, welche
Pathogene bereits im Lumen abtdten oder deren Eintritt in das Epithel reduzieren [2—4]. Zudem
exprimieren Epithelzellen ein breites Spektrum an Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition
receptors, PRR), wie Toll-like Rezeptoren (TLRs) und intrazellulire NOD- (nucleotide-binding
oligomerization domain)- like Rezeptoren (NLRs), die konservierte Strukturen auf der Oberflache von
Mikroorganismen, sogenannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster, erkennen [1-4]. Die
Oligomerisierung von TLRs und NLRs fiihrt zur Aktivierung der Epithelzellen, wodurch die Expression
proinflammatorischer Zytokine, Chemokine sowie AMPs induziert wird und Immunzellen rekrutiert
werden. Zudem konnen durch die Oligomerisierung von NLRs Inflammasomen aktiviert werden,
wodurch die Produktion von Interleukin (IL)-1 und IL-18 induziert wird. Dadurch wird die Integritat der

Epithelzellbarriere geférdert und das Eindringen von Mikroorganismen verhindert [1-3,5].

Unter der Epithelschicht liegt das Bindegewebe (lamina propria), welches das Mukosa-assoziierte
lymphatische Gewebe (MALT) enthalt. Jede Schleimhaut besitzt ein spezielles lymphatisches Gewebe.
So gibt es im Respirationstrakt zum Beispiel das Nasen-assoziierte lymphatische Gewebe (nasal-
associated lymphoid tissue, NALT) oder im Darm das Darm-assoziierte lymphatische Gewebe (gut-

associated lymphoid tissue, GALT). In der Lunge gibt es das Bronchus-assoziierte lymphatische Gewebe

1
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(bronchus-associated lymphoid tissue, BALT), welches in Menschen und Mausen jedoch nur nach

Infektion erscheint und deshalb als induzierbares BALT bezeichnet wird [2,6].

Das MALT besteht aus lymphoiden Follikeln, welche B-Zellen enthalten, die von intrafollikularen T-Zell-
Arealen mit Dendritischen Zellen (DCs) und hochendothelialen Venolen umgeben sind. Darliber
befindet sich das Follikel-assoziierte Epithel, welches Epithelzellen und zum Teil auch M-(Mikrofalten)-
Zellen enthalt. M-Zellen kommen nur im Diinndarm und den Tonsillen vor. Sie produzieren keinen
Schleim und sind nicht von einer Glykokalix liberzogen. Sie phagozytieren oder endozytieren antigenes
Material, transportieren es in Vesikeln und setzten es an der basolateralen Seite frei, wo es von DCs
aufgenommen wird und anschlieRend den T-Zellen im MALT prasentiert wird, was schlieBlich zur

Aktivierung antigenspezifischer B-Zellen fuhrt [1,2,5,7,8].

1.1.2 Innate Lymphoid Cells und yé-T-Zellen

Innate Lymphoid Cells (I1LCs) sind eine Untergruppe von Lymphozyten, die in peripheren Geweben zu
finden sind und an Barriereoberflichen besonders haufig vorkommen [9]. Sie tragen wesentlich zur
mukosalen Immunantwort bei. ILCs dhneln in ihrer Morphologie und ihrer Funktion T-Zellen, sie
besitzen jedoch keinen T-Zell-Rezeptor (TCR). Sie werden nicht durch Antigenstimulation, sondern
durch andere Zytokine, die von geweberesidenten Zellen produziert werden, zur Zytokinproduktion
aktiviert [10]. Anhand ihres Zytokinprofils und ihrer Transkriptionsfaktoren wurden ILCs urspringlich
in drei Gruppen eingeteilt [11-13]. Neuste Erkenntnise beriicksichtigen zudem die unterschiedliche
Entwicklung der Zellen, weshalb NK-Zellen und LTi (Lymphoid Tissue inducer)-Zellen nun auch als

eigenstandige Gruppen gelistet werden [10,14] (Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1: Ubersicht iiber die verschiedenen Gruppen von Innate Lymphoid Cells (ILCs)

ILC Bedeutung Stimulation Transkriptionsfaktor Leitzytokin
NK-Zellen  Zytotoxizitat, Tumoren IL-12, IL-18 t-bet IFN-y, TNF-a
ILC1 Abwehr intrazellularer Erreger  1L-12, IL-18 t-bet IFN-y, TNF-a
ILC 2 Abwehr von Helminthen IL-25, IL-33, TSLP  GATAS3, RoRa IL-5, IL-13
ILC3 Abwehr extrazelluldrer Erreger  IL-1B, IL-23 RORyt IL-17, IL-22
X Entwicklung sekundarer
LTi . IL-23 RORyt IL-17, IL-22
lymphatischer Organe

ILC1-Zellen sind wichtig zur Abwehr intrazellularer Erreger. NK-Zellen sind cytotoxische Zellen, die
virusinfizierte Zellen sowie Tumorzellen toten. Sowohl NK- als auch ILC1-Zellen sezernieren Interferon
(IFN) -y und Tumornekrosefaktor (TNF) -a als Reaktion auf IL-12 und IL-18, wodurch Makrophagen

aktiviert werden [10].

ILC2-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr von Helminthen. Sie sezernieren in

Reaktion auf thymusstromales Lymphopoetin (TSLP), IL-33 und IL-25 vor allem IL-5 und IL-13. IL-5

2
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aktiviert Eosinophile, welche Enzyme sezernieren, die das dulere Integument von Helminthen
abbauen. IL-13 wiederum erhoht die Schleimproduktion und die Kontraktion der Muskulatur und tragt

so zum Ausschluss der Wirmer bei [13,15,16].

ILC3-Zellen befinden sich vor allem im Darm. Als Reaktion auf das Alarmin IL-1pB und IL-23 sezernieren
sie ILC3-Zellen IL-17 und IL-22. Beide Zytokine stimulieren die Produktion von Defensinen und steigern
die Funktion der tight junctions des Epithels, wodurch die Barrierefunktion verbessert wird. Zudem
stimuliert 1L-17 die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, hamatopoetischen
Wachstumsfaktoren (G-CSF, GM-CSF) und Chemokinen, wodurch die Rekrutierung von Monozyten und
Neutrophilen induziert wird [5,12,13,16,17]. LTi-Zellen spielen eine wesentliche Rolle bei der

Entwicklung sekundarer lymphatischer Organe [14].

Zusatzlich zu diesen konventionellen angeborenen Zellen spielen auch y6-T-Zellen, die zwischen
angeborenem und adaptivem Immunsystem eingeordnet werden, eine bedeutende Rolle bei der
mukosalen Immunantwort [18]. Sie stellen lediglich einen kleinen Anteil der Gesamt-T-Zell-Population
dar (1-5 %), machen jedoch im mukosalen Gewebe bis zu 50 % der intraepithelialen T-Zellen aus. Sie
produzieren unter anderem IL-17 und IL-22, wodurch die Produktion von AMPs durch Epithelzellen
induziert wird und Neutrophile, DCs und Makrophagen rekrutiert werden. Zudem wird die Integritat

der Epithelbarriere erhoht [5,19,20].

1.1.3 Die adaptive Immunantwort

Wie ILCs so lassen sich auch CD4*-T Zellen anhand ihrer Transkriptionsfaktoren und ihrer Leitzytokine
in mehrere Subpopulationen unterteilen. Ebenso wie ILC1-Zellen dienen auch Th1-Zellen der Abwehr
intrazelluldarer Pathogene. Sie exprimieren den Transkriptionsfaktor T-bet und werden durch IL-12 und
IFN-y aktiviert. Th1-Zellen produzieren IFN-y, welches die Rekrutierung von Neutrophilen induziert,
Makrophagen aktiviert und die Aktivierung und Differenzierung von Th17- sowie Th2-Zellen hemmt.

[5,21,22].

Th2-Zellen spielen, wie auch ILC2-Zellen, eine wesentliche Rolle bei der Immunabwehr von
Helminthen. Th2-Zellen werden durch IL-4 induziert und exprimieren die Transkriptionsfaktoren
GATA3 und STAT6. Sie sezernieren die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13. Diese fordern die
Schleimproduktion, die Mikroorganismen das Eindringen ins Lumen erschwert und die Kontraktion der
Muskulatur, wodurch Wirmer ausgeschieden werden. Zudem werden Eosinophile aktiviert und
Mastzellen und Basophilen werden rekrutiert. Durch die Produktion von IL-4 wird die Differenzierung
von Thl- und Th17-Zellen inhibiert [5,23,24]. Dariber hinaus spielen Th2-Zellen eine Rolle bei der

Pathogenese von Asthma [25].
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Bei der mukosalen Immmunantwort spielen vor allem Th17-Zellen eine wichtige Rolle bei der Abwehr
extrazellularer Mikroorganismen. Wie ILC3-Zellen exprimieren auch Th1l7-Zellen den
Transkriptionsfaktor RORyt und sezernieren nach Stimulation mit IL-6 und Transforming Growth Factor
(TGF) -B die Zytokine IL-17 und IL-22, wodurch Neutrophile rekrutiert werden und die Produktion von
AMPs induziert wird [26].

Eine wesentliche Rolle bei der Regulation der Immunantwort spielen regulatorische T-Zellen (Treg). Sie
kommen im MALT wesentlich haufiger vor als in anderen lymphatischen Organen, da es vor allem auf
Schleimhaduten wichtig ist die Toleranz gegenliber Fremdantigenen, wie z.B. Nahrungsmittelantigene
oder Pollen aufrechtzuerhalten. Treg exprimieren den Transkriptionsfaktor FoxP3 und sezernieren
nach Stimulation mit TGF-B die anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-B, welche die
Immunantwort supprimieren. Dadurch werden die Differenzierung und Proliferation von Th1- und
Th2-Zellen gehemmt. Zudem stimuliert TGF-B die Produktion von IgA, welches eine zentrale Rolle bei

der mukosalen Immunantwort einnimmt [27,28].

IgA wird von Plasmazellen in der Lamina propria produziert. Obwohl die Serumkonzentration von IgA
sehr gering ist, stellt es die vorherrschende Antikoérperklasse im Korper dar, da es das dominierende
Immunglobulin auf den Schleimhduten der Atemwege, des Verdauungs- und des Genitaltrakts, im
Speichel und Tranen sowie in der Muttermilch darstellt [29]. Spezialisierte Plasmazellen sezernieren
dimeres IgA, welches durch eine J-(joining) Kette zusammengehalten wird. Diese ermdglicht die
Bindung an spezifische Poly-lg-Rezeptoren auf der basolateralen Seite und den Transport zur apikalen
Seite der Epithelzellen (Transzytose). Auf der apikalen Seite wird der Poly-lg-Rezeptor proteolytisch
gespalten. Ein Teil des Rezeptors, die sogenannte sekretorische Komponente, bleibt jedoch an IgA
gebunden. Im Lumen wird es nun als sekretorisches IgA (slgA) bezeichnet [2,5,30]. Die wichtigste
Aufgabe des slgA ist die Neutralisation von Bakterien und Toxinen, d. h., dass durch Bindung von sIgA
an Mikroorganismen und Toxine deren Bindung an die Wirtszellen verhindert wird. Des Weiteren
kénnen Glykane der sekretorischen Komponente von IgA an Bakterien binden und dadurch ihre

Mobilitat reduzieren, wodurch sie nicht mehr zur Epithelbarriere gelangen [2,31,32].



Kapitel 1 Einleitung

1.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) ist ein grampositives kokkenformiges Bakterium, welches als
Pathobiont sowohl Menschen als auch Tiere besiedelt [33,34]. Es besiedelt vorrangig die Haut und
Schleimhaute des Nasen- und Rachenraumes, aber auch Achselhohlen und den Genitalbereich [33,35—

37]. Bis zu 30 % der Bevolkerung sind persistent besiedelt. [38].

Nach wie vor ist S. aureus ein bedeutendes Pathogen, welches fir eine Vielzahl von Erkrankungen
verantwortlich ist. Das Spektrum reicht von leichten Hautinfektionen wie subkutanen Abszessen und
Furunkulose bis hin zu lebensbedrohlichen Erkrankungen wie Sepsis, Endokarditis oder Pneumonie
[34,39]. Darliber hinaus produzieren einige S. aureus-Stamme bestimmte Toxine, welche Toxin-
vermittelte Erkrankungen wie das toxische Schocksyndrom, die Enterotoxin-vermittelte akute
Lebensmittelvergiftung (Gastroenteritis) oder das staphylococcal scalded skin syndrome (SSSS)

induzieren [33,34,36].

S. aureus ist einer der haufigsten Erreger nosokomialer Infektionen und die haufigste Ursache von
postoperativen Wundinfektionen [33,36,40]. Die Besiedlung mit S. aureus spielt eine wesentliche Rolle
bei der Entwicklung von S. aureus-Infektionen, besonders wahrend Krankenhausaufenthalten. Carrier
haben ein dreimal héheres Risiko eine Infektion mit S. aureus zu erleiden im Vergleich zu Non-Carriern
[36,41,42]. In den meisten Féllen ist der isolierte S. aureus-Stamm identisch mit dem besiedelnden

Stamm [42,43]. Trotz des erhéhten Risikos haben Carrier jedoch bessere Uberlebenschancen [43,44].

Die hohe Pravalenz antibiotikaresistenter S. aureus erschwert die Behandlung. Etwa 60 % aller
S. aureus-Stamme produzieren B-Laktamase, welche B-Lactam-Antibiotika der 1. Generation, wie
Penicillin, Ampicillin und Amoxicillin, inaktiviert [40,45]. Aus diesem Grund wurden B-Laktamase-
resistente Antibiotika, wie beispielsweise Metbhicillin, entwickelt. Jedoch erwarb S. aureus auch
hiergegen Resistenzen, indem es ein modifiziertes Penicillinbindeprotein produziert, welches durch
das mecA-Gen kodiert wird. In Deutschland sind mittlerweile 0,34 % der kolonisierenden
S. aureus-Isolate der Normalbevolkerung sowie 20 % aller Krankenhausisolate resistent [46,47]. Haufig
erwerben diese Methicillin-resistenten Stamme, sogenannte MRSA, weitere Resistenzen gegen andere
Antibiotikaklassen und kdnnen dann nur noch mit dem Reserveantibiotikum Vancomycin behandelt
werden. Allerdings sind auch hier bereits Resistenzen beschrieben worden [48-51]. Anfangs war MRSA
lediglich mit nosokomialen Infektionen assoziiert (hospital-acquired MRSA; HA-MRSA), aber in den
letzten Jahrzehnten sind MRSA nun auch zunehmend in der Bevolkerung nachweisbar (community-
acquired MRSA; CA-MRSA) und verursachen sogar bei gesunden Menschen Haut- und

Weichteilinfektionen sowie Pneumonien [33,40].
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Ursache fir die schnelle Entwicklung von Resistenzen ist das variable Genom von S. aureus, welches
zwischen zwei Stimmen um bis zu 20 % variieren kann. Es ist etwa 2,8 Mb grof8 und wird in drei

Bereiche eingeteilt:

e das Kerngenom, welches etwa 75 % der Gene umfasst,
e das kernvariable Genom, welches etwa 10 % des Genoms entspricht und

e das variable Genom, welches 15 % der Gene umfasst [52—-54].

Das Kerngenom kodiert flir Haushaltsgene sowie einige konservierte Virulenzfaktoren (Protein A (Spa);
a-Hamolysin (Hla) und einige Exoenzyme) [55]. Da das Kerngenom hochkonserviert ist, kann es zur
Bestimmung von Verwandtschaftsverhaltnissen zwischen verschiedenen S. aureus-Stammen genutzt
werden [25]. Das multilocus sequence typing (MLST) ist eine sequenzbasierte
Genotypisierungsmethode, bei der Sequenzunterschiede in den sieben Haushaltsgenen analysiert
werden. Die S. agureus-Stamme werden Sequenztypen zugeordnet, die wiederum in klonalen
Komplexen (clonal complex; CC) zusammengefasst werden, sofern sie in mindestens funf Allelen
Gbereinstimmen [53,56]. Die spa-Typisierung beruht auf dem Polymorphismus der X-Region des spa-
Gens, welche aus einer unterschiedlichen Anzahl an Wiederholungen der 24 Basenpaare besteht.
Anhand der Nukleotidsequenzen und der Anzahl an Wiederholungen kénnen die verschiedenen
S. aureus-Stamme schlieBlich in diverse spa-Typen kategorisiert werden [57]. Beide Methoden sind

stark konkordant.

Das kernvariable Genom kodiert vor allem fiir Adhdsine und Transkriptionsregulatoren. lIsolate
verschiedener Linien besitzen meist allele Varianten dieser Gene, innerhalb eines klonalen Komplexes

ist das kernvariable Genom jedoch konserviert [54].

Das variable Genom von S. aureus besteht aus mobilen genetischen Elementen (MGEs) wie
Bakteriophagen, Pathogenitatsinseln, chromosomalen Kassetten, Transposons und Plasmiden, die
leicht durch horizontalen Gentransfer weitergeben werden kénnen. MGEs tragen wesentlich zur
Verbreitung von Resistenzen bei, da Resistenzgene vor allem auf chromosomalen Kassetten,

Transposons und Plasmiden kodiert sind [33,55].

Die wachsende Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen stellt eine weltweite Bedrohung dar. In den
meisten WHO-Mitgliedsstaaten betragt der Anteil an MRSA mehr als 20 %, in einigen Landern sogar
bis zu 80 % [58]. Trotz intensiver Bemiihungen in den vergangenen Jahrzehnten ist es bislang noch
nicht gelungen eine S. aureus-Vakzine fiir den Menschen zu entwickeln, da keine protektive Immunitat
generiert werden konnte [59-64]. Da die Behandlungsmoglichkeiten fir S. aureus-Infektionen
mittlerweile stark limitiert sind, warnt die WHO nun vor einer méglichen postantibiotischen Ara, in der

bereits einfache Infektionen und kleinere Verletzungen todlich sein kénnen [58]. Aus diesem Grund
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wird es immer bedeutender die grundlegenden Prozesse der Besiedlung und Infektion mit S. aureus zu
verstehen, denn nur so ist es moglich neue Strategien gegen S. aureus zu entwickeln. Dafir sind

Infektionsmodelle, welche die klinische Situation moglichst exakt widerspiegeln, essenziell.

1.3 Die Interaktion zwischen Immunsystem und S. aureus bei Infektionen

1.3.1 Die Interaktion zwischen dem innaten Immunsystem und S. aureus bei Infektionen

Sobald es S. aureus gelungen ist, die dulRere Barriere (Haut, Schleimhaute) zu Gberwinden, kann es eine
Vielzahl von Erkrankungen hervorrufen. Bei einer Infektion trifft S. aureus zunachst auf Bestandteile
des angeborenen Immunsystems. Hierbei spielen vor allem die Proteine des Komplementsystems

sowie neutrophile Granulozyten eine wesentliche Rolle [5,65,66].

Das Komplementsystem besteht aus einer Vielzahl von Serumproteinen, die kaskadenartig aktiviert
werden. Dadurch entstehen diverse Spaltprodukte, die Pathogene lysieren, durch Bindung an
bakterielle Membranen opsonieren oder als Anaphylatoxine weitere Immunzellen an den
Infektionsherd rekrutieren [5,7]. Neutrophile Granulozyten gehéren zu den ersten Zellen, die bei einer
S. aureus Infektion rekrutiert werden. Sie kdnnen S. aureus phagozytieren und verdauen, produzieren
reaktive Sauerstoffspezies und kénnen durch die Bildung von neutrophil extracellular traps (NETs)
S. aureus binden und abtoétet [66,67]. Zudem sezernieren Phagozyten und Epithelzellen AMPs, die mit
ihren kationischen und hydrophoben Aminosaureresten an die negativ geladene Membran von Viren,
Bakterien und Pilzen binden und diese somit zerstéren [5,7,68,69]. Ein groRer Teil der Pathologie bei
S. aureus-Infektionen kann auf den GibermaRigen Influx von Neutrophilen und deren toxische Produkte

zuriickgefiihrt werden [65,70,71].

Gegen die Komponenten des innaten Immunsystems hat S.aureus eine Vielzahl von
Immunevasionsmechanismen entwickelt, um diese zu umgehen bzw. sie fir sich zu nutzen.
Beispielsweise bilden die meisten S. aureus-Stamme Polysaccharidkapseln, um sich vor AMPs und dem
Komplementsystem zu schitzen [72,73]. Zudem kann S. aureus AMPs mit Hilfe des Enzyms
Staphylokinase (SAK) binden und inaktivieren oder durch die Metalloprotease Aureolysin spalten [74—
76]. Aureolysin kann zudem die C3-Konvertase spalten, was zu einer verminderten Opsonierung und
somit zur Inhibition der Phagozytose flihrt [65,77]. Des Weiteren kénne NETs durch die Bildung von

extrazellularen Nukleasen enzymatisch aufgebrochen werden [78].

Ein wesentlicher Immunevasionsmechanismus ist die Expression des Immunevasionsclusters. Dieses
ist humanspezifisch und auf dem Sa3int-Phagen kodiert. Es inhibiert das innate Immunsystem

[52,79,80]. So wird zum Beispiel der C5a-Rezeptor auf der Oberflaiche von Neutrophilen durch das
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Chemotaxis-inhibierende Protein (CHIP) blockiert, wodurch deren Rekrutierung verhindert wird
[65,80]. Der Staphokokken-Komplementinhibitor (SCIN) hingegen inaktiviert die C3-Konvertase, so
dass die Komplementkaskade nicht vollstandig ablaufen kann. Des Weiteren baut SAK die
Komplementkomponenten C3b/C3bi ab [80,81]. Zudem wird durch den Abbau von IgG durch SAK die

Opsonophagozytose erheblich gestort [82,83].

Auch durch Zellwand-assoziiertes Protein A (Spa) sowie das Staphylokokken Immunglobulin-bindende
Protein (Sbi), welche an den Fc-Teil von Antikérpern binden, wird die Opsonophagozytose
unterbunden [65,84,85]. Sollte S. aureus dennoch phagozytiert werden, so schiitzen Staphyloxanthin,
Katalase und Superoxid-Dismutase teilweise vor der Abtotung durch reaktive Sauerstoffspezies
[86,87]. Die Proteine Efb (extracellular fibrinogen binding protein) und Ecb (extracellular complement
binding protein) blockieren sowohl die C3- als auch die C5-Konvertase, wodurch nicht nur der Ablauf
der Komplementkaskade gestort wird, sondern auch die Rekrutierung von Neutrophilen verhindert
wird [81,88,89]. SchlieRlich kbnnen Wirtszellen auch durch diverse bakterielle Toxine, wie Panton-

Valentin-Leukozidin (PVL) und a-, B-, y- oder &-Toxin lysiert werden [35,70,86,90].

1.3.2 Die Interaktion zwischen dem adaptiven Immunsystem und S. aureus bei Infektionen

Antikorper sind ein wesentlicher Bestandteil des adaptiven Immunsystems. Sie dienen zur
Opsonierung von Erregern, zur Neutralisation von Toxinen sowie zur Aktivierung des
Komplementsystems [7,91]. Bei Erwachsenen lasst sich ein breites Spektrum an S. aureus-spezifischen
Antikorpern nachweisen, welche vor allem gegen extrazellulire Proteine sowie gegen
Oberflachenproteine, aber auch gegen Wandteichonsdure, Lipoteichonsdure und Peptidoglykan
gerichtet sind [92]. Meistens sind die Antikorpertiter bei S. aureus Carriern hoher als bei Non-Carriern

[93,94]. Zudem werden S. aureus Superantigene (SAgs) von Carriern effizienter neutralisiert [92,93].

T-Zellen tragen wesentlich zur Opsonophagozytose bei, indem sie B-Zellen T-Zell-Hilfe leisten oder
durch die Freisetzung von Zytokinen, welche Neutrophile an den Infektionsherd rekrutieren.
Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dass auch T-Zellen eine wesentliche Rolle bei
S. aureus-Infektionen spielen. Das breite Repertoire an S. aureus-spezifischen Antikérpern lasst
vermuten, dass es eine Vielzahl S. aureus-spezifischer T-Zellen vorhanden sind [95]. Dies wurde durch
Kolata et al. bestatigt. Sie zeigten, dass ca. 3,6 % (Range: 0,2 % - 5,7 %) der humanen peripheren T-

Zellen auf S. aureus-spezifische Antigene reagieren [96].

Des Weiteren konnte in murinen Modellen gezeigt werden, dass T-Zellen zwar anscheinend wahrend
der akuten Phase einer systemischen S. aureus-Infektion entbehrlich sind, jedoch leisten sie einen
wesentlichen Beitrag in chronischen Infektionen [97,98]. Auch fir S. aureus-induzierte Pneumonien

konnte eine Beteiligung von CD4*-T-Zellen nachgewiesen werden, die teilweise auf SAgs
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zuriickzufiihren ist [99]. Parker et al. zeigten ein besseres Uberleben, eine reduzierte bakterielle Last
sowie eine reduzierte Inflammation bei T-Zell-defizienten Mausen, was auf eine schadliche Rolle von
CD4*-T-Zellen in diesem Modell hindeutet [99]. Diese Ergebnisse konnten in humanisierten Mausen
bestatigt werden [100]. Auch in Modellen der Sepsis und bei Hautinfektion konnte gezeigt werden, dass

T-Zellen an der Pathogenese von S. aureus beteiligt sind [101-103].

Vor allem IL-17-produzierende T-Zellen sind anscheinend wesentlich an S. aureus-Infektionen beteiligt.
Sowohl bei Haut- und Weichteilinfektionen als auch bei Wundinfektionen wurde nachgewiesen, dass
IL-17, welches vor allem von Th17-Zellen produziert wurde, eine wesentliche Rolle spielt [104,105]. Bei
Hautinfektionen war die bakterielle Last in T-Zell-defizienten Mausen erhdht, wohingegen der

adoptive Transfer von Th17-Zellen bzw. Antikorpern jeweils einen gewissen Schutz lieferte [106,107].

Cheng et al. beobachteten zudem bei S. aureus-induzierter Pneumonie eine schnelle Akkumulation von
v6-T-Zellen in der Lunge, welche ebenfalls IL-17 produzieren. In y6-T-Zell-defizienten Tieren kam es zu
einer reduzierten IL-17 Produktion und dadurch auch zum reduzierten Influx von Neutrophilen sowie
einer verminderten Fahigkeit die S. aureus-Infektion zu beseitigen. Allerdings waren die
Gewebeschiden in den Wildtyp (WT)-M&usen schwerwiegender. Hinsichtlich des Uberlebens gab es
hingegen keine Unterschiede zwischen den WT-Mé&usen und den y&-T-Zell-defizienten Tieren [18]. In
einer weiteren Studie wurde eine wesentliche Rolle von IL-17 und IL-22 nachgewiesen, wobei IL-17
sowohl von Th17 als auch von y6-T-Zellen produziert wurde [108]. Ein weiterer Hinweis auf die
Beteiligung von Thl7-Zellen ist, dass Patienten mit einem genetischen Defekt in der
Th17-Zell-Entwicklung anfalliger fiir S. aureus-Infektionen sind [109-111]. Bei Infektionen des
Blutkreislaufes zeigten sich hingegen IFN-y-produzierende T-Zellen als essenziell [112]. Es gab keine
Unterschiede im Krankheitsverlauf zwischen WT und IL-17-KO Mausen [113]. Auch nach Stimulation
von T-Zell-Subpopulationen mit inaktiviertem S. aureus wurden vor allem Th17- und Th1l-Zellen

nachgewiesen [114].

Auch gegen die Mechanismen des adaptiven Immunsystems hat S. aureus Immunevasionsstrategien
entwickelt. So kann z. B. Spa B-Zellen auch T-Zell-unabhangig aktivieren. Dies flhrt zur Sekretion des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10, welches wiederum die T-Zell-Antwort limitiert [115]. Des
Weiteren kann 16sliches Spa eine Antigenbindung imitieren und so ebenfalls B-Zellen aktivieren. Da
jedoch co-stimulatorische Signale fehlen, sterben die B-Zellen [116]. Zudem sezernieren
Staphylokokken extrazellulare Proteasen, zu denen auch die V8-Protease zahlt. Sie spaltet die schwere
Kette von Immunglobulinen, wodurch S. aureus das adaptive Immunsystem umgehen koénnte

[117,118].
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S. aureus bildet eine Vielzahl von SAgs. Bis heute sind mindestens 25 verschiedene SAgs von S. aureus
beschrieben worden [119-121]. Sie wirken als T-Zell-Mitogene, welche konservierte Strukturen der
MHC-II-Molekiile auf der Oberflache von antigenprasentierenden Zellen mit den TCRs sowie CD28 auf
der Oberflache von T-Zellen antigenunabhéangig kreuzvernetzen. Dadurch werden bis zu 20 % der T-
Zellen polyklonal aktiviert [122-124]. Das fiihrt zur Proliferation der T-Zellen sowie einer
UberschieBenden Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und kann sogar Erkrankungen wie
das toxische Schocksyndrom und Lebensmittelvergiftungen hervorrufen [125]. Die zunachst
UberschieBende proinflammatorische Immunantwort resultiert letztendlich in Anergie oder
Aktivierungs-induziertem Zelltod der T-Zellen. Es ist anzunehmen, dass auch die Funktionen der
humoralen Immunantwort durch SAgs inhibiert werden, da B-Zellen auf die Hilfe von T-Zellen

angewiesen sind [65,125-127].

SchlieBlich kdnnen T-Zellen von Staphylokokken auch direkt durch die Bildung porenbildender Toxine,
welche die Membranen der Wirtszellen zerstéren, getétet werden. Zu ihnen zahlen z. B. Hla sowie das

Leukozidin Luk DE [35,90].

1.3.3 Wirts-S. aureus-Interaktion bei der nasalen Besiedlung

S. aureus besiedelt die gesamte Nasenhohle - sowohl den Nasenvorhof, als auch den inneren Teil der
Nasenhohlen, aber auch die Achselhéhlen und den Genitalbereich [35,36,128—-130]. Die oberste
Schicht, das stratum corneum, enthalt Keratinozyten, die Loricrin, Zytokeratin 10, Involucrin, Filaggrin
und andere Proteine exprimieren, welche als Liganden fiir die Oberflachenproteine Clumping factor B
(CIfB) und iron-regulated surface determinant A (IsdA)) von S. aureus dienen [128,131-135]. Die
Expression der Liganden von S. aureus wird durch die Zytokine IL-6 und IL-22 reguliert. Sowohl IL-6 als
auch IL-22 fihren zur Reduktion von Loricrin, Zytokeratin K1, Zytokeratin K10 und Filaggrin und somit

zu einer reduzierten Besiedlung mit S. aureus [136—-139].
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(A) Besiedlung mit S. aureus
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(B) Beseitigung von S. aureus
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Besiedlung mit S. aureus sowie der Beseitung von S. aureus durch

das Immunsystem (modifiziert nach Mulcahy et al., 2016)

(A) Besiedlung mit S. aureus: Anheftung von S. aureus an das Epithel Giber bakterielle Adhasine (rot), die an
Oberflachenproteine der Keratinozyten binden. Besiedelnde Stamme kdnnen die Expression von TLR2 verzégern
sowie die Produktion von AMP herunterregulieren. (B) Beseitigung von S. aureus: S. aureus aktiviert TLR2, was
wiederum die AMP-Produktion durch Keratinozyten induziert. IL-6 sowie IL-22 regulieren die Expression von
Loricrin und K10 herunter. Zudem kommt es zum Neutrophilen-Influx induziert durch IL-17. IL-22 produzierende
Zellen steuern die AMP-Produktion und konnen ebenfalls die Expression von Loricrin und K10
herunterregulieren. Mikrobiota kénnen durch Bacteriocine andere Mikroorganismen abtéten. Darliberhinaus

spielen auch Antikérper bei der Besiedlung mit S. aureus eine Rolle.
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Wichtige Abwehrmechanismen der Schleimhéute sind die Epithelbarriere, antimikrobielle Enzyme und
AMPs, die Mikrobiota, sowie die innate und adaptive Immunabwehr. Durch die Bildung von tight
junctions zwischen benachbarten Epithelzellen verhindert die Epithelbarriere das Eindringen von
Mikroorganismen. Die dariiberliegende Schleimschicht halt die meisten Organismen im Lumen vom
Epithel fern [2—4]. Epithelzellen sezernieren zudem Nasensekret, welches AMPs wie B-Defensin,
RNase-7, and LL-37 enthalt. Darlberhinaus sezernieren die Keratinozyten bei mechanischer
Schadigung oder Stimulation mit konservierten bakteriellen Strukturen, sogenannten MAMPs
(microbe associated molecular patterns), Zytokine wie IL-6, TNF und IL-10, aber auch das Chemokin IL-
8 [140-143]. Eine persistente Besiedlung mit S. aureus ist mit einem Defekt in der AMP-Produktion
verbunden. Zum Beispiel korreliert eine niedrige Expression von B-Defensin-3 beim Menschen mit
einer persistenten S. aureus Besiedlung. Unterschiede im Expressionsprofil der AMPs kénnten somit

fiir die verschiedenen S. aureus Besiedlungstypen mitverantwortlich sein [144-146].

Die Zytokine IL-17 und IL-22, die bei Besiedlung oder Infektion der Schleimhaute gebildet werden,
fordern die Produktion von AMPs und verstarken somit die Schleimhautbarriere. Zudem konnte
gezeigt werden, dass IL-17 ein Influx von Neutrophilen verursacht, welcher essenziell zur Bekampfung
der Besiedlung ist. Mause, deren Neurophile depletiert wurden, zeigten eine signifikant hdhere
Besiedlung im Vergleich zu den Kontrolltieren, welches die Bedeutung von Neutrophilen bei der

Elimination von S. aureus widerspiegelt [147].

Auch die Mikrobiota spielen eine entscheidende Rolle bei dem Schutz vor pathogenen
Mikroorganismen indem sie das Immunsystem modulieren, die Epithelbarriere starken oder mit
Pathogenen um Nahrstoffe konkurrieren [148—150]. Einige Stimme produzieren sogar Bacteriocine,
antimikrobielle Substanzen, die phylogenetisch verwandte pathogene Bakterien abtéten kdnnen

[148,151-154].

Die Besiedlung mit S. aureus induziert zudem eine adaptive Immunantwort. Diese Antikorper
vermittelt zwar in der Regel keine sterile Immunitat, schiitzen jedoch zumindest vor schweren
Krankheitsverlaufen [91,93]. Im Gegensatz dazu konnten Kurzzeit-Besiedlungsexperimente im
Menschen keine systemische Antikérperreaktion auslésen, was vermuten lasst, dass eine mukosale

Besiedlung zur Ausbildung einer systemischen Antikdrperantwort nicht ausreichend ist [38,155].

Auch Spa scheint eine Rolle bei der Produktion von Antikorpern gegen S. aureus zu spielen und ist
ebenfalls fir eine persistente Besiedlung erforderlich. Mause, die mit einer spa-Deletionsmutanten
besiedelt wurden, zeigten eine gesteigerte IgG-Antwort gegen bedeutende Besiedlungsfaktoren wie
CIfB, IsdA und SasG, was die Elimination der Aspa-Mutante aus dem Nasopharynx zu férdern scheint

[156]. Zudem konnten humane Studien zeigen, dass S. aureus-Stamme von Carriern SpA signifikant

12



Kapitel 1 Einleitung

hoher exprimieren als Stdimme, die nicht mit S. aureus-Besiedlung assoziiert sind [157]. In einer
nachfolgenden Studie konnte gezeigt werden, dass SpA-defiziente Carrier-Stamme schneller eliminiert

wurden als die Wildtypen, die eine Hochregulierung von lokalen Entziindungsmarkern zeigten [158].

Des Weiteren scheinen Th17-Zellen bei der Bekdampfung von S. aureus bei Besiedlung und Infektion
eine wesentliche Rolle zu spielen. Th17-Zellen produzieren die Zytokine IL-17 und IL-22, die die AMP-
Sekretion anregen und durch die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen
die Rekrutierung von Neutrophilen induzieren. Zudem induzieren sie die Expression von Liganden fiir
die Adhasion von S. aureus [159]. Neben Th-17-Zellen produzieren auch ILC3-Zellen und y&-T-Zellen IL-
17 und IL-22 [2,18,159]. Archer et al. zeigten, dass IL-17A/F-defiziente M&use eine héhere bakterielle
Last aufwiesen als WT-Mause [147,160]. Auch IL-22-defiziente M&duse waren nicht in der Lage nach
nasaler Besiedlung S. aureus zu entfernen [159]. Im Gegensatz dazu konnte in einer humanen Studie,
in der Entziindungsfaktoren des Nasensekrets untersucht wurden, IL-17 nicht nachgewiesen werden,
jedoch IFN-y, was vermuten lasst, dass beim Menschen eine Thl-Antwort an der Entfernung von
S. aureus beteiligt ist [158,161]. Eine niedrige Gesamt-Ratio von Thl- zu Th17-Zellen scheint beim

Menschen die Neigung zur persistenten Besiedlung mit S. aureus zu erhéhen [162].

Um die T-Zell-Antwort und die Rolle der AMPs in der Besiedlung mit S. aureus genauer zu untersuchen,
werden geeignete Besiedlungsmodelle bendtigt, die so exakt wie moglich die klinischen Bedingungen
nachahmen. Eine wesentliche Rolle spielt dabei die Verwendung von wirtsadaptierten Stammen. Der
Einsatz von mausadaptierten S. aureus-Stammen im Mausmodell kénnte schlieflich zu einem besseren

Verstdndnis der Besiedlung und somit zur Entwicklung neuer Therapieansatze beitragen.

1.4 Wirtsanpassung von S. aureus

1.4.1 Wirtsspezifitit von S. aureus

S. aureus besiedelt und infiziert nicht nur Menschen, sondern eine ganze Bandbreite von Haus-, Nutz-
und Wildtieren. Genomanalysen zeigten, dass S. aureus stark wirtsspezifisch ist [163]. Die meisten
humanen Isolate lassen sich den Linien CC8, CC15, CC25, CC30 und CC45 zuordnen, wohingegen bei
Wiederkduern (Rindern, Ziegen, Schafen) die Linien CC97, CC130 und CC151, die beim Menschen eher
selten auftreten, relativ haufig vorkommen [164-167]. Des Weiteren wurde bei Schweinen
vorwiegend die Linie CC398 isoliert, wahrend die meisten avidren S. aureus-lsolate zur Linie CC5

gehoren [168,169].

Uberraschenderweise sind tierische S. aureus-Linien genetisch sehr eng mit humanen Linien verwandt.

Lediglich eine Handvoll Gene oder Genkombinationen sind fiir die Wirtsspezifitat verantwortlich.
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Einige Gene, die in allen humanen Isolaten konserviert sind, sind variabel oder fehlen sogar ganzlich in
tierischen lIsolaten [165]. Hierzu zahlen die Gene fnbA (Fibronektin-bindendes Protein A), fnbB
(Fibronektin-bindendes Protein B) und coa (Koagulase). Diese Gene konnten zwar in nahezu allen
getesteten tierischen S. aureus-lsolaten (von Pferden, Schafen, Ziegen und Kiihen) nachgewiesen
werden, sie wiesen jedoch einzigartige allele Varianten auf [165]. Auch die Proteine des
Immunevasionsclusters, die auf dem Sa3int-Phagen die Proteine Chemotaxis-inhibierendes Protein
(CHIP), Staphylokokken-Komplementinhibitor (SCN) und Staphylokinase (SAK) kodieren, kommen in
nahezu allen humanen, jedoch nur sehr selten in tierischen S. aureus-Isolaten vor [79-81,165]. Des
Weiteren kann |lukM, ein wichtiger Virulenzfaktor in der Pathogenese der Rindermastitis, nur in
S. aureus-Stammen von Wiederkduer nachgewiesen werden [166,170]. Das PVL lysiert humane
Neutrophile sehr effizient, wahrend es auf bovine Neutrophile nur schwach lysierend wirkt [171]. Im
Gegensatz dazu, lysiert bovines I[ukMF‘ bovine Neutrophile sehr effizient, wahrend es auf humanen

polymorphkernigen Zellen kaum toxisch wirkt [171-173].

1.4.2 Mause als Tiermodell fiir die S. aureus-Forschung

In der S. aureus-Forschung werden haufig Mause als Tiermodell eingesetzt, da sie einige Vorteile mit
sich bringen. Die Haltung ist sehr kostenglinstig und die Zucht relativ einfach. Auch das Handling der
Tiere ist wesentlich leichter als bei grolReren Tieren. Zudem sind sehr viele genetische Varianten
(knock-out Mause, knock-in Mause, Auszucht- und Inzuchtstimme) verfligbar [163]. Haufig werden
humane Stamme, wie S. aureus Newman oder USA 300, im Mausmodell eingesetzt. Da S. aureus stark
wirtsspezifisch ist, missen diese jedoch in nicht-physiologischen Infektionsdosen eingesetzt werden.
Zudem sind viele Virulenzfaktoren, wie z.B. PVL oder SAgs, humanspezifisch und somit kaum wirksam
bzw. unwirksam im Mausmodell. Generell ist bekannt, dass Mause eine reduzierte Sensitivitat

gegeniber Zytotoxinen und SAgs von S. aureus zeigen [80,81,165,173,174].

Ein weiteres Argument gegen den Einsatz von Mausen war die Annahme, dass Mause keine nattrlichen
Wirte von S. aureus sind [128,163,175,176]. Das konnte 2008 durch unsere Arbeitsgruppe widerlegt
werden. Bei einem Ausbruch von Vorhautdriisenabszessen bei mannlichen C57BL/6-M&usen in
Auckland (Neuseeland) wurde S. aureus als Ursache ermittelt [163]. Der isolierte Stamm, welcher JSNZ
genannt wurde, gehort zum MLST CC88, besitzt weder SAgs noch den Sa3int-Phagen, welcher fir das
humane Immunevasionscluster kodiert. Es zeigte sich, dass JSNZ Mause bis zu 42 Tage besiedelt, sogar
ohne vorherige Antibiotikagabe. Der humane Stamm Newman hingegen fihrt lediglich zu einer
transienten Besiedlung [156,163,177,178]. Damit ist es erstmals moglich, die fiir Menschen typische
persistente Besiedlung auch im Tiermodell nachzustellen. Auch im i. p. Infektionsmodell zeigten sich

Tendenzen einer gesteigerten Virulenz [163]. Des Weiteren konnte in Vorarbeiten gezeigt werden,
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dass murine S. aureus-Stamme unterschiedlicher klonaler Komplexe auch von den Elterntieren auf die

Nachkommen tbertragen werden [178,179].

Nachdem JSNZ identifiziert wurde, begann unsere Arbeitsgruppe mit einer detaillierten
Literaturrecherche. Anhand weniger veterinarmedizinischer Aufsidtze zeigte sich, dass Mause wie
Menschen vor allem auf der Haut, im Nasenracheraum und im unteren Verdauungstrakt besiedelt sind.
Zudem fuhrt S. aureus auch bei Mausen zu eitrigen Entziindungen mit Abszessbildung in nahezu jedem

Organ [180,181].

AnschlieBend wurden sowohl Labor- als auch Wildmause hinsichtlich ihres S. aureus-Besiedlungsstatus
untersucht. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass sowohl spezifisch pathogenfreie Laborméause
aus Zuchtanlagen von kommerziellen Anbietern und Universitdten als auch Wildméause, die in
abgelegenen Gegenden gefangen wurden, mit S. aqureus besiedelt sind [178,182-184].
Uberraschenderweise konnten bei den Labormausen nur wenige verschiedene Linien nachgewiesen
werden, die beim Menschen eher selten vorkommen. In insgesamt 221 Labormausen konnte vor allem
die Linie CC88 (39,4 %), aber auch CC1 (16,7 %), CC8 (15,4 %) und CC15 (10,9 %) nachgewiesen werden
[163,182,185]. In Wildmausen wurde in einer Pilotstudie zunachst vor allem die Linie CC8
nachgewiesen, welche auch beim Menschen haufig vorkommt [184]. In einer nachfolgenden Studie
wurden dann die Linien CC49 (35,4%), CC1956 (29,2%), ST890 (18,8%) und ST3033 (10,4%) detektiert.
Zudem wurde aus zwei Mausen die Linie CC130 (4,2 %) und sogar aus einer Maus die Linie CC88 (2,1 %),

welche in Labormausen dominant vorkam, isoliert [183,184].

Wie bei S. aureus JSNZ zeigten auch die anderen murinen Isolate Hinweise auf Wirtsanpassung.
Lediglich ein CC30-Isolat war mecC-positiv. Ansonsten konnten keine Antibiotikaresistenzen detektiert
werden, den Stammen fehlten ebenfalls die Sa3int-Phagen und es wurden auch nur vereinzelt SAg-

Gene nachgewiesen [182-185].

Auch aus freilebenden Ratten konnten die Linien CC49 und CC130 isoliert werden, wohingegen in
Laborratten die Linien CC15, CC1 und CC7 dominierten [186]. Des Weiteren konnten auch andere
Arbeitsgruppen zeigen, dass Mduse und Ratten aus urbanen Gegenden mit S. aureus besiedelt sind.

Hierbei handelte es sich jedoch um typisch humane Stamme [187,188].

Um ein besseres Verstandnis iber die Besiedlung und Infektion mit S. aureus zu erlangen und neue
Strategien gegen S. aureus zu entwickeln, sollte die Wirtsspezifitdt von S. aureus berlicksichtigt
werden. Die Verwendung eines geeigneten Infektionsmodells mit einem wirtsspezifischen
S. aureus-Stamm, das die klinische Situation moglichst exakt widerspiegelt, konnte wesentlich dazu

beitragen [59,173].
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1.5 Ziele der Arbeit

Es ist bekannt, dass S.aureus stark wirtsspezifisch ist. Dennoch werden héaufig humane
S. aureus-Isolate in murinen Besiedlungs- und Infektionsmodellen verwendet [163,165,173,174]. Denn
die Forscher nahmen an, Mause seien keine natirlichen Wirte von S. aureus [128,163,176]. Das konnte
durch unsere Arbeitsgruppe widerlegt werden, die zeigte, dass sowohl Labor- als auch Wildmause mit

S. aureus besiedelt sind [162,181,182].

Um ein besseres Verstdandnis vom Prozess der Kolonisierung und Infektion mit S. aureus zu erlangen,
sollte die Wirtsspezifitdt von S. aureus bericksichtigt werden. Die Verwendung von mausadaptierten
S. aureus-Stammen in murinen Besiedlungs- und Infektionsmodellen kénnte in Zukunft sehr nitzlich
fir die S. aureus-Forschung sein und wesentlich zur Entwicklung neuer Strategien gegen S. aureus

beitragen.
In dieser Arbeit sollten deshalb folgende Fragen beantwortet werden:

1. Koénnen murine Infektionsmodelle durch die Verwendung von mausadaptierten
S. aureus-Stammen optimiert werden? Unterscheiden sich mausadaptierte von human-
adaptierten Stammen hinsichtlich Infektionsdosis, Belastungsgrad, Erkrankungsdauer und
induzierter Immunantwort?

2. Kann das murine Besiedlungsmodell durch die Verwendung von mausadaptierten S. aureus-
Stammen optimiert werden?

3. Welche Immunzellen sind die Quelle fir IL-17A/F sowie IL-22 im murinen Besiedlungsmodell?
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2.1 Laborgerite

Agarose-Gelelektrophoresekammer

Mini Sub™ DNA Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH Miinchen

Agarose-Gelelektrophoresekammer OWL A3-1 Thermo Scientific, Waltham (USA)

Analysenwaage
Analysenwaage BP210S
Analysewaage CP225D-OCE
Autoklav 2540 EL

Ohaus, Nanikon (Schweiz)
Sartorius AG, Gottingen
Sartorius AG, Gottingen

Tuttnauer Systec, Wettenberg

Bakterienschittler (Wasserbad) OLS Auqua Pro Grant, Shepreth (United Kingdom)

Bakterienschittler (Wasserbad) OLS200
Bakterienschittler Certomat IS
Blockthermostat BT 100
CO»-Inkubator Binder BF 240
Durchflusszytometer LSR Il
Eismaschine

FolienschweilRgerat FS3261
Geldokumentationsanlage GenoPlex
GeneRay UV-Photometer

Heizblock Thermomixer C

Heizblock Thermomixer comfort
Induktionskochplatte OSP 502
Isofluroan-Kammer

(IVIS Spectrum In Vivo Imaging System)
Kihlschrank (4 °C)

Lichtmikroskop CKX31

Lochzange Finger Loop Ear Punch
Magnetriihrer MR3001
Magnetriihrer RSM-10HS
Mikrowelle

PCR Thermocycler T Gradient

PCR Thermocycler T1

Grant, Shepreth (United Kingdom)
Sartorius AG, Gottingen

Kleinfeld Labortechnik, Gehrden
Binder GmbH, Gottingen

BD Bioscience, Heidelberg

Enodis, Herborn

Clatronic International GmbH , Kempen
VWR International GmbH, Darmstadt
Biometra GmbH, Goéttingen

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
Media-Saturn-Holding GmbH, Ingolstadt

PerkinElmer Inc., Massachusetts (USA)

Liebherr, Ochsenhausen

Olympus, Hamburg

FST Fine Science Tools, Heidelberg
Heidolph Instruments GmbH, Schwabach
Phoenix Instrument GmbH, Garbsen
Severin, Sundern

Biometra GmbH, Go6ttingen

Biometra GmbH, Gottingen
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pH-Meter FiveEasy

Pipetten

Pipetus®

Praparierbesteck (Schere, Pinzette)
Precellys 24 Homogenisator
Scanner CanoScan LiDE 110
Schnellkochtopf

Schittelplatte REAX

Schattler KL-2

Spektralphotometer DS-11
Sterilwerkbank Herasafe HS 18
Sterilwerkbank Herasafe KS 12
Sterilwerkbank Safe 2020
Stromversorgungsgerat Power Pac Basis
TECAN Infinite M200 Pro
Tiefkthlschrank Hera freeze (-80 °C)
Tiefktihlschrank KT1630 (-20 °C)
Ultraschall-Reinigungsgerat

UniVet Tischnarkosegerate
Vakuum-Pumpe

VetScan HM5

Vortexer lab dancer S40

Vortexer Reax Top

Wasserbad

Wasserbad Aqua Line AL5

Zentrifugen:
Heraeus Biofuge Fresco
Heraeus Biofuge pico
Heraeus Megafuge 1.0
Heraeus Megafuge 16
Heraeus Megafuge 16R
Heraeus Multifuge X3R
MICRO 200R
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Mettler Toledo, GielRen

Eppendorf, Hamburg

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Aesculap, Tuttlingen

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Canon, Krefeld

WMF, Geislingen

Heidolph Instruments GmbH, Schwabach
Edmund Bihler, Hechingen

DeNovix Inc., Wilmington (USA)
Heraeus Instruments, Hanau

Heraeus Instruments, Hanau

Heraeus Instruments, Hanau

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Tecan, Mannedorf (Schweiz)

Heraeus Instruments, Hanau

Liebherr, Ochsenhausen

VWR International GmbH, Darmstadt
GROPPLER Medizintechnik, Deggendorf
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Abraxis, Union City (USA)

VWR International GmbH, Darmstadt
Heidolph Instruments GmbH, Schwabach
GFL, Burgwedel

LAUDA DR. R. WOBSER GMBH & CO. KG, Lauda-

Konigshofen

Thermo Scientific, Waltham (USA)
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Thermo Scientific, Waltham (USA)

Hettich Zentrifugen, Kirchlengern



Kapitel 2 Material

2.2 Verbrauchsmaterialien

BD Discardit™ Il Spritze (2 mL, 10 mL)
BD Micro-Fine™+ Insulinspritzen

(1 mL,29G%")

BD Plastipak™ Sub-Q Einmalspritzen
(1mL, 26 G%")

BD TruCount™ Tubes

BD Columbia Blutagar

Bottle-Top Filter (0,22 um)

C-Chip Neubauer improved

EDTA R6hrchen (1,6 mg EDTA /mL Blut)
Einmalkivetten

End-to-End-Kapillaren (20 uL, K2E)
FACS™-R6hrchen

Handschuhe (Latex, ungepudert)
Homogenisierungsréhrchen

Impfosen

Kanilen (20 G, 25 G)

Kanilen Neoject

Klebefolie flir Mikrotiterplatten
Kryoréhrchen (1,5 mL)

Nunc MaxiSorp® (96°, Flachboden)
Nunclon™ A Surface (24°, Flachboden)
Nunclon™ A Surface (96°, Flachboden)
Nunclon™ A Surface (96°, Rundboden)
Parafilm®

PCR-Reaktionsgefalle (0,2 mL)
Perfusorspritzen (50 mL)

Petrischalen (10 cm)

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen mit Filter, Aerosol-resistent
Precellys-Gefalie
Reaktionsgefale (0,5 mL; 1,5 mL; 2,0 mL)

BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg

Merck Millipore, Billerica (USA)
Digital Bio, Seoul (Korea)

Sarstedt, Niimbrecht

Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nimbrecht

BD Bioscience, Heidelberg
Hartmann, Heidenheim

VWR International GmbH, Darmstadt
Nerbe Plus, Winsen/Luhe

BD Bioscience, Heidelberg

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Carl Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, Rockford (USA)
Thermo Scientific, Rockford (USA)
Thermo Scientific, Rockford (USA)
Thermo Scientific, Rockford (USA)
Pechiney Plastic Packaging, Chicago (USA)
Biozym, Hessisch Oldendorf

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Sarstedt, Niumbrecht

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Niumbrecht

Biozym, Hessisch Oldendorf

Peqlab Biotechnologie, Erlangen

Eppendorf, Hamburg
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ReaktionsgefaRe (0,5 mL; 1,5 mL; 2,0 mL)
ReaktionsgefaRe (4,5 mL)

Serologische Pipetten (5 mL, 10 mL, 25 mL)
Spritzen (2 mL, 10 mL, 50 mL)
Spritzenfilter 0,22 um

Sterilfilter (0,2 um, @ 15 mm)
Zellkulturplatten (96°, Flachboden)
Zellsieb (70 um)

Zentrifugenréhrchen (15 mlL)
Zentrifugenréhrchen (50 mL)

Zirkoniumoxid Kiigelchen (1,4 mm; 2,8 mm)

2.3 Chemikalien und Reagenzien

5x Green Gotaq Flexi Buffer

Agar

Agarose

BD OptEIA ELISA-Substrat

Borsdure

Bradfordreagenz

Brefeldin

BSA (Rinderserumalbumin)
Calciumchlorid (CaCl,)

CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)-
dimethylammonio]-1-propansulfonat)
Coatingbuffer (10x)
DNA-GréRenmarker (GeneRuler™ 100 bp)
DNase/RNase freies Wasser

dNTPs

Erythromycin

Ethanol (> 99,5 %)
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
FACS Clean

FACS Flow-Losung

FACS Rinse

Fotales Kalberserum (FCS)
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Sarstedt, Nimbrecht

Greiner, Frickenhausen

Sarstedt, Nimbrecht

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Sarstedt, Nimbrecht

Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Niimbrecht

BD Bioscience, Heidelberg

Sarstedt, Niimbrecht

BD Bioscience, Heidelberg

VWR International GmbH, Darmstadt

Promega, Madison (USA)

GIBCO BRL

Invitrogen, Karlsruhe

BD, Heidelberg

AppliChem, Darmstadt

Bio-Rad, Miinchen

BioLegend, San Diego (USA)
Thermo Scientific, Rockford (USA)
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

CANDOR Bioscience GmbH, Wangen
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Life Technologies GmbH, Darmstadt
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg

Biochrom, Berlin
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Glucose (45 %)

Glycerol (87 %)

GoTag-Polymerase

Hefeextrakt

HPLC-Wasser

lonomycin

Kaliumchlorid (KCI)

KETANEST® S 25 mg/mL Injektionslésung
Esketaminhydrochloridlésung

LB Broth EZMixTM
Magnesiumchlorid (MgCl,)

Monensin

Natriumazid

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumchlorid (NaCl; 0,9 %)
Natriumcitrat

Natriumlaurylsulfat (SDS) 20 %
Natriumpyruvat

Nicht-essenzielle Aminosauren (100 x)
Penicillin/Streptomycin/Glutamine (100 x)
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
RedSafe™ DNA-Farbelosung
Rompun® 2 % (20 mg/mL Xylazin als
Xylazinhypochlorid)

RPMI1640 (ohne Glutamin)

Salzsaure (HCI)

Schwefelsdure (H,SO4, 2 N)

SevoFlo® (100 % Sevofluran)
TexMACS-Medium

Thiourea

Trichloressigsdure (TCA)

Tris-Base

Trypton

Tryptone Soya Broth (TSB)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Promega, Madison (USA)

AppliChem, Darmstadt

J.T. Baker Avantor, Center Valley (USA)
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Pfizer, Berlin

Sigma-Aldrich, Steinheim
Promega, Madison (USA)
BioLegend, San Diego (USA)
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Berlin-Chemie, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
PAA Laboratories, Pasching (Osterreich)
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin

Chembio, Medford, (USA)

Bayer Health Care, Berlin

PAA Laboratories, Pasching (Osterreich)
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Abbott, Hannover

Miltenyi, Bergisch Gladbach
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

AppliChem, Darmstadt

Oxoid LTC, Cambridge (UK)
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Tween 20
Urea

B-Mercaptoethanol

2.4 Medien, Puffer und Losungen

5% TBE, pH 8,0

Agarosegel (1,5 %)

Blockpuffer (ELISA)

FACS-Puffer

Ketamin/Xylazin Narkose

LB-Agar

LB-Medium

LK-Agar

LK-Medium

22

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roche Diagnostics, Mannheim

54 g Tris-Base
27,5 g Borsaure
3,75 g EDTA

ad 1 L A. bidest.

3 g Agarose
200 mL 1x TBE
7,5 uL Red Safe

PBS
10 % FCS

20 mL FCS

2 mL Natriumazid

2 mM EDTA

ad 1 L FACS-Flow-L6sung

0,5 mL Rompun®2 %
4,0 mL KETANEST® S (25 mg/mlL)
5,5 mL NaCl 0,9 %

LB-Medium mit 1,3 % (w/v) Agar

20,6 g LB broth
ad 1 LA. bidest.

LK-Medium mit 1,7 % (w/v) Agar

1 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
0,7 % KCl
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Lysepuffer zur DNA-Isolation

Rehydratisierungspuffer (RHB)

RPMI-Vollmedium (Proliferationsassay)

Stimulationsansatz (intrazellulare Zytokine)

TexMACS™ Proliferationsmedium

TSB-Medium

Waschpuffer (ELISA)

124 pL Enzymatic Lysis Puffer
36 uL Lysozym (100 mg/mL)

20 pL Lysostaphin (2 mg/mL)

4,80 g 8 M Urea

1,52 g 2 M Thiourea
0,20 g 2 % (w/v) Chaps
ad 10 mL HPLC-Wasser

427,2 mL RPMI1640 (ohne Glutamin)

50 mL FCS

5 mL Na-Pyruvat

5 mL nicht-essenzielle Aminosduren

0,5 mL B-Mercaptoethanol (Stock 50 mM)
10 mL Penicillin/Streptomycin/Glutamin
2,3 mL Glucose (45 %)

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA; 50 ng/mL)
lonomycin (12,68 uM)
Brefeldin (1 x)

Monensin (1 x)

494,5 mL TexMACS

0,5 mL B-Mercaptoethanol

5 mL Glutamin Pen-Strep

15 g TSB
ad 500 mL A. bidest.

PBS
0,05 % Tween
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2.5 Versuchstiere

Fir die Infektionsversuche wurden 8 Wochen alte, weibliche SOPF (specific and opprtunistic pathogen

free)-Mause aus der Zucht von Janvier Labs (Route du Genest, 53940 Le Genest-Saint-Isle, Frankreich)

bzw. Charles River Laboratories (LDT Oncins, 69210 Saint Germain Nuelles, Frankreich) eingesetzt. Fir

den Vergleich der verschiedenen S. aureus-Stamme und die Dosistitration wurden BALB/c-Méuse, fiir

die Besiedlung wurden C57BL/6/Albino (B6(Cg)-Tyr“?/J) verwendet.

2.6 Bakterienstamme

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die verwendeten Seren & Bakterienstimme

Bakterienstamm

Verwendung

Herkunft

S. aureus DIP

Bakteridmie, Pneumonie und Besiedlung

Daniel Mrochen und Silva Holtfreter,

Universitatsmedizin Greifswald

S. aureus DIP Aspa

ELISA (extrazelluldre Proteine)

Ilka Jorde und Patricia Triibe,

Universitatsmedizin Greifswald

S. aureus JSNZ

EryR-PCR (Negativkontrolle)

S. aureus-Kolonie-PCR (Positivkontrolle)

Bakteridmie, Pneumonie und Besiedlung

Siouxsie Wiles und Silva Holtfreter, The

University of Auckland (Neuseeland)

S. aureus

JSNZAspa::ery

EryR-PCR (Positivkontrolle)

ELISA (extrazelluldre Proteine)

Siouxsie Wiles und Silva Holtfreter, The

University of Auckland (Neuseeland)

S. aureus muCC8

Bakteriamie und Pneumonie

Daniel Schulz uns Silva Holtfreter,

Universitatsmedizin Greifswald

S. aureus muCC88

Bakteriamie und Pneumonie

Daniel Schulz uns Silva Holtfreter,

Universitatsmedizin Greifswald

S. aureus Newman

Blood Survival Assay

Koagulationstest

Besiedlungs- und Pneumoniemodell

Bettina Loffler, Universitat Miinster

S. aureus

ELISA (extrazelluldre Proteine) Christiane Wolz, Tiibingen
NewmanAspa

S. aureus-Kolonie-PCR
E. coli DM5a Invitrogen, Gottingen

(Negativkontrolle)

24



Kapitel 2 Material

2.7 Primer

Die verwendeten Primer wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) synthetisiert.

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die verwendeten Primer

Gen Sequenz (5' - 3') FragmentgréBe [bp] Annealing-Temperatur [C°]
aac tct gtt att agg gaa gaa ca 60
16S rRNA 756
cca cct tee tec ggt ttg tea cc 70
att ttg agg gtt gcc aga
eryR 456 48
cgt gat ttt geg gtt tta

agt aca tcg tcg tat act ata tgg
gyr 281 60
atc acg taa cag ttcaag tgt g

gcg att gat ggt gat acg gtt
nuc 279 60
agc caa gcc ttg acg aac taa agc

2.8 Antikorper

Tabelle 2.3: Fiir ELISA verwendete Antikorper

Antikorper Verdiinnung Firma Katalognummer
Ziege anti-Maus IgG POD  1:20.000 Jackson ImmunoResearch  115-036-071
Ziege anti-Maus IgM POD  1:5.000 Jackson ImmunoResearch  115-035-075
Ziege anti-Maus IgA POD  1:5.000 Southern Biotech 1040-05

Tabelle 2.4: Fiir die durchflusszytometrischen Analysen verwendete Antikérper

Konjugat Kanal Wirt Isotyp  Klon Konz. Verd. Hersteller Kat.Nr
[mg/mL]
CD3 PerCP/cy5.5 B710 Ratte IgG2b,k  17A2 0,2 1:50 Biolegend 100218
ch4 FITC B525 Ratte lgG2a,k RM4-5 0,5 1:200 Biolegend 100510
CD25 BV 650 V670 Ratte IgG1,A  PC61 0,05 1:25  Biolegend 102037
CD19  APC/Cy7 R780 Ratte IgG2a,k 6D5 0,2 1:100 Biolegend 115529
TCRyd PE/Cy7 YG780 arm.Hamster 1gG GL3 0,2 1:50 Biolegend 118123
CD127 BV510 V525 Ratte lgG2a,k A7R34 0,2 1:10 Biolegend 135033
IL-17A  Pe/Dazzle YG610 Ratte IgG1l,k TC11-18H10.1 0,2 1:10 Biolegend 506937
1L-22 PE YG582 Ziege [{€] Poly5164 0,025 1:10 Biolegend 516404
IL-17F  Alexa 647 R670 Maus lgGl,k  9D3.1C8 0,5 1:50 Biolegend 517003
IL-9 BV 421 V450 Ratte IgG1,k RM9A4 0,2 1:50 Biolegend 514109
NIR APC-Cy7 R780 Biolegend 423105
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2.9 Kits

Legendplex™, Mouse Th Cytokine
Panel (IL-2, IL-4; IL-5, IL-6, IL-9,

IL-10, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21,

IL-22, IFN-y, TNF-a)

Legendplex™, Mouse Proinflammatory
Chemokine (MCP-1, RANTES, IP-10,
Eotaxin, TARC, MIP-1a, MIP-1B, MIG,
MIP-3q, LIX, KC, BCL, MDC)

2.10 Software und Datenbanken

BD FACS Diva Software 6.2
Citavi 6

FlowJo 10

GraphPad Prism 7
i-control 1.10 (TECAN)
Microsoft Office 2010

BioLegend, San Diego (USA)

BioLegend, San Diego (USA)

BD Biosciences, Franklin Lakes (USA)

Swiss Academic Software, Wadenswil (Schweiz)
Tree Star Inc., Ashland (USA)

GraphPad Software, Inc., La Jolla (USA)

Tecan Group Ltd., Mannedorf (Schweiz)

Microsoft Corporation, Redmond (USA)

NCBI PubMed
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3.1 Mikro- und Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Anlegen von Glycerolstocks

Fiir die Herstellung von Glycerolstocks wurden 200 pL steriles Glycerol (70 %) in ein Kryoréhrchen
pipettiert und mit 800 pL einer in der stationdren Phase befindlichen Bakterienkultur vermischt.

Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

3.1.2 Anlegen von Infektionsstocks

Fiir die Herstellung der Infektionsstocks wurde zunichst eine Ubernachtkultur des entsprechenden
Stammes hergestellt. Am darauffolgenden Tage wurde die optische Dichte (OD) bei einer
Wellenldnge von 595 nm mittels UV-Photometer gemessen. 100 mL Brain Heart Infusion (BHI)
Medium wurden auf eine OD von 0,05 angeimpft und 3,5 Stunden im Wasserbad bei 100 rpm
inkubiert. Zur Uberpriifung des Wachstums wurde nun erneut die OD der Bakterienkultur
gemessen, welche sich zu diesem Zeitpunkt in der logarithmischen Wachstumsphase befinden
sollte. Danach wurden die Proben fiir 10 Minuten bei 4.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde in 1/10 Volumen (10 mL) BHI-Medium aufgenommen. Zudem wurden
1/50 Volumen (2 mL) 87%iges Glycerol hinzugefligt: Die Infektionsstocks wurden in 1 mL Aliquots

bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.1.3 Herstellen der Infektionsdosis

Zum Einstellen der Infektionsdosis wurden die Infektionsstocks in ein 50 mL Falcon tberfiihrt und
mit 50 mL PBS gewaschen. Nachdem die Proben zentrifugiert wurden (10 min, 8.000 x g), wurde
das Pellet in 2 mL PBS resuspendiert und die OD bei einer Wellenldnge von 595 nm mittels UV-
Photometer gemessen. Anhand der gemessenen OD konnte mit Hilfe der folgenden Formel die

CFU/mL und daraus dann die Verdiinnung der Infektionsdosis berechnet werden.

CFU
— = (6 X 101° x gemessene OD — 3 x 109)
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3.1.4 Kultivierung von Bakterien

3.1.4.1 Kultivierung auf Festmedium
Fiir die Kultivierung von Bakterien auf Festmedium wurde mit einer sterilen Impfése aus einem
Glycerolstock etwas Material enthommen und auf einer Agarplatte ausgestrichen. Die Platten

wurden bei 37 °C tiber Nacht im Brutschrank inkubiert.

3.1.4.2 Kultivierung in Fliissigmedium

Fiir die Kultivierung von S. aureus in Fliissigmedium wurde zunichst eine 10 mL Ubernachtkultur in
50 mL Reaktionsgefdall angesetzt und (ber Nacht bei 37°C und 200rpm (zirkuldrer
Bakterienschiittler) inkubiert. Anschliefend wurde die OD der Kultur bei einer Wellenldnge von
595 nm mittels UV-Photometer gemessen. Die nachfolgende Fliissigkultur wurde dann auf eine OD
von 0,05 angeimpft. Die Kultur wurde bei 37 °C und 100 rpm (linearer Bakterienschiittler) solange
inkubiert, bis sie sich etwa 3,5 Stunden in der stationaren Phase befand (ca. 6,5 Stunden) und

konnte dann fir die Isolation extrazellularer Proteine (3.5.1) verwendet werden.

3.1.5 Nachweis der Himolysinproduktion auf Schafblutagarplatten

Um nachzuweisen, ob genetische Verdanderungen der S. aureus-Stamme die Produktion von Hla
und Hlb beeinflussen, wurde deren hamolytische Aktivitat auf Schafblutagarplatten analysiert. Der
CAMP-Faktor, welcher von Streptococcus (S.) agalactiae produziert wird, steigert die Hlb-Aktivitét,
welche wiederum den Hla-Effekt auf Schafblutagar inhibiert [189], wodurch eine zweifache
Hamolysezone entsteht. Durch die synergistische Aktivitat des CAMP-Faktors und Hlb entsteht eine

vergroRerte hamolytische Zone.

Dafir wurden die S. aureus-Stamme senkrecht zum CAMP-Faktor-produzierenden Stamm
S. agalactiae ausgestrichen. Als Positivkontrolle wurde der Hlb-produzierende S. aureus-Stamm
ATCC25923 mitgefiihrt. Die Platten wurden 18 Stunden bei 37 °C und dann 4 Stunden bei 4 °C

inkubiert. Anschliefend wurde die Himolyse bewertet.

3.1.6 Transduktion

Die Deletion des spa-Gens in S. aureus DIP erfolgte mittels Transduktion. Dabei wurde das spa-Gen
durch ein Erythromycinresistenz (eryR)-Gen ersetzt. Daflr wurde zunachst der Donorstamm
S. aureus 113 Aspa::eryR,. mit dem Phagen ¢11 infiziert. Es kommt vor, dass im Zuge der
Phagenvermehrung im Bakterium (lytischer Zyklus) statt der Phagen-DNA Bruchstiicke des
bakteriellen Genoms in die Phagen eingebaut werden. Wenn diese Phagen ein anderes Bakterium

infizieren, wird nun die bakterielle DNA in das bakterielle Genom eingebaut.
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Als Empfangerstamm wurde S. aureus DIP verwendet. Dieser wurde als erstes auf einer
Blutagarplatte ausgestrichen und bei 37°C dber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am
darauffolgenden Tag wurde eine Kolonie gepickt und in 10 mL LK-Medium tber Nacht bei 37 °C und
200 rpm inkubiert. Diese wurde am nachsten Tag zentrifugiert (4.500 rpm, 10 min) und das Pellet
anschlieRend in 0,5 mL LK-Medium resuspendiert. 100 uL der Suspension wurden nun in ein 1,5 mL
ReaktionsgefaR tberfihrt und 2 Minuten bei 55 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 200 pL LK-
Medium mit 10 mM Calciumchlorid sowie 100 pL Phagenlysat (multiplicity of infection (MOI) 5) zur
Zellsuspension gegeben und 25 Minuten bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 500 uL kaltes 0,02 M
Natriumcitrat hinzugefiigt, die Proben 10 Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert und dann der
Uberstand entfernt. Das Pellet wurde nun in 500 uL 0,02 M Natriumcitrat resuspendiert und
3 Stunden auf Eis inkubiert. 100 uL des Ansatzes wurden schlieBlich auf LK-Agar (mit 10 ug/mL
Erythromycin und 2 mM Natriumcitrat) ausplattiert. Die verbleibende Probe wurde zentrifugiert,
ein Teil des Uberstandes entfernt, das Pellet in den restlichen 100 pL resuspendiert und auf LK-Agar
ausplattiert. Die Platten wurden bis zu 72 Stunden bei 37 °C inkubiert. Wenn Kolonien gewachsen
sind, wurden diese zwei weitere Male gepickt, erneut auf LK-Agar ausgestrichen und bei 37 °C lber
Nacht im Brutschrank inkubiert. AbschlieBend wurden von den so erhaltenen Protein A-Mutanten
Glycerolstocks angelegt (3.1.1) und die Deletion des spa-Gens sowie der Erythromycinresistenz

mittels PCR (3.1.7) nachgewiesen

3.1.7 Polymerasekettenreaktion zum Nachweis der Erythromycinresistenz

Zum Nachweis einer erfolgreichen Transduktion wurde eine Polymerasekettenreaktion (PCR)
durchgefihrt, welche auf dem Nachweis des eryR-Gens mithilfe spezifischer Primer beruht. Zum
Nachweis bakterieller DNA wurden zudem 16sRNA-Primer verwendet. Statt die bakterielle DNA
aufzureinigen, wurde eine Kolonie-PCR durchgefiihrt. Hierflir wurde eine Kolonie von der

Agarplatte im Mastermix resuspendiert. Der Mastermix wurde wie folgt angesetzt:

Volumen Reagenz
4,3 uL PCR-Wasser
5uL 5x Gotaq buffer green
5 uL MgCl; (25 mM)
2,5 uL dNTP (1 mM)
Je2 uL 16SrRNA-5'/-3' (10 uM)
Je2 L eryR-1/-2 (10 uM)
0,2 pL Go taq -Polymerase
1 Kolonie
25 ul
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Die Inkubation im Thermocycler erfolgte unter folgenden Bedingungen:

Temperatur [°C] Dauer [min] Zyklen

Initiale Denaturierung 95 10 1
Denaturierung 95 0,5

Annealing 55 0,5 25
Elongation 72 1

Final Elongation 72 7 1
Lagerung 4 oo

AnschlieBend wurden die PCR-Produkte mittels Agarosegelelektrophorese (3.1.9) untersucht.

3.1.8 Polymerasekettenreaktion zum Nachweis von S. aureus

Zur Bestatigung, dass es sich bei den Kolonien um S. aureus handelt, wurde eine PCR durchgefiihrt,
welche S. aureus-spezifische Gyrase-Primer (Tabelle 2.2) verwendet. Zum Nachweis bakterieller
DNA wurden zudem 16sRNA-Primer verwendet. Statt die bakterielle DNA aufzureinigen, wurde
eine Kolonie-PCR durchgefiihrt. Hierflir wurde eine Kolonie von der Agarplatte im Mastermix

resuspendiert. Der Mastermix wurde wie folgt angesetzt:

Volumen Reagenz
4,3 uL PCR-Wasser
5uL 5x Gotaq buffer green
5 uL MgCl2 (25 mM)
2,5 uL dNTP (1 mM)
Je2puL 16SrRNA-5'/-3' (10 pM)
Je2 L gyr-1/-2 (10 uM)
0,2 uL Go taq -Polymerase
1 Kolonie
25 ul
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Die Inkubation im Thermocycler erfolgte unter folgenden Bedingungen:

Temperatur [°C] Dauer [min] Zyklen

Initiale Denaturierung 95 10 1
Denaturierung 95 0,5

Annealing 55 0,5 25
Elongation 72 1

Final Elongation 72 7 1
Lagerung 4 oo

AnschlieBend wurden die PCR-Produkte mittels Agarosegelelektrophorese untersucht. Eine Probe

wurde als S. aureus-positiv bezeichnet, wenn eine Gyrasebande nachgewiesen werden konnte.

3.1.9 Agarosegelelektrophorese

Bei der Agarosegelelektrophorese werden DNA-Fragmente durch das Anlegen einer elektrischen
Spannung ihrer GréRe nach aufgetrennt. Zur Herstellung eines Agarosegels wurden 1,5 % (w/v)
Agarose durch mehrmaliges Aufkochen in 1 x TBE-Puffer gel6st. Sobald die Losung abgekihlt war,
wurde RedSafe (Verdiinnung: 1:20.000), welches an Nukleinsdure bindet, hinzugefiigt und das Gel
in eine GieRkammer mit Probenkdmmen gegossen. Nachdem das Gel erstarrt war, wurde es in eine
Elekrophoresekammer mit Laufpuffer Gberfihrt und die Probenkdmme entfernt. Es wurden 10 pL
des PCR-Produkts bzw. des Markers (GeneRuler™ 100 bp) aufgetragen und ca. 1 Stunde bei 200 V

aufgetrennt. Anschlieend wurde das Gel am VWR GenoPlex eingelesen.

3.2 Tierexperimentelle Methoden

3.2.1 Haltung

Die Haltung der Versuchstiere erfolgte unter Einhaltung der Bestimmungen des deutschen
Tierschutzgesetzes in den Rdumen der Universitat Wirzburg (Josef-Schneider-StraRe 2/D15, 97080
Woiirzburg) und der medizinischen Mikrobiologie der Universitat Greifswald (Lutherstralle 6, 17489
Greifswald). Die Tiere wurden mit einem Tag-/Nachtrhythmus von 12/12 Stunden gehalten, der

Zugang zu Futter und Trinkwasser erfolgte ad libitum.
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3.2.2 Ethikantrag

Die Tierversuche zum Vergleich verschiedener S. aureus-Stamme im Mausmodell wurden von der
lokalen Regierung Niederfranken (Nr.: 55.2 2532-2188, ,Mausadaptierte Staphylococcus aureus-
Stamme fir die Entwicklung besserer Infektionsmodelle®), die Besiedlungsversuche wurden von
der Ethikkommission Mecklenburg-Vorpommern (Nr. 7221.3-1-058/13, , Natirliche Reaktion von
T-Zellen auf Kolonisierung und Infektion mit Staphylococcus aureus - nasale Besiedlung,
Pneumonie, Abszess und Wundinfektion“) genehmigt. Die Experimente wurden nach dem
Deutschen Tierschutzgesetz, der EU-Richtlinie 2010/63/EU fur Tierversuche und der Féderation der
Versuchstierfachverbdande (FELASA) durchgefiihrt. Alle Tierversuche entsprechen den ARRIVE-

Richtlinien.

3.2.3 Bakteriamie

Zum Vergleich der Virulenz verschiedener murinen S. aureus-Isolate wurde eine Bakteriamie in
weiblichen 8 Wochen alten BALB/c-Mausen (SOPF) induziert. Dafir wurden die Tiere mit einem
Isofluran/Sauerstoffgemisch (1,5 % Isofluran) narkotisiert und anschlieBend intravenés (i.v.) in die
Schwanzvene mit 100 uL Bakteriensuspension (5 x 10’ CFU) infiziert.

Die Belastung der Tiere wurde anhand eine Scoresheets (Tabelle 3.1) zweimal taglich ermittelt. Es
wurden Korpergewicht, Fell, Augen, Haltung, Spontanverhalten und Atmung der Tiere bewertet.
Das Summieren der einzelnen Punkte lieferte den Summenbelastungsscore. Ein
Summenbelastungsscore von = 20 wurde als humaner Endpunkt definiert. Tiere, die diesen Score
erreichten, wurden durch zervikale Dislokation getotet.

Der Versuch wurde nach 72 Stunden beendet. Dafiir wurden die Tiere mit einer Uberdosis CO,
getotet und anschlieRend die Organe (Nieren, Leber, Milz und Herz) fir die Betsimmung der
bakteriellen Last entnommen.

Fir die Titration der Infektionsdosis von S. aureus DIP wurde dieser in drei verschiedenen
Infektionsdosen (5 x 107 CFU, 5 x 10° CFU, 5 x 10° CFU) eingesetzt und mit S. aureus NWM (5 x 10’
CFU) verglichen. Der weitere Versuchsaufbau entspricht dem zuvor beschriebenen Ablauf.
Zusétzlich wurden die Uberstinde der homogenisierten Nieren zur Bestimmung der Zytokin- und

Chemokinkonzentrationen mittels CBA verwendet.

3.2.4 Pneumonie

Zum Vergleich der Virulenz verschiedener murinen S. aureus-lsolate wurde die Pneumonie in
weiblichen 8 Wochen alten BALB/c-Mausen (SOPF) induziert. Dafiir wurden die Tiere mit einem
Isofluran/Sauerstoffgemisch (1,5 % lsofluran) narkotisiert und anschlieRend intranasal (i.n.) mit

30 uL Bakteriensuspension (1 x 10® CFU) infiziert. Die Tiere wurden hierfiir ca. 1 Minute in
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aufrechter Position gehalten. Die Belastung der Tiere wurde wie zuvor beschrieben (3.2.3, Tabelle
3.1) zweimal taglich ermittelt.

Der Versuch wurde nach 48 Stunden beendet. Dafiir wurden die Tiere mit einer Uberdosis CO,
getotet und anschlieRend die Organe (Lungen, Nieren und Leber) flir die Bestimmung der
bakteriellen Last entnommen.

Fir die Titration der Infektionsdosis von S. aureus DIP wurde dieser in drei verschiedenen
Infektionsdosen (2 x 108 CFU, 2 x 107 CFU, 2 x 10° CFU) eingesetzt und mit S. qureus NWM (2 x 10%
CFU) verglichen. Der weitere Versuchsaufbau entspricht dem zuvor beschriebenen Ablauf.
Zusitzlich wurden die Uberstinde der homogenisierten Lungen zur Bestimmung der Zytokin- und

Chemokinkonzentrationen mittels CBA verwendet.

3.2.5 Besiedlung

Fur die Besiedlung wurden weibliche 8 Wochen alte C57BL/6/Albino-Mause (B6(Cg)-Tyrc?/J, SOPF)
verwendet. Um die Mause mit S. aureus zu besiedeln, wurden die Tiere erst mit einem Isofluran-
Sauerstoffgemisch  (1,5% Isofluran) narkotisiert und anschlieRend in. mit 10puL
Bakteriensuspension (S. aureus JSNZ, NWM, DIP: 1 x10® CFU und S. aureus DIP: 3 x107 CFU)
besiedelt. Dafiir wurden die Tiere ca. 1 Minute in aufrechter Position gehalten. Der Kontrollgruppe
wurden 10 pL PBS i.n. appliziert.

Die Belastung der Tiere wurde anhand eine Scoresheets (Tabelle 3.1) zunichst nach 6 und
24 Stunden, danach alle 24 Stunden beurteilt. Es wurden Kérpergewicht, Fell, Augen, Haltung,
Spontanverhalten und Atmung der Tiere bewertet. Der Summenbelastungsscore wurde durch das
Summieren der einzelnen Punkte ermittelt.

Der Versuch wurde nach 24 Stunden bzw. 7 Tagen beendet. Dafiir wurden die Tiere intraperitoneal
(i.p.) mit Ketamin/Xylazin (100 mg/10 mg pro kg Korpergewicht) narkotisiert und anschlieRend
durch Punktion des retroorbitalen Venenplexus ausgeblutet. Nachdem die Tiere mittels zervikaler
Dislokation getotet wurden erfolgte die Entnahme der zervikalen Lymphknoten fir die
durchflusszytometrischen Analysen. Zur Bestimmung der bakteriellen Last wurden die Lungen
entnommen. AnTagO0, 1, 3, 5 und 7 wurden zudem Stuhlproben der Mause gesammt. Diese wurden
sowohl zur Bestimmung der bakteriellen Last als auch zur Analyse der IgA-AK verwendet. Des
Weiteren wurde die Nase homogenisiert und die Zytokin- und Chemokinkonzentrationen mittels

CBA gemessen sowie die bakterielle Last ermittelt.
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n = 10/Gruppe (C57BL/6/Albino (B6(Cg)-Tyr<2/J))
drei verschiedene S. aureus-Stamme:

e JSNZ (1 x 108CFU/10 pL)

* NWM (1 x 108CFU/10 pL)

* DIP (1 x 108CFU/10 pL bzw. 3 x 107 CFU/10 pL)

Sammeln der Stuhlproben an d0, d1, d3, d5 und d7

do d1 d7
Besiedlung Read-out | Read-out I

e  Bestimmung der bakteriellen Last (Stuhlproben, Nasen, Lungen)

*  Durchflusszytometrische Farbung der Zellen der LK

e IgA-ELISA (Uberstand Stuhlproben)

*  Bestimmung der Zytokin-/Chemokinkonzentrationen mittels
CBA im Nasenhomogenat

Abbildung 3.1: Schema des Versuchsaufbaus der Besiedlung

Weibliche C57BL/6/Albino (B6(Cg)-Tyrc?/)) Mause (n =10) wurden mit 10 uL S. qureus (1 x 108 CFU bzw.
3 x 107 CFU) i.n. besiedelt. Der Kontrollgruppe wurden 10 pL PBS appliziert. Der Belastungsscore wurde
taglich ermittelt. Zur Bestimmung der bakteriellen Last wurden an den Tagen 0, 1, 3, 5 und 7 Stuhlproben von
den Mausen gesammelt. Zudem wurde in den Stuhlproben die IgA-Immunantwort mittels ELISA gemessen.
Der Versuch wurde nach 24 Stunden bzw. 7 Tagen beendet. Daflir wurden die Tiere i.p. mit Katamin/Xylazin
narkotisiert und nach der Blutentnahme durch zervikale Dislokation getdtet. Die zervikalen Lymphknoten
wurden flr durchflusszytometrische Analysen genutzt. Die Nasen sowie die Lungen wurden zur Bestimmung
der bakteriellen Last verwendet. Zudem wurden die Zytokin- und Chemokinkonzentrationen im
Nasenhomogenat mittels CBA detektiert.
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Tabelle 3.1: Parameter zur Beurteilung der Schwere der Infektion (adaptiert nach AG Ohlsen, Wiirzburg)

Bewertung Punkte

1 Korpergewicht
e Unbeeinflusst oder Anstieg 0

e Gewichtsreduktion < 20%: die jeweilige Gewichtsreduktion in % geht als Punktwert in den Score ein 1 —19
(z.B. Reduktion um 8 % Korpergewicht = 8 Punkte)

e Gewichtsreduktion 220% 20
2 Aligemeinzustand
2.1Fell
e normal, sauber gepflegtes Fell 0
o |eicht gestraubtes Fell 2

e struppiges Fell

2.2 Augen
e Augen klar / sauber

e Augen ungeputzt / verklebt 3
2.3 Haltung

e Normale Haltung 0

e Unnormale Haltung 10

e Hoher Riicken, Stelzgang 20

2.4 Zusitzliche/ sofortige Abbruchkriterien
Verkrampfungen, Léhmungen, Zittern, Atemgerausche, Tier fiihlt sich kalt an 20

3 Spontanverhalten
e Normales Verhalten (Neugier, lebhaft)

0
e Geringe Abweichungen vom Normalverhalten (leicht reduzierte Aktivitat) 1
e Moderate Abweichungen vom Normalverhalten (reduzierte Aktivitat) 2

5

e Ungewohnliches Verhalten, eingeschrankte Motorik oder Hyperkinetik
e Selbstisolation, Lethargie, Koordinationsstérungen 10

4 Klinischer Befund / Atmung

e Normale Atmung 0

e Beschleunigte Atmung 5

e Schwere Atmung 10

e Schwache Atmung 20
Belastungsgrad Punkte
Belastungsgrad 0 = keine Belastung; Tier wird als gesund klassifiziert 0-3
Belastungsgrad 1 = geringe Belastung; Tier wird als gering erkrankt klassifiziert 4-9
Belastungsgrad 2 = mittelgradige Belastung; Tier gilt als moderat erkrankt 10-15
Belastungsgrad 3 = mittel- bis hochgradige Belastung; Tier gilt als moderat erkrankt bis moribund; 16-19
Ggf. Versuch abbrechen
Belastungsgrad 4 = hochgradige Belastung; Tier gilt als moribund; Versuch abbrechen 220
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3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Isolation von Zellen aus den zervikalen Lymphknoten

Fir die Isolation der Zellen aus den zervikalen Lymphknoten wurde zunachst die Maus durch
zervikale Dislokation getttet und die zervikalen Lymphknoten entnommen. Bis zur weiteren
Verarbeitung wurde die zervikalen Lymphknoten in sterilem 10%igem FCS/PBS aufbewahrt. Nun
wurden die Lymphknoten mit einem Spritzenstempel durch ein 70 um Zellsieb in ein 50 mL
ZentrifugengefaR gedriickt. Zwischendurch wurde sowohl das Sieb als auch der Stempel mit
10%igem FCS/PBS gesplilt. AnschlieRend wurde das ZentrifugengefaR mit 10%igem FCS/PBS auf
30 mL aufgefiillt und sieben Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, das
Zellpellet in 400 pL Proliferationsmedium resuspendiert und die Zellzahl am LSRIl Flow Cytometer

(BD) bestimmt (3.4.1).

3.3.2 Bestimmung der bakteriellen Last

Um die bakterielle Last zu bestimmen wurden Homogenisierungsrohrchen mit Zirkonoxid Beads
(Durchmesser: 1,4/2,8 mm) befillt, autoklaviert und 1 mL steriles PBS hinzugefiigt. Die Organe
wurde auf Eis aufgetaut und dann unter sterilen Bedingungen in die Homogenisierungsréhrchen
Uberfihrt.

Das Homogenisieren erfolgte im Homogenisator bei 6.000 rpm fir 2 x20 Sekunden mit
15 Sekunden Pause. Fir die Bestimmung der bakteriellen Last im Stuhl wurde die Proben auf Eis
aufgetaut, abgewogen und mit sterilem PBS auf 0,2 g/mL eingestellt.

AnschlieBend wurden unter sterilen Bedingungen eine dekadische Verdiinnungsreihe des
Homogenisats angefertigt. Es wurden jeweils 3 x10 uL/Verdinnungststufe auf LB-Agar-Platten
ausplattiert. Die Platten wurden {iber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert und am
darauffolgenden Tag die Kolonien (CFU, colony forming units) gezahlt. Unter Berlcksichtigung des

Verdiinnungsfaktors konnte so die bakterielle Last/Organ (CFU/Organ) ermittelt werden.

Tabelle 3.2: Ubersicht iiber die verwendete Veriinnungsstufen

Organ/Material Niedrigste Verdiinnung Héchste Verdiinnung

Lunge unverdiinnt 1:1.000
Nieren unverdinnt 1:1.000
BALF unverdiinnt 1:100.000
NALF unverdinnt 1:100.000
Stuhl unverdinnt 1:100
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3.3.3 Koagulationsassay

Es konnte gezeigt werden, dass S. aureus teils wirtsspezifische Koagulationsfakoren besitzt,
weshalb die Koagulation von murinem Plasma Aufschluss Gber die Wirtsadaption liefern wiirde
[190]. Aus diesem Grund wurden 65 plL einer Ubernachtkultur der murinen S. aureus-Stamme mit
500 pL murinem Plasma in einem Glasréhrchen bei 37 °C inkubiert. Nach 30 Minuten, 1 h,2 h, 3 h,
4h und 18 h wurde die Koagulationsfahigkeit der Stamme visuell anhand des folgenden
funfstufigen Punktesystem nach Sperber et al. [191] bewertet:

0: keine Gerinnung, Plasma ist klar

1: kleine Flocken zu erkennen, Plasma tribt sich leicht

2: Kleines Gerinnsel (bis ca. 40 % des Plasmavolumens)

3: GroRes Gerinnsel, keine Invertierung moglich ohne Ablosen des Gerinnsels vom

Roéhrchenboden

4: vollstandige Gerinnung des Plasmas, Invertierung moglich.

Der Versuch wurden fir alle Stdmme dreimal durchgefihrt.

3.3.4 Whole Blood Survival Assay

Mittels des Whole Blood Survival Assay wurde das Uberleben muriner S. aqureus-Stamme in
murinem Vollblut analysiert, da dieses ebenfalls Aufschluss liber die Wirtsadaption liefern kann.
Daflir wurden zunachst 10 mL TSB mit einer Kolonie S. aureus angeimpft und tGber Nacht bei 37 °C
im Schttler (200 rpm., zirkular) inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Kultur zentrifugiert
(10 min, 4 °C, 4.000 x g), der Uberstand verworfen und das Pellet mit 20 mL PBS gewaschen
(10 min, 4 °C, 4.000 x g). AnschlieBend wurde das Pellet in 15 mL PBS resuspendiert. die OD bei
595 nm gemessen, die Bakteriensuspension auf eine OD von 0,05 eingestellt und dann 1:40 in PBS
verdiinnt. Schliellich wurden 125 L der Bakteriensuspension mit 375 plL heparinisiertem murinen
Blut gemischt (Startkonzentration: ca. 2,5 x 10° CFU/ mL), jeweils 100 pL in vier Wells einer 96°-
Platte pipettiert und bei 37 °Cim Schittler (200 rpm, zirkular) inkubiert. Als Negativkontrolle wurde
Blut verwendet, welches mit PBS gemischt wurde.

Nach Oh, 1h, 3h, 5h und 24 h wurden 20 uL/° entnommen, mit 180 uL PBS gemischt und
3 Minuten bei Raumtemperatur (RT) im Ultraschallbad bei 45 kHz behandelt. AnschlieBend wurden
eine dekadische Verdiinnungsreihe angefertigt und jeweils 3 x 10 uL der Verdiinnungen 102 - 10"
auf LB-Agar ausplattiert. Die Platten wurden Gber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Der

Versuch wurde fir jedes Isolat dreimal durchgefihrt.

37



Kapitel 3 Methoden

3.3.5 Whole Genome Sequencing

Die Sequenzierung der in vivo verwendeten S. aureus-Stamme wurde am Robert Koch-Institut in
Berlin durchgefiihrt. Es wurde eine lllumina MiSeq paired-end-Sequenzierung mit einer Ziel-
FragmentgrofRe von 300 bp und einer Abdeckung von > 90 x angewendet. Fiir die Qualitatskontrolle
wurde das NGS tool kit 13 (70 % der Basen mit einem phred quality score > 20) genutzt. Das de novo
Assembly einer zusammenhangenden Sequenz (contiguous sequences) erfolgte aus den qualitativ
hochwertigen reads mit der Software SPAdes v3.11.0 [192], die Annotation mit der Software Prokka
[193]. Mit Hilfe der Software Geneious 10.0.5 (Biomatters Ltd., Australia) wurden die verwendeten
Stamme mit S. aureus Newman (GenBank Accession Number: AP009351) verglichen. Dieses Projekt
wurde bei der DDBJ/ENA/GenBank mit den folgenden Accessionnumbers hinterlegt:
QWKQO00000000 fur JSNZ, QWKR0O0000000 fiir muC88d, QWKS00000000 fir DIP und
QWKTO00000000 fiir muCC8c.

3.4 Durchflusszytometrische Analysen

3.4.1 Bestimmung der Zellzahl mittels TruCount™ Beads

t™ Beads zu bestimmen, wurden die Zellen zunichst im Medium

Um die Zellzahl mittels TruCoun
resuspendiert. AnschlieRend wurden 20 puL der Zellsuspension mit 200 uL TruCount™-Lésung,
deren bead-Konzentration bekannt war, vermischt und am LSRIl Flow Cytometer (BD) gemessen.
Insgesamt wurden 50.000 Ereignisse gezahlt. Die Berechnung erfolgte anhand der nachfolgenden

Formel:

Zellen) _ Anzahl der eingesetzten beads _Anzahl gezdhlte Zellen

Zellk trati (
elikonzentration | — v Anzahl gezahlte beads 0,02 mL

3.4.2 Nachweis von Zytokinen im Cytometric Bead Array (CBA)

Die Bestimmung der Zytokin- und Chemokinkonzentrationen in den homogenisierten Lungen
(Pneumonie) bzw. Nieren (Bakteridmie) erfolgte mit Hilfe des ,LEGENDplex™ Mouse Th Cytokine
Panel (13-plex)” bzw. des ,,LEGENDplex™ Mouse Proinflammatory Chemokine Panel (13-plex)” der
Firma BioLegend".

Beide Panel enthalten 13 beads, die sich in GroRe und Fluoreszenzintensitat (FL3) unterscheiden,
welches die simultane Quantifizierung von 13 verschiedenen Zytokinen bzw. Chemokinen
ermoglicht. Die beads des Zytokinpanels sind mit Antikorpern gegen die murinen Zytokine IL-2, IL-4,
IL-5, IL IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IFN-y und TNF-a konjugiert. Die beads des
Chemokinpanels sind mit Antikérpern gegen die murinen Chemokine MCP-1 (CCL2), RANTES (CCL5),
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IP-10 (CXCL10), Eotaxin (CCL11), TARC (CCL17), MIP-1a (CCL3), MIP-1B (CCL4), MIG (CXCL9), MIP-3a
(CCL20), LIX (CXCL5), KC (CXCL1), BLC (CXCL13) and MDC (CCL22) konjugiert. Wenn die beads mit
einer Probe, welche die Zielanalyten enthalt, gemischt werden, binden die spezifischen Antikorper
an den entsprechenden Analyten. Nach einem Waschschritt erfolgt die Zugabe bioinylierter
Detekionsantikorper, welcher die bead-gebundenen Zytokine bzw. Chemokine bindet. Danach wird
Streptavidin-Phycoerythrin (SA-PE) hinzugefiigt, das an die biotinylierten Detektionsantikorper
bindet, welche die Fluoreszenzintensitdt im Verhaltnis zur Menge der gebundenen Analyten liefert.
Da nun die beads nach GroRe und Fluoreszenzintensitdt am Durchflusszytometer unterschieden
werden kdnnen, kdnnen somit Analyten-spezifische Populationen voneinander getrennt werden
und PE-Fluoreszenzsignal quantifiziert werden. Mittels des mitgeflihrten Standards konnte dann
die absolute Konzentration eines Analyten ermittelt werden.

Die Zytokin- und Chemokinbestimmung erfolgte nach Herstellerangaben, jedoch wurden die
verwendeten Volumina halbiert. Die Messung erfolgte am LSRIl Flow Cytometer (BD). Fir die

Auswertung der Daten wurde die LEGENDplex™ Data Analysis Software genutzt.

3.4.3 Nachweis intrazellularer Zytokine

Zur Bestimmung der intrazelluldren Zytokine in den Zellen der zervikalen Lymphknoten wurden
diese zunachst gemaR Protokoll isoliert (3.3.1) und anschlieBend auf eine Konzentration von
5 x 10° Zellen/mL eingestellt. Nun wurden 400 pL der Zellsuspension pro Well in eine 24°-Platte
geben und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden 100 plL Stimulationsansatz
hinzufiigen und 4 Stunden bei 37 °Cim Brutschrank inkubiert. Danach wurde die Zellen in ein FACS-
Rohrchen Uberfihrt und zweimal mit 2 mL PBS gewaschen und zentrifugiert (300 x g, 7 min). Zu
den dekantierten Zellen wurden 50 pL NIR-Losung (1:250 in PBS verdiinnt) pipettiert und die Zellen
wurden 30 Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt mit 2 mL
FACS-Puffer wurde der Uberstand dekantiert, 50 pL Fc-Block-Lésung (1:25 in FACS-Puffer) zu jeder
Probe hinzugefiigt. Nach einer finfminltigen Inkubation bei 4 °C erfolgte die Zugabe des
1. Antikorpergemisches (50 pL/Probe, in FACS-Puffer verdiinnt) zur Farbung der extrazellularen
Marker (Tabelle 3.3). Die Proben wurden gut gemischt und 30 Minuten bei 4 °C im Dunkeln
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen erneut mit 2 mL FACS-Puffer gewaschen, bei 300 x g und
4 °C 7 Minuten zentrifugiert und dann mit 500 pL Fixation Buffer 20 Minuten bei RT im Dunkeln
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (300 x g, 7 min, RT) wurde der Uberstand dekantiert und
die Proben 3 x mit je 1 mL Intracellular Staining Permeabilization Wash Buffer gewaschen und
zentrifugiert (300 x g, 7 min, RT). Nachdem der Uberstand dekantiert wurde, wurde 50 pL Fc-Block-
Losung (1:25 in 1 x Intracellular Staining Permeabilization Wash Buffer) je Probe hinzugefligt und

5 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nun folgte die Zugabe des 2. Antikorpergemisches (50 pL in
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1 x Intracellular Staining Permeabilization Wash Buffer) zur Farbung der intrazellularen Zytokine.
Die Proben wurden gut gemischt und 30 Minuten im Dunkeln bei RT inkubiert. AbschlieRend
wurden die Proben erneut zweimal mit je 2 mL 1 x Intracellular Staining Permeabilization Wash
Buffer gewaschen, bei 300 x g 7 Minuten bei RT zentrifugiert, in 150 uL FACS-Puffer resuspendiert

und am LSRII Flow Cytometer (BD) gemessen.

Tabelle 3.3: Ubersicht liber die verwendeten Antikérper zum Nachweis intrazelluldrer Zytokine

Marker AK-Gemisch Konjugat Host Klon Verd.
CcD3 extrazellular  PerCP/cy5.5 Rat 17A2 1:50
cb4 extrazelluldar  FITC Rat RM4-5 1:200
CD 25 extrazelluldr BV 650 Rat PC61 1:25
CD 19 extrazelluldar ~ APC/Cy7 Rat 6D5 1:100
TCRyd extrazellular PE/Cy7 arm.Hamster GL3 1:50
CD127  extrazelluldr BV510 Rat A7R34 1:10
IL-17A  intrazelluar Pe/Dazzle Rat TC11-18H10.1 1:10
IL-22 intrazelluar  PE Goat Poly5164 1:10
IL-17F  intrazelludr  Alexa 647 Mouse 9D3.1C8 1:50
IL-9 intrazelluar BV 421 Rat RM9A4 1:50

3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Fallung extrazelluldrer Proteine

Fir die Gewinnung extrazellularer Proteine von S. aureus wurden die Flussigkulturen (3.1.4.2)
15 Minuten bei 8.000 x g und 4 °C zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand steril filtriert. Auf
Eis und unter Schwenken erfolgte dann die tropfchenweise Zugabe eiskalter 100%iger
Trichloressigsdure (TCA) im Verhéltnis 1:10 (Endkonzentration: 10 %). Die Proteine wurden
36 Stunden bei 4 °C gefallt. Durch Schwenken wurden die ausgeféllten Proteine resuspendiert und
dann fir 1 Stunde bei 11.000x g und 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet 5 x gewaschen. Daflir wurde das Pellet in 70%igem unvergalltem Ethanol
resuspendiert, fir 20 Minuten bei 700 rpm auf dem Thermomixer geschittelt und danach
7 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. Nachfolgend wurde das Pellet noch einmal in 96%igem
unvergalltem Ethanol resuspendiert und erneut fiir 20 Minuten bei 700 rpm geschiittelt. Nach der
Zentrifugation (7 min, 13.000 rpm) wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet fiir
2 Stunden unter der Werkbank getrocknet. Das Pellet wurde schliefflich in ca. 150 plL

Rehydratisierungspuffer (RHB) aufgenommen und bei 700 rpm solange geschiittelt bis sich die
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Proteine vollstiandig geldst hatten. AbschlieBend wurde die Probe erneut zentrifugiert (13.000 rpm,
30 min), der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiR iiberfiihrt und die Proteinkonzentration nach

Bradford bestimmt. Die Proteine wurden bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert.

3.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford ist ein kolorimetrischer Assay, welcher
auf der Bindung des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 an unpolare und kationische
Seitenketten von Proteinen beruht. Durch die Komplexbildung verschiebt sich das
Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm nach 595 nm.

Die Erstellung der Standardgeraden erfolgte mittels Rinderserumalbumin (BSA, bovine serum

albumin). Das BSA in der Konzentration 0,1 mg/mL wurde wie folgt mit A. bidest. verdiinnt:

Tabelle 3.4: Prdparation des Standards zur Erstellung der Eichgraden zur Bestimmung der
Proteinkonzentration nach Bradford

Konzentration [pg/mL] 0 1 2 4 6 8 10 12

BSA [pL] = 10 20 40 60 80 100 120
A. bidest. [uL] 800 790 780 760 740 720 700 680

AbschlieBend wurde jeder Ansatz mit 200 pL Bradford-Reagenz versetzt, gemischt und 5 Minuten
bei RT inkubiert. Die Proben wurden nun in eine Messkiivette liberfiihrt und die Absorption bei
595 nm wurde am UV-Photometer gemessen. Durch das Auftragen der Absorption gegen die
Proteinkonzentration wurde die Standardgerade erstellt.

Um die Proteinkonzentration in einer Probe zu bestimmen wurden die zu testenden
Proteinlésungen unverdiinnt oder 1:10 verdiinnt eingesetzt. Je nach Proteinkonzentration wurden
1-5 plL verwendet, mit A. bidest. auf 800 pL aufgefiillt und mit 200 pL Bradford-Reagenz gemischt.
Der Leerwert (RHB-Puffer) wurde wie das Proteingemisch angesetzt. Die Proben wurden ebenfalls
5 Minuten inkubiert und anschlieBend im UV-Photometer gemessen. Unter Beriicksichtigung des
verwendeten Volumens und der eingesetzten Verdiinnung konnte die Proteinkonzentration mittels

der Standardgeraden berechnet werden.
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3.5.3 ELISA

Zum Nachweis einer erfolgreichen Besiedlung wurde unspezifisches IgA im Stuhl bestimmt. Dafur
wurde eine 96 °-Platte mit polyklonalem a-Maus-IgA (Konzentration: 2 ug/mL in Karbonatpuffer;
50 uL/°) beschichtet und tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Um spezifisches IgA nachzuweisen, wurden
die extrazelluldren Proteine von S. aureus NWMAspa, JSNZAspa und DIPAspa zunachst zu gleichen
Teilen gemischt. AnschlieBend wurde eine 96°-Platte mit dem Proteingemisch (Konzentration:
10 pg/mL in Karbonatpuffer; 50 uL/°) beschichtet und tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am né&chsten
Tag wurden die Platten dreimal mit Waschpuffer (PBS/0,05% Tween) gewaschen. Um freie
Bindungsstellen zu blockieren wurden jeweils 100 pL Blockpuffer/° (10 % FCS/PBS) pipettiert und
1 Stunde bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde der Blockpuffer entfernt und 50 pL/° der
Stuhlproben (unverdiinnt oder 1:200 in 10 % FCS/PBS) in Doppelbestimmung pipettiert. Als
Leerwert diente Blockpuffer. Die Platten wurden erneut eine Stunde bei RT inkubiert, dann dreimal
gewaschen und schlieBlich mit 50 pL/° Ziege anti-Maus IgA POD (1:5.000 in Blockpuffer) 1 Stunde
bei RT inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt erfolgte die Zugabe der Tetramethylbenzidin
(TMB)-Substratlosung (50 pL/°). Nach 10 Minuten wurde die Substratreaktion durch die Zugabe von
20 uL/° 2N Schwefelsdure gestoppt. Zur Bestimmung des Antikérpergehalts wurde die Absorption
bei 450 nm mit dem TECAN photometrisch bestimmt.

Um die Werte verschiedener Platten zu normalisieren, wurde ein Plattenstandard mitgefiihrt.
Zunachst wurde von allen ermittelten Werten der Leerwert abgezogen. AnschlieRend wurde der
Mittelwert Gber alle Standards (ultimate mean) gebildet. Zur Normalisierung wurde dann jeder
Wert durch den Plattenstandard dividiert und mit dem ultimate mean multipliziert. Abschliefend
wurde der Mittelwert der Duplikate gebildet und die Daten mit Hilfe von GraphPad graphisch

dargestellt sowie statistisch ausgewertet.

3.6 Statistische Auswertung

Die graphische Darstellung sowie die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgten mit der
Software GraphPad Prism 7. Da keine der ermittelten Messwerte normalverteilt waren, wurde fiir
den Vergleich zwischen mehreren Gruppen der Kruskal-Wallis-Test mit anschlieRendem Dunn’s
Post Hoc Test verwendet. Es wurde jeweils eine Kontrollgruppe mit den anderen Gruppen
verglichen. p-Werte p<0,05 wurden als signifikant (*) gewertet. p < 0,01 wurden mit **, p < 0,001

mit *** und p £0,0001 mit **** gekennzeichnet.
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Kapitel 4 Ergebnisse

4.1 In vitro Vorversuche zur Auswahl von murinen S. aureus-Stammen fiir

Infektionsversuche im Mausmodell

Es ist bekannt, dass S. aureus-Linien und viele S. aureus-Virulenzfaktoren stark wirtsspezifisch sind
[163,194]. So sind die Gene des Immunevasionsclusters chp, sak und scn, die auf Sa3int-Phagen
kodiert sind, humanspezifisch und kommen nur sehr selten in murinen S. aureus-lsolaten vor
[178,182,184]. Des Weiteren sind Mause nur wenig sensitiv gegeniber diversen Virulenzfaktoren
humaner S. aureus-lsolate, wie z.B. PVL, Zytotoxinen und SAgs. Obwohl die Wirtsspezifitdt von
Virulenzfaktoren bekannt ist, werden haufig humane S. aureus-lsolate im Mausmodell zur
Untersuchung der Pathogenitat von S. aureus verwendet. Um jedoch ein besseres Verstandnis Gber
den Prozess der Kolonisierung und Infektion mit S. aureus zu erlangen und neue Strategien gegen

S. aureus entwickeln zu konnen, sollte die Wirtsspezifitdat von S. aureus bertcksichtigt werden.

Um zu untersuchen, ob mausadaptierte S. aureus-Stamme im Mausmodell virulenter sind als
humane Isolate, sollten zunachst geeignete S. aureus-Isolate ausgewahlt werden. Aus insgesamt
254 murinen S. aureus-Isolaten von Labor- und Wildmausen wurden 5 Stamme pro klonalem
Komplex (CC, clonal complex) mit einem reprasentativen spa-Typ sowie typischen Phagenmustern
und Virulenzgenen ausgewahlt (Tabelle 4.1). Die Linie CC88 ist die vorherrschende Linie in
Labormausen, wohingegen CC49 sowie CC8 die dominanten Linien in Wildméausen darstellen

[178,182,183].

Da bekannt ist, dass adaptierte S. aureus-Stamme das Plasma ihres Wirts koagulieren kdnnen,
wurden die ausgewdhlten Stamme anschlieBend beziiglich ihrer Fahigkeit murines Plasma zu
koagulieren untersucht (Abbildung 4.1A) [190]. Als Kontrolle wurde das humane S. aureus-lIsolat

Newman (NWM) mitgefiihrt, da dieser Stamm haufig im Mausmodell verwendet wird.
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Tabelle 4.1: Ubersicht iiber Genotyp, Virulenzgene und Phagenmuster der ausgewihlten maus-adaptierten
S. aureus-Stamme

wn %
Q c

£ £ g 9% 3

£ £ £ E 2 E% ¢ g8 F o«oa-c 2

a H £ & & £E92s38%8asg & §F8 &
muCC8a Erdmaus Gotha (TH, Deutschland) 211 CC8 - - + + 1 - - - - - - - Tribe, 2018
muCC8b Erdmaus Gotha (TH, Deutschland) t211 CC8 - - + + 1 - - - - - - - Trlbe, 2018
muCC8c Feldmaus Gotha (TH, Deutschland) 211 CC8 - - + + 1 - - - - - - - Tribe, 2018
muCC8d Gelbhalsmaus Gotha (TH, Deutschland) t211 CC8 - - + + 1 - - - - - - - Trlbe, 2018
muCC8e Rotelmaus Horst (MV, Deutschland) t211 CC8 - - + + 1 - - - - - - - Tribe, 2018
muCC49a Gelbhalsmaus Horst (MV, Deutschland) t208 CC49- - + + 2 - - - 5 - - - Mrochen, 2017
muCC49b Rotelmaus Horst (MV, Deutschland) t208 CC49- - + + 2 - - - 5 - - - Mrochen, 2017
muCC49c Rotelmaus Horst (MV, Deutschland) t208 CC49- - + + 2 - - - 5 - - - Mrochen, 2017
muCC49d Gelbhalsmaus Heimerdingen (BW, Deutschland) t4189 CC49- - + + 2 - - - §5 - - - Mrochen, 2017
DIP Rételmaus Heimerdingen (BW, Deutschland) t4189 CC49- - + + 2 - - - § - - - Mrochen, 2017
muCC88a C57BL/6NCrl  Kingston (NY, USA) t186 CC88- - + + 3 - - - 1 - - - Schulz, 2017
muCC88b C57BL/6NCrl  Kingston (NY, USA) t12341CC88- - + + 3 - - - 1 - - - Schulz, 2017
muCC88c C57BL/6 Vendor (USA) t186 CC88- - + + 3 - - - - - - - Schulz, 2017
muCC88d Erdmaus Gotha (TH, Deutschland) t2311 CC88- - + + 3 - - - 1,23 + + + Schulz 2017
JSNZ C57BL/6) Auckland (Neuseeland) t729 CC88- - + + 3 - - - 1 - - - Holtfreter, 2013
Newman human Southampton (Hampshire, UK) t008 CC8 a - + + 1 - - - 3567+ + + Duthie&Lorenz, 1952
Abkilrzungen: TH —Thuringen; MV — Mecklenburg-Vorpommern; BW — Baden-Wdrttemberg; SAg — Superantigen;

egc — Enterotoxingencluster; nuc — Nuklease; gyr—Gyrase; agr— akzessorischer Genregulator (accessory gene regulator);
eta/etd — Exfoliativtoxin a/d; pv/— Panton-Valentine Leukozidin; mecA — Methicillinresistenz; sak — Staphylokinase; chp — Chemotaxis-
inhibierendes Protein; scn — Staphokokken-Komplementinhibitor; spa — Staphylokokken Protein A; MLST —Multi Locus Sequenz
Typisierung; rot hinterlegt: in vivo verwendete S. aureus-Isolate

Alle Stamme waren in der Lage murines Plasma zu koagulieren (Abbildung 4.1A). Innerhalb der Linie
CC8 hatte der Stamm muCC8a die geringste prokoagulatorische Aktivitdt, wahrend das humane
S. aureus-lsolat Newman das murine Plasma am stdarksten koagulierte. Die murinen Isolate der Linie
CC49 wiesen alle eine dhnlich starke prokoagulatorische Aktivitat auf. Die groBte Diversitat zeigte
sich bei den Isolaten der Linie CC88. Der Stamm muCC88a war kaum in der Lage das Plasma zu
koagulieren, wahrend die Stéamme muCC88b und muCC88c eine moderate Koagulation zeigten. Bei
S. aureus JSNZ war innerhalb der ersten 2 Stunden keine Koagulation sichtbar. Das dnderte sich
jedoch nach 4 Stunden, als ein groRes Gerinnsel erkennbar war. Beim Stamm muCC88d erfolgte die

Koagulation schneller und war bereits nach 4 Stunden vollstandig abgeschlossen.

Anhand der Ergebnisse der Koagulationsassays wurden drei Stdamme pro Linie mit starker
prokoagulatorischer Aktivitat ausgewahlt und anschlieRend deren Uberleben in murinem Vollblut
untersucht (Abbildung 4.1B). Die Probenzahl wurde reduziert, da hierfir groRe Mengen frischen
Mausbluts (375 pL pro Stamm) bendétigt werden. Dieser Test diente dazu die in vivo-Bedingungen

zu imitieren und somit Stamme auszuwahlen, die gut an den murinen Wirt angepasst sind.
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Abbildung 4.1: Auswahl geeigneter mausadaptierter S. aureus-Staimmen fiir murine Infektionsversuche.
A) Koagulationsassay zur Analyse der Wirtsanpassung: Je 5 murine S. gureus-lsolate/Linie (CC8, CC49, CC88)
sowie der humane S. aureus-Stamm Newman (CC8) wurden in 500 uL murinem Plasma inkubiert und ihre
Koagulationsfahigkeit verglichen. Die Koagulation wurde nach 1 h, 2 h, 4 h und 18,5 h visuell durch einen
verblindeten Experimentator bewertet. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier technischer Replikate.

B) Vergleich von drei S. aureus-Stammen/Linie bezlglich ihrer Replikationsfahigkeit in murinem Vollblut.
1 x 10% CFU/mL einer Bakterienkultur wurden mit frischem murinem Vollblut im Verhiltnis 1:4 gemischt. Fiir
die Bestimmung der CFU/mL wurde nach Oh, 1 h, 3h, 5h und 24 h eine dekadische Verdiinnungsreihe
hergestellt, drei technische Replikate auf LB-Agar-Platten ausplattiert und fiir ca. 16 h bei 37 °C inkubiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte der ermittelten CFU von drei technischen Replikaten. Abkiirzungen: NWM,
Newman.

Alle Stamme zeigten zundchst eine Reduktion der CFU (colony forming units, koloniebildende
Einheiten) um etwa eine log-Stufe. Bei den Stammen der Linie CC8 war dies am starksten bei
S. aureus muCC8c ausgepragt. Die Stamme muCC8d und muCC8e zeigten bereits nach 3 Stunden
wieder einen Anstieg der CFU. Alle murinen Stamme der Linie CC8 wiesen am Ende jedoch eine
dhnliche CFU auf und waren somit in der Lage in murinem Blut zu replizieren. Die Replikation des
humanen Isolates S. aureus Newman hingegen war im Vergleich dazu um eine log-Stufe vermindert.
Die Isolate der Linie CC49 zeigten erneut keine groRen Unterschiede, wahrend die Isolate der Linie
CC88 wiederum die groRte Diversitdt aufwiesen. Vor allem S. aureus JSNZ zeigte eine sehr gute
Replikation (10° CFU/mL), wohingegen die Replikation des Stammes muCC88c um drei log-Stufen
verringert war. Das Isolat muCC88d zeigte zunachst eine starkere Reduktion der CFU im Vergleich

zu JSNZ, wies dann aber schlief8lich ebenfalls eine gute Replikation auf.

45



Kapitel 4 Ergebnisse

Aufgrund der ermittelten Ergebnisse in den in vitro-Vorversuchen wurden vier Stamme ausgewahlt,
welche anschliefend im murinen Pneumonie- sowie Bakteridmiemodell mit dem humanen
S. aureus-lsolat Newman verglichen werden sollten: muCC8c, S. aureus DIP, muCC88d und JSNZ
(Tabelle 4.1). Mit Ausnahme von S. aureus JSNZ, welcher nach einem Ausbruch von
Vorhautdrisenabszessen bei mannlichen C57BL/6J-Mausen entdeckt wurde, handelt es sich bei
den Stdmmen um lIsolate, die aus Wildmausen (Feld-, Rétel- und Erdmaus; Tabelle 4.1) isoliert

wurden.

4.2 Die mausadaptierten S. aureus-Stamme unterscheiden sich deutlich in

ihrer Virulenz im Pneumoniemodell

Nachdem verschiedene murine S. aureus-lsolate ausgewahlt wurden, wurden diese im murinen
Pneumoniemodell mit dem humanen Isolat Newman verglichen. Hierfliir wurden weibliche
BALB/c-Mause intranasal mit 1x10® CFU S. aureus (30 pL) infiziert und zweimal taglich
begutachtet. Es wurde das Gewicht ermittelt und der Zustand der Tiere beurteilt (Tabelle 3.1).
AnschlieRend wurden das Uberleben sowie der Belastungsscore ermittelt. Nach 46 Stunden wurde

der Versuch beendet und die bakterielle Last in den Lungen und Nieren bestimmt.

Bereits beim Uberleben fielen deutliche Unterschiede auf. Wahrend 100 % der Tiere {iberlebten,
die mit muCC88d, JSNZ bzw. Newman infiziert waren, starben 90 % der DIP-infizierten Tiere bereits
14 Stunden nach Infektion (Abbildung 4.2A). Bei muCC8c-infizierten Tieren lag die Letalitat bei
20 %. Der Belastungsscore (Abbildung 4.2B) war vergleichbar zwischen S. aureus Newman und den
murinen S. aureus-lsolaten, jedoch ist zu beachten, dass S. aureus DIP nicht mit einbezogen werden
konnte. Nach 46 Stunden zeigten sich lediglich geringe Unterschiede im Belastungsscore zwischen

muCC88d und JSNZ (CC88) im Vergleich zu Newman.

Uberraschenderweise war die bakterielle Last in den Lungen (Abbildung 4.2C) von muCC8c-
infizierten Tieren signifikant hoher als die in Newman-infizierten Tieren. Hingegen wiesen Tiere, die
mit JSNZ infiziert wurden, eine dhnliche bakterielle Last auf wie die Newman-infizierten Tiere. In
Mausen, die mit muCC88d infiziert waren, war die bakterielle Last leicht reduziert. Die Abwesenheit
von S. aureus-Bakterien in den Nieren (Abbildung 4.2D) zeigte, dass der GroRteil der Tiere eine

lokale Infektion der Atemwege ohne systemische Streuung hatte.
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Abbildung 4.2 Murine S. aureus-lsolate unterscheiden sich beziiglich ihrer Virulenz im murinen
Pneumoniemodell.

Weibliche BALB/c-Mé&use (n = 10) wurden intranasal mit 1 x 108 CFU S. aureus (30 uL) infiziert. Die Tiere
wurden zweimal tiglich begutachtet. Nach 46 Stunden wurden die Tiere mit einer Uberdosis CO; getétet. Es
wurde das Uberleben (A), der Belastungsscore (B) sowie die bakterielle Last in den Lungen (C) und Nieren (D)
ermittelt. Das Uberleben bezieht sich auf den Belastungsscore. Tiere, die einen Wert von 2 20 erreichten,
wurden als "tot" gewertet. Dargestellt sind die Ergebnisse aus einem Experiment. Jeder Punkt stellt eine Maus
dar. Die durchgezogene Linie zeigt den Median, die gestrichelte Linie die Detektionsgrenze. Fir die
statistische Auswertung wurde der Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post Hoc Test verwendet. Die
mausadaptierten Stammen JSNZ, muCC8c und mucc88d wurden mit em Referenzstamm NWM verglichen. *,
p £0,05; **, p <0,01; NWM, Newman.
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Beim Uberleben wurden Tiere mit einem Belastungsscore > 20 als ,tot“ dargestellt. Dennoch
konnte bei einem DIP-infiziertes Tier die bakterielle Last in den Organen bestimmt werden. Es zeigte
sich eine hohe Belastung der Lungen, aber auch in den Nieren, was auf eine systemische Infektion

hindeutet.

Es konnte gezeigt werden, dass S. aureus DIP im murinen Pneumoniemodell deutlich virulenter ist
als S. aureus Newman und die anderen getesteten murinen Stamme. Abgesehen von der erhéhten
bakteriellen Last in muCC8c-infizierten Tieren, konnten bei den anderen getesteten murinen

Stammen keine wesentlichen Unterschiede zu Newman nachgewiesen werden.

4.3 Die mausadaptierten S. aureus-Stamme unterscheiden sich deutlich in

ihrer Virulenz im Bakteriamiemodell

Im néchsten Schritt wurden die ausgewdhlten murinen Stamme im Bakteridmiemodell mit S. aureus
Newman verglichen. Hierflir wurden weibliche BALB/c Mé&use intraven6s Uber die Schwanzvene mit
5x 107 CFU S. qureus (100 pL) infiziert und zweimal taglich beurteilt (Tabelle 3.1). Nach 65 Stunden

wurde der Versuch beendet und die bakterielle Last in der Leber und den Nieren bestimmt.

Beim Uberleben (Abbildung 4.3A) zeigten sich hier ebenfalls deutliche Unterschiede. Die héchste
Lethalitat wurde bei Infektion mit dem S. aureus-Stamm DIP beobachtet. Es starben 100 % der
infizierten Tiere bereits 41 Stunden nach Infektion. Die Letalitat bei S. aureus Newman lag bei 90 %,
bei S. aureus JSNZ bei 70 %. Von den S. aureus muCC8c bzw. muCC88d-infizierten Tiere starben im

Vergleich dazu lediglich 30 % bzw. 0 %.

In den ersten 24 Stunden zeigten die DIP-infizierten Tiere den hdchsten Belastungsscore mit
13 Punkten. Auch die JSNZ-infizierten Tieren zeigten bereits nach 24 Stunden eine mittelgradige
Belastung (11 Punkte). Bei den anderen Versuchsgruppen konnte bis zu diesem Zeitpunkt lediglich
eine geringe Belastung nachgewiesen werden (Abbildung 4.3B). Da nach 41 Stunden alle DIP-
infizierten Tiere verstorben waren, konnten keine weiteren Vergleiche gezogen werden. Die JSNZ-
und Newman-infizierten Versuchtiere wiesen im weiteren Verlauf einen &hnlich hohen
Belastungsscore auf (mittel- bis hochgradige Belastung). Mause, die mit den beiden murinen
Stammen muCC8c und muCC88d infiziert waren, zeigten eine signifikant geringere Belastung

(mittelgradige Belastung) als Newman-infizierte Mause.
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Abbildung 4.3: Murine S. aureus-Isolate unterscheiden sich beziiglich ihrer Virulenz im murinen
Bakteriamiemodell.

Weibliche BALB/c-M3use (n=10) wurden intravends in die Schwanzvene mit 5 x 10’ CFU S. gqureus (100 pL)
infiziert. Die Tiere wurden zweimal taglich begutachtet. Nach 65 Stunden wurden die Tiere mit einer
Uberdosis CO> getétet. Es wurde das Uberleben (A), der Belastungsscore (B) sowie die bakterielle Last in den
Nieren (C) und der Leber (D) ermittelt. Das Uberleben bezieht sich auf den Belastungsscore. Tiere, die einen
Wert von = 20 erreichten, wurden als "tot" gewertet. Dargestellt sind die Ergebnisse aus einem Experiment.
Jeder Punkt stellt eine Maus dar. Die durchgezogene Linie zeigt den Median, die gestrichelte Linie die
Detektionsgrenze. Fir die statistische Auswertung wurde der Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post Hoc Test
verwendet. Die mausadaptierten Stammen JSNZ, muCC8c und mucc88d wurden mit dem Referenzstamm
NWM verglichen. **, p <0,01; ***, p <0,001
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Bei der Analyse der bakteriellen Last in den Nieren der Tiere, zeigten sich erneut keine Unterschiede
zwischen S. aureus JSNZ- und Newman-infizierten Tieren (Abbildung 4.3C). Auch die der muCC8c-
infizerten Tiere war ahnlich, obwohl der Belastungsscore geringer war als der der beiden anderen
Versuchsgruppen. Die bakterielle Last in den Nieren von Tieren, die mit S. aureus muCC88d infiziert
waren, war in den Nieren signifikant vermindert, wodurch sich die hohe Uberlebensrate sowie der

niedrige Belastungsscore erklaren lasst.

Uberraschenderweise war die bakterielle Last in der Leber (Abbildung 4.3D) von muCC8c-infizierten
Mausen tendenziell hdher im Vergleich zu Tieren, die mit S. aureus Newman infiziert wurden. Da
die bakterielle Last in den Lebern der Versuchstiere jedoch stark schwankte, konnen hier nur schwer

Riickschliisse gezogen werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass S. aureus DIP auch im murinen Bakteridmiemodell
virulenter als S. aureus Newman und die anderen getesteten murinen Stdmme ist. Die Belastung
mit S. aureus muCC8c und muCC88d war geringer als die von Newman-infizierten Tieren,

wohingegen S. aureus JSNZ und Newman dhnliche Resultate aufwiesen.

4.4 Das S. aureus-lsolat DIP (CC49) verhidlt sich hochvirulent im murinen

Pneumoniemodell

Fir nachfolgende Versuche musste zunachst die geeignete Infektionsdosis flir den hochvirulenten
S. aureus DIP bestimmt werden. Dafiir wurden drei verschiedene Infektionsdosen von S. aureus DIP
(2 x 108, 2 x 107 und 2 x 10° CFU) mit der Standarddosis von Newman (2 x 108 CFU) verglichen. Es
wurde das Uberleben, die Belastung, die bakterielle Last sowie die Zytokin- und

Chemokinkonzentrationen in den Lungen bestimmt.

Wie bei den Vorversuchen war die Letalitat der S. aureus DIP-infizierten M&use (2 x 108 CFU) sehr
hoch (90 %) (Abbildung 4.4A). Durch die Reduktion der Infektionsdosis um eine log-Stufe konnte
diese jedoch auf 0% reduziert werden und war somit identisch zur Kontrollgruppe S. aureus
Newman. Betrachtet man den Belastungsscore, werden weitere Unterschiede ersichtlich
(Abbildung 4.4B). Dieser war bei Tieren, die mit S. aureus Newman infiziert waren, nach 23 Stunden
signifikant héher im Vergleich zu den Tieren, die mit 1/100 der Infektionsdosis mit S. aureus DIP,
sowie tendenziell hoher im Vergleich zu Tieren, die mit 1/10 der Infektionsdosis S. aureus DIP

infiziert wurden.
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Abbildung 4.4: Das murine S. aureus-lsolat DIP induziert trotz reduzierter Infektionsdosis kaum
Unterschiede in der Uberlebensrate sowie der bakteriellen Last im Vergleich zum humanen S. aureus-lsolat
Newman im muinen Pneumoniemodell.

Weibliche BALB/c Mause (n = 10) wurden i.n. mit 30 uL S. aureus DIP (2 x 108 CFU, 2 x 107 CFU, 2 x 10° CFU)
bzw. Newman (1 x 102 CFU) infiziert. Die Tiere wurden zweimal tiglich begutachtet. Nach 47 Stunden wurden
die Tiere mit einer Uberdosis CO> getétet. Es wurde das Uberleben (A), der Belastungsscore (B) sowie die
bakterielle Last in den Lungen (C) und Nieren (D) ermittelt. Das Uberleben bezieht sich auf den
Belastungsscore. Tiere, die einen Wert von 2 20 erreichten, wurden als "tot" gewertet. Dargestellt sind die
Ergebnisse aus einem Experiment. Jeder Punkt stellt eine Maus dar. Die durchgezogene Linie zeigt den
Median, die gestrichelte Linie die Detektionsgrenze. Fiir die statistische Auswertung wurde der Kruskal-Wallis
Test mit Dunn’s Post Hoc Test verwendet. Die unterschiedlichen Infektionsdosen von S. aureus DIP wurden
mit S. aureus NWM verglichen. **, p<0,01; ****, p <0,0001
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Abbildung 4.5: Das murine S. aureus lIsolat DIP induziert trotz 10-fach reduzierter Infektionsdosis ein
vergleichbares Zytokin- und Chemokinprofil wie das humane Isolat S. aureus Newman im murinen
Pneumoniemodell

Weibliche BALB/c M&use (n=10) wurden i.n. mit 30 uL S. aureus DIP (2 x 108 CFU, 2 x 107 CFU, 2 x 10° CFU)
bzw. Newman (2 x 108 CFU) infiziert. Nach 47 Stunden wurden die Tiere mit einer Uberdosis CO- getétet. In
den Uberstanden der homogenisierten Lungen wurden die Zytokin- bzw. Chemokinkonzentrationen mit dem
LEGENDplex™ Mouse Th Cytokine Panel bzw. dem Proinflammatory Chemokine Panel (BioLegend) ermittelt.
Dargestellt sind die Ergebnisse aus einem Experiment. Jeder Punkt stellt eine Maus dar. Die durchgezogene
Linie zeigt den Median, die gestrichelte Linie die Detektionsgrenze. Fur die statistische Auswertung wurde
der Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post Hoc Test verwendet. Die unterschiedlichen Infektionsdosen von
S. aureus DIP wurden mit S. aureus NWM verglichen. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p <0,001; ****, p <0,0001

Obwohl Unterschiede im Belastungsscore erkennbar waren, war die bakterielle Last in den Lungen
(Abbildung 4.4C) zwischen den verschiedenen Gruppen identisch. Zudem konnten keine Bakterien
in den Nieren (Abbildung 4.4D) nachgewiesen werden, was zeigt, dass es nicht zu einer

systemischen Streuung kam.

Um zu untersuchen, ob S. aureus DIP bei Reduktion der Infektionsdosis auf 1/10 eine ahnliche

Immunantwort hervorruft wie Newman in der Standardosierung, wurden die Zytokin- und
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Chemokinkonzentrationen in den Lungenhomogenaten gemessen (Abbildung 4.5; Anhang
Abbildung 7.1). Die Konzentrationen waren haufig vergleichbar zwischen Newman-infizierten
Tieren und Tieren, die mit 1/10 der Infektionsdosis mit S. aureus DIP infiziert waren. Lediglich bei
IL-4, IL-17A sowie IL-17F (siehe Anhang Abbildung 7.1) waren die Konzentrationen bei DIP-
infizierten Tieren niedriger. Tiere, die nur mit 1/100 der Infektionsdosis S. aureus DIP infiziert
wurden, zeigten wie erwartet haufig niedrigere Zytokin- und Chemokinkonzentrationen als die

Newman-infizierte Vergleichsgruppe.

Zusammengefasst zeigten Mause nach Infektion mit 1/10 der Infektionsdosis mit S. aureus DIP
einen etwas niedrigeren Belastungsscore, aber eine vergleichbare bakterielle Last in der Lunge und
ein ahnlich stark ausgepragtes Zytokin- und Chemokinmuster. Bei Infektion mit 1/100 der
Infektionsdosis mit S. aureus DIP zeigten die Tiere hingegen kaum noch Krankheitszeichen und eine
stark verminderte Immunantwort trotz dhnlich hoher bakterieller Last in der Lunge. Somit kann die

Infektionsdosis fiir DIP im Pneumoniemodell in BALB/c-M&usen um nahezu 90% reduziert werden.

4.5 Das S. aureus-Isolat DIP (CC49) verhidlt sich hochvirulent im murinen

Bakteriamiemodell

Da es sich beim murinen Pneumoniemodell um eine lokal begrenzte Infektion handelt, wurde
S. aureus DIP auch noch in dem invasiven Bakteridmiemodell getestet. Daflir wurden BALB/c-Mause
i.v. Uber die Schwanzvene mit drei verschiedenen Infektionsdosen von S. aureus DIP (5 x 107,
5 x 10, 5 x 10° CFU) bzw. der Standardinfektionsdosis von S. aureus Newman (5 x 107 CFU) infiziert.
Nach 72 Stunden wurden das Uberleben, die Belastung, die bakterielle Last sowie die Zytokin- und

Chemokinkonzentrationen in den Nieren verglichen.

Wie zuvor beim Stammuvergleich (4.2) starben auch hier alle DIP-infizierten Tiere innerhalb der
ersten beiden Tage bei Inokulation mit der Standardinfektionsdosis 5 x 107 CFU (Abbildung 4.6A)
und wiesen einen sehr hohen Belastungsscore auf (Abbildung 4.6B). Bei Reduktion auf 1/10 der
Standardinfektionsdosis (5 x 10° CFU) hingegen war sowohl die Uberlebenskinetik (50 % vs. 30 %),
als auch der Belastungsscore und die bakterielle Last in den Nieren dhnlich zu Newman (Abbildung
4.6). Bei weiterer Reduktion der Infektionsdosis auf 1/100 der Standardinfektionsdosis (5 x 10° CFU)
stieg die Uberlebensrate auf 70 % und der Belastungsscore sowie die bakterielle Last in den Lebern
der Tiere war signifikant niedriger als bei Newman. Auch in den Nieren war die bakterielle Last im
Vergleich zu Neman leicht vermindert. Wenn S. aureus in der Leber nachgewiesen werden konnte,

dann konnte S. aureus bei diesen Tieren auch in den Nieren detektiert werden.
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Abbildung 4.6: Das murine S. aureus-Isolat DIP induziert trotz 10-fach reduzierter Infektionsdosis kaum
Unterschiede in der Uberlebensrate sowie der bakteriellen Last im Vergleich zum humanen S. aureus-lsolat
Newman im muinen Bakteridmiemodell.

Weibliche BALB/c M3use (n=10) wurden intravends in die Schwanzvene mit 100 L S. aureus DIP (5 x 107 CFU,
5 x 108 CFU, 5 x 10° CFU) bzw. Newman (5 x 107 CFU) infiziert. Die Tiere wurden zweimal tiglich begutachtet.
Nach 72 Stunden wurden die Tiere mit einer Uberdosis CO, getdtet. Es wurde das Uberleben (A), der
Belastungsscore (B) sowie die bakterielle Last in den Nieren (C) und der Leber (D) ermittelt. Das Uberleben
bezieht sich auf den Belastungsscore. Tiere, die einen Wert von > 20 erreichten, wurden als "tot" gewertet.
Dargestellt sind die Ergebnisse aus einem Experiment. Jeder Punkt stellt eine Maus dar. Die durchgezogene
Linie zeigt den Median, die gestrichelte Linie die Detektionsgrenze. Fiir die statistische Auswertung wurde
der Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post Hoc Test verwendet. Die unterschiedlichen Infektionsdosen von
S. aureus DIP wurden mit S. aureus NWM verglichen. *, p <0,05; **, p<0,01; ***, p <0,001; ****, p <0,0001
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Abbildung 4.7: Das murine S. aureus Isolat DIP und das humane Isolat Newman induzieren vergleichbare
Zytokin- und Chemokinkonzentrationen im murinen Bakteriamiemodell.

Weibliche BALB/c Miuse (n=10) wurden i.v. liber die Schwanzvene mit 100 pL S. aureus DIP (5 x 107 CFU,
5 x 108 CFU, 5 x 10° CFU) bzw. Newman (5 x 107 CFU) infiziert. Nach 72 Stunden wurden die Tiere mit einer
Uberdosis CO. getdtet. Es wurden die Uberstinde der homogenisierten Nieren verwendet. Die
Zytokinkonzentrationen wurden mit dem LEGENDplex™ Mouse Th Cytokine Panel (BiolLegend), die
Chemokinkonzentrationen mit dem Proinflammatory Chemokine Panel (BioLegend) ermittelt. Dargestellt
sind die Ergebnisse aus einem Experiment. Jeder Punkt stellt eine Maus dar. Die durchgezogene Linie zeigt
den Median, die gestrichelte Linie die Detektionsgrenze. Fiir die statistische Auswertung wurde der Kruskal-
Wallis Test mit Dunn’s Post Hoc Test verwendet. Die unterschiedlichen Infektionsdosen von S. aureus DIP
wurden mit S. aureus NWM verglichen. *, p £0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001

AnschlieBend wurden die Zytokin- und Chemokinkonzentrationen in den Uberstinden der
homogenisierten Nieren (Abbildung 4.7, Anhang Abbildung 7.2) gemessen, um Riickschlisse auf die
Immunantwort zu ziehen. Die Zytokin- und Chemokinprofile bei Infektion mit DIP (5 x 10° CFU)

dhnelten sehr stark dem durch Newman induzierten Profil.

Lediglich bei IL-6 sowie den Chemokinen RANTES und MIG waren die Konzentrationen bei den

Newman-infizierten Tieren signifikant héher im Vergleich zu Tieren, die mit der 90 % reduzierten
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Infektionsdosis von S. aureus DIP infiziert wurden. Tiere die mit der geringsten Infektionsdosis
S. aureus DIP (5% 10° CFU) infiziert wurden, zeigte im Vergleich zu Newman-infizierten Tieren
signifikant geringere Konzentrationen der Chemokine MCP-1, MIP-1a, BLC, KC und RANTES sowie
des Zytokines IL-6.

Zusammenfassend konnte auch im murinen Bakteriamiemodell gezeigt werden, dass S. aureus DIP
mit einer um 90 % reduzierten Infektionsdosis dhnliche Werte beim Belastungsscore, der
bakteriellen Last sowie der Zytokin- und Chemokinkonzentrationen induziert wie der

Referenzstamm S. aureus Newman (5 x 107 CFU).

4.6 S. aureus DIP kodiert die Gene fiir das porenformende Toxin LukMF*

Um zu analysieren, ob genetische Unterschiede die Ursache fiir die gesteigerte Virulenz von
S.aureus DIP sind, wurden die invivo verwendeten murinen S. aureus-Stamme durch
Kooperationspartner (Birgit Walther, Torsten Semmler, Robert-Koch-Institut Berlin) sequenziert

und mit dem bereits sequenzierten humanen Isolat Newman verglichen.

Besonders fiel auf, dass nur in S. aureus DIP die Gene fiir das porenformende Toxin LukMF’
nachgewiesen werden konnten, welches zuvor bereits in S. aureus-Isolaten von Wiederkauern,
aber auch Wildnagern identifiziert wurde [183,195,196]. Die Analyse der Genregion zeigte, dass die
Gene lukM und lukF-PV(P83) auf einem Sa5int-Phagen lokalisiert waren, welche zur Familie der

Siphoviridae (Genus: Caudovirales) gehort [197].

Des Weiteren wurde in S. aureus DIP eine Nukleotidinsertion in der Gblicherweise 514 Basenpaar
langen RNAIll-kodierenden Sequenz nachgewiesen, dem Effektormolekil des agr quorum sensing-
Systems. Es reguliert die Expression vieler S. aureus-Gene, die flir Exoproteine und Zellwand-
assoziierte Proteine kodieren. Das 5’-Ende der RNAIIl reguliert die Translation von hla, das 3‘-Ende
ist erforderlich fiir die Repression der Protein A-Synthese [198-200]. Zudem kodiert RNAIII als
MRNA das 26 Aminosauren lange Deltahdmolysin (hid) [198]. Die Nukleotidinsertion hat eine
Verschiebung des hld Leserahmens zur Folge, was zu einem vorzeitigen Stopp-Codon im hld-Gen

flhrt (Tabelle 4.2).
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Tabelle 4.2: Vergleich der Konservierung von Proteinprodukten ausgewahlter open reading frames in den
Genomen von S. aureus DIP, JSNZ, muCC88d und muCC8c mit Newman.

Newman (Referenzgenom: AP009351) DIP JSNZ muCC88d muCC8c

Gruppe Protein Symbol Gen Gen' AA* = 68 (S b5 e 6L
AV C(%) (%) AV C(%) 1(%) AV C(%) (%) AV C(%) |(%)

Clumping factor A CIfA clfA 5 100 95.5 2 889 893 7 90.3 100 4 100 99
Clumping factor B CIfB clfB 5 913 89 2 90.7 834 2 83.4 90.7 4 100 95.9
Fibronectin binding protein A FnBPA  fnbA 5 100 80.9 2 100 82.2 2 82.2 100 4 100 99.2

Fibronectin binding protein B FnBPB  fnbB 5 100 85.1 2 80.9 855 2 855 80.9 4 100 100
Iron-regulated surface determinant protein A I1sdA isd A 4 100 96.3 2 100 99.4 2 99.4 100 1 100 100
Iron-regulated surface determinant protein B 1sdB isdB 4 100 96.3 2 100 98.6 2 98.6 100 1 100 100
Serine-aspartate repeat-containing protein C ~ SdrC sdrC 5 93.1 87.2 2 100 95.6 2 95.6 100 4 89 95.1

. Serine-aspartate repeat-containing protein D SdrD sdrD 5 77.7 827 2 89.7 89.3 2 89.3 89.7 4 100 97
Adhésine Serine-aspartate repeat-containing protein E  SdrE sdrE 4 100 97.3 2 945 92.7 6 97.2 945 NA NA NA
Cell-wall-anchored protein SasA SasA sasA 4 100 92.1 2 823 96.5 2 96.5 823 1 100 100
Cell-wall-anchored protein SasD SasD sasD NA NA NA 2 100 99.6 2 99.6 100 4 100 86.4
Cell-wall-anchored protein SasF SasF sasF 4 100 96.4 2 100 98 2 98 100 3 100 99.8
Iron-regulated surface determinant protein H  Sasl isdH 5 100 97 2 100 99.6 2 99.6 100 4 100 99.9
Cell-wall-anchored protein SasG® SasG"  sasG® 5 100 959 2 100 758 6 758 100 4 100 96.8
Cell-wall-anchored protein Sask® Sask® sask® 3 100 98 2 100 924 2 924 100 NA NA NA

Extracellular adherence protein Eap map 4 998 93 5 956 828 2 885 100 1 100 100

Coagulase Coa coa 4 94.2 715 2 90.6 95.8 2 95.8 90.6 1 100 100

Koagulation von Willebrand factor-binding protein vWbp vwb 3 55 66 3 100 70 2 58.8 99.9 2 92 99
Extracellular fibrinogen-binding protein Efb efb 4 100 98.2 2 100 98.8 2 98.8 100 1 100 100
Panton-Valentine Leukocidin F-PV (P83)° LukF-PV® Juk F-PV* 2 100 100 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Leukocidin-M subunit® LukM®  Juk M® 2 100 997 NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Leukozidine Leukocidin-F subunit LukF luk F 4 100 96.4 2 100 97.9 2 97.9 100 1 100 100
Leukocidin-S subunit LukS luk S 4 100 99.4 2 100 97.7 2 97.7 100 1 100 100

Leukotoxin LukD LukD luk D 5 99.9 98.5 2 99.9 99.4 2 99.4 99.9 4 100 100

Leukotoxin LukE LukE luk E 5 100 99.7 2 100 100 2 100 100 4 98 100

Alpha hemolysin Hla hly 4 100 99.7 FS® FS®  FS® 5 99.1 100 1 100 100
Phospholipase C/beta hemolysin® Hib* hib* 5 100 100 2 100 99.7 Pl Pl Pl 4 100 100

Hamolysine Gamma hemolysin component A HigA hig A 4 100 100 2 100 100 2 100 100 1 100 100
Gamma hemolysin component B HlgB hlg B 4 100 99.7 2 100 100 2 100 100 1 100 100

Gamma hemolysin component C HigC hlgC 4 100 97.8 2 100 99.7 2 99.7 100 1 100 100

Delta hemolysin® HId® hld® FS® FS® FS® 1 100 100 1 100 100 1 100 100
Serine protease SplA SplA splA 5 100 95.8 2 100 95.4 2 954 100 4 100 98.7

Serine protease SplB SpiB splB 3 100 97.5 2 100 100 2 100 100 1 100 100

Serine protease SplC SplC splC 5 100 946 2 100 874 2 874 100 4 100 100

Serine protease SpID SplD splD 5 100 93.7 2 100 97.9 2 97.9 100 4 100 100

Proteasen Serine protease SplE SplE splE 3 100 97.5 NA NA NA NA NA NA 1 100 100
Serine protease SplF SplF splF 4 100 95.4 2 100 100 2 100 100 1 100 100
Aureolysin Aur aur 5 100 99.2 2 100 996 6 99.8 100 4 100 99.8
Staphylococcus serine protease A SspA ssp A 4 95.9 95.1 2 100 98 5 97 90.6 1 100 100
Staphylococcus serine protease B SspB ssp B 4 100 99.7 2 100 99 2 99 100 1 100 100
Staphylococcal complement inhibitor Scin scn NA NA NA NA NA NA 1 100 100 NA NA NA

IEC Chemotaxis inhibitory protein Chip chp NA NA NA NA NA NA 1 100 100 NA NA NA
Staphylokinase Sak sak NA NA NA NA NA NA 1 100 100 NA NA NA

1 Vergleich ausgewahlter virulenzassoziierter Gene fir S. aureus DIP, JSNZ, muCC88d und muCC8c mit Bezug zu
(AP009351). Abweichungen vom Referenzgenom sind durch Buchstaben angezeigt.

2 alternative Referenz: USA300 (CP000255)
b alternative Referenz: N315 (BA000018)

¢ alternative Referenz: Staphylococcus aureus phage 187, PV83 (AB044554)

d alternative Referenz: COL (CP0O00046)

¢ Nukleotid-Insertion, Frame-Shift-Mutation, vorzeitiges Stopp-Codon

S. aureus Newman

Abkirzungen: AA: Aminosdure-Sequenz; AV: allele Variante; C: Sequenzabdeckung von Referenzgen; I: Identitdt der Aminosaure-

Sequenz mit Referenz; FS: Frame-Shift in der Nukleotid-Sequenz; NA: Nicht verfligbar, PI: Phagen-Insertion
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Die regulatorische Aktivitat der RNAIIl scheint von der Insertion jedoch nicht beeinflusst worden zu
sein, da sich im CAMP-Test zeigte, dass das hla-Gen weiterhin exprimiert wird (Abbildung 4.8).
Lediglich S. aureus JSNZ und muCC88d zeigten keine Hla-Aktivitat. Der CAMP-Test gibt zudem noch
Aufschluss Uber die HIb-Produktion, welche bei S.aureus Newman und muCC88d nicht
nachgewiesen werden konnte. Dies ist auf die Anwesenheit des Sa3int-Phagen zurilickzufiihren,

welcher ins hlb-Gen integriert (Tabelle 4.1).

Newman

i

muCC8sd

ATCC25923

Abbildung 4.8: Die Nuleotidinsertion in S. aureus DIP hat keinen Einfluss auf dessen Hla-Expression.

Die hdamolytische Aktivitat von S. aureus NWM, DIP, muCC8c, muCC88d und JSNZ wurde ermittelt, indem die
Stamme senkrecht zum CAMP-Faktor-produzierenden Stamm Streptococcus agalactiae ausgestrichen
wurden, welcher die HIb-Aktivitat steigert. Die Hlb-Produktion inhibiert den Hla-Effekt auf Schafblutagar,
wodurch eine zweifache Hamolysezone (dicker Pfeil) entsteht. Durch die synergistische Aktivitat des CAMP-
Faktors und Hlb entsteht eine vergroRerte hamolytische Zone (dinner Pfeil). Als Positivkontrolle wurde Hib-
produzierende S. aureus-Stamm ATCC25923 mitgefihrt.

Da die murinen Stdmme sich in ihrer Fahigkeit murines Plasma zu koagulieren, unterschieden
(Abbildung 4.1), wurden auch die prokoagulatorischen Faktoren betrachtet. Es zeigten sich allele
Variationen der Gene fiir Koagulase und des von Willebrandt-Faktor-bindenden Proteins (vWbp) in
S. aureus DIP mit 71,5 % und 66 % Aminosaureidentitat im Vergleich zum Referenzgenom S. aureus
Newman. Auch konnte die Prdsenz einer allelen Variante des vWbp in S. aureus JSNZ mit 70 %
Sequenzidentitat zu S. aureus Newman bestatigt werden [156]. Dartiber hinaus fiel auf, dass SasD,
ein LPXAG-verankertes Oberflachenprotein mit unbekannter Funktion, in S. aureus DIP nicht

nachweisbar war.
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Aus den Daten des WGS kann geschlussfolgert werden, dass die Prasenz des Virulenzfaktors LUkMF*

fir die gesteigerte Virulenz von S. aureus DIP verantwortlich sein kdnnte.

4.7 Charakterisierung der Immunantwort im murinen Besiedlungsmodell

S. aureus besiedelt als Kommensale vorrangig die Nasenvorhoéfe, aber auch die Achselhdhlen, den
Rachenraum und den unteren Verdauungstrakt von Menschen und Tieren [33,35—-37]. Bis zu 30 %
der Bevolkerung sind persistent besiedelt [38,44]. Die Besiedlung mit S. aureus stellt einen
Risikofaktor fur S. aureus-Infektionen dar. Zur Entwicklung neuer Therapieansatze ist es deshalb

essenziell den Prozess der nasalen Besiedlung im Detail zu verstehen.

Im murinen Besiedlungsmodell wurden zwei murine S. gureus-Stamme (JSNZ, DIP) mit dem
humanen Isolat Newman verglichen. Um die Tiere zu besiedeln, wurden Albino-C57BL/6-Mause
unter Isoflurannarkose mit 1x 10® CFU S. aureus intranasal besiedelt. Da aus vorherigen
Experimenten bekannt ist, dass S. aureus DIP virulenter ist als die anderen verwendeten Stamme,
wurde dieser zusatzlich mit einer CFU von 3 x 107 eingesetzt. Es wurde die Belastung, die bakterielle
Lastim Stuhlund in den Lungen sowie die IgA-Antikorperantwort ermittelt. Die Zellen der zervikalen
Lymphknoten wurden beziglich ihrer Zytokinproduktion analysiert. Zudm sollte die bkterielle Last
im Nasenhomogenat bestimmt werden. Des Weiteren wurden die Uberstinde des
Nasenhomogenats verwendet, um die Zytokin- und Chemokinkonzentrationen mittels CBA zu

messen.

4.7.1 Murine S. aureus-Stamme konnen Mause besser besiedeln als das humane Isolat

S. aureus Newman

Da es sich lediglich um eine mukosale Besiedlung handelt, war nicht mit einer starken Belastung
der Tiere zu rechnen. Nach 6 Stunden konnte bei Tieren, die S. aureus JSNZ, NWM sowie der hohen
Dosis DIP besiedelt wurden, ein leichter, nicht signifikanterAnstieg des Belastungsscores detektiert
werden. Lediglich die Tiere, die mit der geringen Dosis DIP (3 x 107 CFU) besiedelt wurden, zeigten
im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe keine erhéhte Belastung (Abbildung 4.9A). Nach 24 Stunden
sinkt der Belastungsscore der Tiere, die mit JSNZ und NWM besiedelt wurden, ebenfals auf das
Niveau der Kontrollgruppe und geht dann nach 48 Stunden gegen null. Eine Ausnahme stellten die
Miuse dar, die mit der hohen Dosis S. qureus DIP (1 x 108 CFU) besiedelt wurden. Diese M&use

hatten einen deutlich héheren Belastungsscore und zeigten signifikante Unterschiede zu NWM.
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Abbildung 4.9: Murine S. aureus-Isolate konnen Mause langer besiedeln als das humane Isolat Newman.
Weibliche Albino-C57BL/6-M&use (n=10) wurden intranasal mit 10 uL S.aureus (1x10%® CFU bzw.
3 x 107 CFU) besiedelt. Kontrolltieren wurden 10 uL PBS intranasal appliziert. Es wurde taglich der
Belastungsscore ermittelt (A). An Tag O (nicht gezeigt), 1, 3, 5 und 7 wurden frische Stuhlproben von jeder
Maus gesammelt und die bakterielle Last pro g Stuhl bestimmt (B). Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei
unabhdngigen Experimenten. Jeder Punkt stellt eine Maus dar. Die durchgezogene Linie zeigt den Median,
die gestrichelte Linie die Detektionsgrenze. Fir die statistische Auswertung wurde der Kruskal-Wallis Test mit
Dunn’s Post Hoc Test verwendet. Die mausadaptierten Stammen JSNZ und DIP wurden mit dem
Referenzstamm S. aureus NWM verglichen.*, p < 0,05; **, p £0,01; ****, p <0,0001

Aufgrund technischer Probleme gelang es nicht die bakterielle Last im Nasenhomogenat zu
bestimmen. Da bekannt ist, dass die nasale Besiedlung im Mausmodell nach 24 Stunden in den
Gastrointestinaltrakt Ubergeht und somit die Besiedlung in Stuhlproben nachgewiesen werden
kann, wurde an den Tagen 0, 1, 3, 5 und 7 Stuhlproben genommen und der Besiedlungsstatus tber
den Versuchszeitraum ermittelt (Abbildung 4.9B). Zum Zeitpunkt O war wie erwartet keines der
Versuchstiere im Darm besiedelt (Daten nicht gezeigt). Nach 24 Stunden war die bakterielle Last im
Stuhl bei allen besiedelten Tieren nachweisbar und anndhernd identisch, die Kontrolltiere waren
negativ. Bereits nach 3 Tagen waren jedoch leichte Unterschiede zwischen den S. aureus-Stammen
erkennbar. Die bakterielle Last der JSNZ-besiedelten Tiere stieg an, wohingegen sie bei den anderen

drei Stdmmen nahezu unverdndert blieb.

Nach 5 Tagen waren bereits 50 % der mit NWM-besiedelten Tiere sowie eine Maus, die mit der
geringen Dosis S. aureus DIP (3 x 107 CFU) besiedelt war S. aureus-negativ. Die beiden anderen
Stamme besiedelten auch nach 5 Tagen noch 100 % der Mause mit ahnlicher CFU. SchlieBlich waren

nach 7 Tagen nur noch 20 % der mit NWM besiedelten Tiere S. aureus positiv. Hingegen waren bei
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der geringen Dosis S. aureus DIP noch 80 %, bei der hohen Dosis sogar 90 % S. aureus-positiv. Bei
JSNZ-besiedelten Tieren waren auch nach 7 Tagen 100 % S. qureus-positiv. Uber den gesamten
Zeitraum blieb die baterielle Last in den Tieren, die mit murinen S. aureus-Stammen besiedelt
wurden, stabil. Bei JSNZ-besiedelten Tiere konnte sogar ein Anstieg von 4 x 10* CFU/g Stuhl auf
2 x 10° CFU/g Stuhl detektiert werden.

10°
[ |
10’
o 10°
8o [ |
S 10°
-
~
4
> 10 *
o
103 (] |
1024 ¢ g
“.._...-... — — —
101,
A S < < RS > > > d >
™ ™ ™ A A A
SRR T U T VO SN SN PN D RN P
> e\ A D 2’ N N N P
P N S S Yy
5 v oownT st o 0
\ < N G Q Q Q
AR R RN S S o
¥ $$ Q Q S N

Abbildung 4.10: Der murine Stamm S. aureus DIP ist nach 24 Stunden auch in den Lungen besiedelter Tiere
nachweisbar.

Weibliche Albino-C57BL/6-Mé&use (n=10) wurden intranasal mit 10 pL S. qureus (1x 108 CFU bzw.
3 x 107 CFU) besiedelt. Kontrolltieren wurden 10 uL PBS intranasal appliziert. Nach 24 Stunden bzw. 7 Tagen
wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getttet, die Lungen entnommen, homogenisiert und zur
Bestimmung der bakteriellen Last in einer dekadischen Verdiinnungsreihe ausplattiert. Dargestellt sind die
Ergebnisse aus drei unabhangigen Experimenten. Jeder Punkt stellt eine Maus dar. Die durchgezogene Linie
zeigt den Median, die gestrichelte Linie die Detektionsgrenze. Fir die statistische Auswertung wurde der
Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post Hoc Test verwendet. Die mausadaptierten Stimmen JSNZ und DIP wurden
mit S. aureus NWM verglichen.

Um sicherzustellen, dass die intranasale Applikation zu einer Besiedlung und nicht zu einer
Atemwegsinfektion flhrte, wurde zuséatzlich die bakterielle Last in den Lungen der Tiere ermittelt
(Abbildung 4.10). Es zeigte sich, dass nach 24 Stunden bei JSNZ-besiedelten Tieren zwei Mause
S. aureus in der Lunge hatten, bei NWM waren es sogar drei. Uberraschenderweise wurden 60 %
der Lungen der Tiere, die mit der hohen Dosis DIP (1 x 108 CFU) besiedelt waren, positiv auf
S. aureus getestet, teilweise waren sehr hohe CFUs detektierbar. Tiere mit einer bakteriellen Last >
8 x 10? CFU in der Lunge wiesen auch einen erhéhten Belastungsscore (> 16) auf. Hingegen waren
alle Lungen der Tiere, die mit der reduzierten Dosis DIP (3 x 10’ CFU) besiedelt waren, S. aureus
negativ. Nach 7 Tagen waren in den drei Gruppen S. aureus JSNZ, NWM und DIP (1 x 108 CFU) bei

jeweils einem Tier Bakterien in den Lungen nachweisbar.
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Des Weiteren sollten die Zytokin- und Chemokinkonzentrationen im Nasenhomogenat der Tiere
analysiert werden. Hier wurden jedoch lediglich sehr geringe Konzentrationen detektiert (Anhang
Abbildung 7.4 und Abbildung 7.5), weshalb keine Rickschlisse auf das Zytokin-/Chemokinprofil

moglich sind.

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass eine Besiedlung mit murinen
S. aureus -lsolaten Uber einen Zeitraum von 7 Tagen stabil bleibt, wohingegen die Mause in der
Lage waren eine Besiedlung mit S. aureus Newan zu Gberwinden. Mit der hohen Dosis S. aureus DIP

steigt jedoch das Risiko eine Atemwegsinfektion, statt einer Besiedlung zu induzieren.

4.7.2 Bei Besiedlung mit S. aureus DIP produzieren sowohl CD4*-T Zellen als auch yé-T-

Zellen IL-17

Es ist bereits bekannt, dass IL-17 sowie IL-22 eine wesentliche Rolle bei der Besiedlung mit S. aureus
spielen. Jedoch ist die zellulare Quelle dieser Zytokine derzeit noch unbekannt. IL-17 und 1L-22
kénnen sowohl von Th17-Zellen als auch von ILCs und y&-T-Zellen sezerniert werden. Zudem ist
nicht bekannt, ob nur IL-17A oder aber auch IL-17F bei der Besiedlung von Bedeutung sind [5,161].
Dies sollte im Folgenden untersucht werden. Zudem sollte die Beteiligung von IL-9 bei Besiedlung
mit S. aureus betrachtet, da erste Pneumonieversuche einen leichten, nicht signifikanten Anstieg
der IL-9-Konzentration in den Lungen S. aureus-infizierter Mause im Vergleich zur PBS-
Kontrollgruppe zeigten [201]. Dafiir wurden die zervikalen Lymphknoten S. aureus-besiedelter
Mause isoliert und die Zellen im FACS beziglich ihrer Zytokinproduktion analysiert. Die Gating-

Strategie ist in Abbildung 7.3 dargestellt.

CDA4*-T Zellen

Zunachst wurden die Produktion von IL-17A, IL-17F, IL-22 und IL-9 durch CD4*-T Zellen der
zervikalen Lymphknoten betrachtet (Abbildung 4.11). Nach 24 Stunden gab es weder Unterschiede
in der Gesamtzahl CD4*-T Zellen noch in dem Anteil an Zytokin-produzierenden Zellen zwischen den
verschiedenen S. aureus-Stammen und den PBS-Kontrolltieren, was nicht Uberrascht, da es sich
hierbei um Zellen des adaptiven Immunsystems handelt. Allerdings konnte auch nach 7 Tagen mit
dem eingesetzten Analysesystem keine T-Zellaktivierung nachgewiesen werden. Lediglich bei bei
Tieren, die mit der hohen Dosis S. aureus DIP besiedelt waren, stieg im Vergleich zu den PBS-Tieren
der Anteil IL-17A-, IL-17F- und IL-22-produzierender CD4*-T Zellen an. Alle drei Zytokine wurden in
denselben Tieren nachgewiesen, die nach 24 Stunden einen hohen Belastungsscore (zwischen 6
und 12) aufwiesen. IL-9-produzierende CD4*-T Zellen konnten in den besiedelten Tieren nicht

nachgewiesen werden.
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Die Ergebnisse lassen vermuten, dass eine intranasale Besiedlung keine T-Zellaktivierung in den
zervikalen Lymphknoten induziert. Lediglich DIP-besiedelten M&dusen (hohe CFU) konnten IL-17A-,

IL-17-F und IL-22-produzierende CD4*-T Zellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.11: Nur CD4*-T-Zellen in den zervikalen Lymphknoten von S. aureus DIP besiedelten Mdusen
produzieren nach 7 Tagen IL-17A/F sowie IL-22.

Weibliche Albino-C57BL/6-M3use (n=10) wurden intranasal mit 10 uL S. qureus (1x10%® CFU bzw.
3 x 107 CFU) besiedelt. Kontrolltieren wurden 10 uL PBS intranasal appliziert. Nach 24 Stunden bzw. 7 Tagen
wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getétet, die zervikalen Lymphknoten entnommen und die
gewonnenen Zellen mit Antikérpern gegen CD19, CD3, CD4, IL-17A, IL-17F, IL-22 und IL-9 gefarbt. Abgebildet
ist der prozentuale Anteil CD4*-T Zellen (A), IL-17A* CD4*-T Zellen (B), IL-17F* CD4*-T Zellen (C), IL-22* CD4*-T
Zellen (D) und IL-9* CD4*-T Zellen (E) an lebenden CD19 Zellen. Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei
unabhéangigen Experimenten. Jeder Punkt stellt eine Maus dar. Die durchgezogene Linie zeigt den Median.
Fir die statistische Auswertung wurde der Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post Hoc Test verwendet. Die
S. aureus-besiedelten Tiere wurden mit PBS-applizierten Tieren verglichen.**, p < 0,01
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yo6-T-Zellen

Des Weiteren wurden y&-T-Zellen und ihre Zytokinproduktion analysiert (Abbildung 4.12). Auch hier
gab es nach 24 Stunden weder Unterschiede im prozentualen Anteil an y&-T-Zellen noch an den

Zytokin-produzierenden Zellen.
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Abbildung 4.12: y&6-T-Zellen in den zervikalen Lymphknoten von S. aureus DIP-besiedelten Mausen
produzieren nach 7 Tagen vor allem IL-17A.

Weibliche Albino-C57BL/6-Mause (n=10) wurden intranasal mit 10 uL S. aureus (1 x 108 CFU bzw. 3 x 107 CFU)
besiedelt. Kontrolltieren wurden 10 pL PBS intranasal appliziert. Nach 24 Stunden bzw. 7 Tagen wurden die
Tiere durch zervikale Dislokation getotet, die zervikalen Lymphknoten entnommen und die gewonnenen
Zellen mit Antikdrpern gegen CD19, CD3, CD4, TCR y§, IL-17A, IL-17F und IL-22 geféarbt. Abgebildet ist der
prozentuale Anteil von y6-T-Zellen (A), IL-17A* y6-T-Zellen (B), IL-17F* y6-T-Zellen (C) und IL-22* y&6-T-Zellen
(D) an lebenden CD19 Zellen. Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei unabhéngigen Experimenten. Jeder
Punkt stellt eine Maus dar. Die durchgezogene Linie zeigt den Median. Fiir die statistische Auswertung wurde
der Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post Hoc Test verwendet. Die mit S. aureus-besiedelten Tiere wurden mit
den PBS-applizierten Tieren verglichen.*, p < 0,05; ***, p <0,001; **** p < 0,0001
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Nach 7 Tagen zeigten sich jedoch Differenzen am Gesamtanteil von y6-T-Zellen. In Tieren, die mit
S. aureus JSNZ bzw. DIP besiedelt waren, war der Anteil an y6-T-Zellen signifikant hoher als in den
PBS-Kontrolltieren. Zudem waren signifikant mehr IL-17Ay6-T-Zellen in Mdusen, die mit der hohen
Dosis DIP (1 x 10® CFU) besiedelt waren, nachweisbar. Bei den IL-22* y8-T-Zellen zeigte sich
ebenfalls eine leichte, nicht-signifikante Erhohung des prozentualen Anteils bei Tieren, die mit der
hohen Dosis DIP (1 x 10® CFU) besiedelt waren. Auch hier handelte es sich immer um dieselben
Tiere, bei denen die intrazelluldren Zytokine nachgewiesen werden konnten. In allen anderen

Versuchsgruppen waren keine Unterschiede zu den Kontrolltieren ersichtlich.

Innate lymphoide cells

ILCs sind innate Zellen, die in ihrem Zytokinprofil sowie ihren Transkriptionsfaktoren den T-Zellen
gleichen. Natdrliche Killerzellen (NK) kénnen als das angeborene Pendant von zytotoxischen CD8*
T-Zellen, ILC1, ILC2 und ILC3 fir die angeborenen Pendants von Thl-, Th2- und Th17-Zellen
angesehen werden. Da sie im Infektionsverlauf sehr schnell aktiviert werden, sollte abschliefend
noch die Frage beantwortet werden, ob ILC3s vor allem in den ersten Tagen der Besiedlung die

Quelle fur IL-17A, IL-17F sowie IL-22 darstellen.

Der prozentualen Anteil von ILCs an lebenden CD19" Zellen war gering (ca 0,2 %) und schwankte
stark innerhalb der einzelnen Gruppen, so dass nur sehr schwer Riickschliisse gezogen werden
konnen (Abbildung 4.13A). Dennoch scheint der Anteil an ILCs in allen Gruppen nach 24 Stunden
etwas hoher zu liegen als nach 7 Tagen. Aus der Analyse der IL-17A*-, IL-17F*-, [L-22*- und IL-9*- ILCs
konnten aufgrund der geringen Zellzahl und der hohen interindividuellen Schwankungen keine

validen Riickschliisse gezogen werden.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die intranasale Besiedlung mit S. aureus keine deutliche
Aktivierung von CD4*-T-Zellen, y&-T-Zellen und ILCs in den zervikalen Lymphknoten induziert.
Lediglich bei Mausen, die mit einer hohen Dosis S. aureus DIP (1 x 108 CFU) besiedelt wurden, war
in einigen Tieren eine Anstieg Zytokin-produzierender CD4*-T-Zellen und y6-T-Zellen nachweisbar.
Dies lasst vermuten, dass vor allem Th17-Zellen und y6-T-Zellen fiir die Produktion von IL-17A, aber
auch IL-17F und IL-22 verantwortlich sind. Eine Beteilung von IL-9-produzierender Zellen bei der
Besiedlung mit S. aureus konnte nicht nachgewiesen werden. Zudem war es durch den geringen
prozentualen Anteil an ILCs in den zervikalen Lymphknoten nicht moglich Rickschliisse auf deren

Zytokinproduktion zu ziehen.
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Abbildung 4.13: Innate lymphoid cells in den zervikalen Lymphknoten zeigen nach intranasaler Besiedlung
mit S. aureus keine Zytokinproduktion.

Weibliche Albino-C57BL/6-Mause (n=10) wurden intranasal mit 10 uL S. aureus (1 x 108 CFU bzw. 3 x 107 CFU)
besiedelt. Kontrolltieren wurden 10 pL PBS intranasal appliziert. Nach 24 Stunden bzw. 7 Tagen wurden die
Tiere durch zervikale Dislokation getotet, die zervikalen Lymphknoten entnommen und die gewonnenen
Zellen mit Antikorpern gegen CD3, CD4, CD25, CD127, IL-17A, IL-17F, IL-22 und IL-9 gefadrbt. Abgebildet ist der
prozentuale Anteil von ILCs (A), IL-17A* CD4* ILCs (B), IL-17F* ILCs (C), IL-22* ILCs (D) und IL-9* ILCs (E) an
lebenden CD19" Zellen. Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei unabhdngigen Experimenten. Jeder Punkt
stellt eine Maus dar. Die durchgezogene Linie zeigt den Median. Fiir die statistische Auswertung wurde der
Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post Hoc Test verwendet. Die S. aureus-besiedelten Tiere wurden mit PBS-
applizierten Tieren verglichen
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4.7.3 Die Besiedlung mit S. aureus induziert nach 7 Tagen keine slgA-Antikérperantwort

Auf Schleimhautoberflachen stellt sekretorisches IgA (slgA) die dominate Antikdrperklasse dar. Die
wichtigste Aufgabe des sIgA ist die Neutralisation von Bakterien und Toxinen [2,31,32]. Es ist
bekannt, dass S. aureus Carrier hhere IgA-Konzentrationen aufweisen als Non-Carrier, was darauf

hindeutet, dass bereits eine Besiedlung mit S. aureus die Produktion von IgA induziert [94,202].

Der Nachweis von Gesamt-IgA im Stuhl besiedelter Mause erfolgte mittels ELISA (Abbildung 4.14 A).
Dabei wurde der IgA-Gehalt von S. aureus-besiedelten Tieren mit den Kontrolltieren (PBS)
verglichen. Es zeigte sich ein Abfall des Gesamt-IgA-Spiegels nach 1, 3 und 5 Tagen im Vergleich zu
Tag 0. Nach 7 Tagen war dann ein leichter Anstieg zu erkennen, allerdings sowohl in Tieren, die PBS
erhalten haben, als auch in S. aureus-besiedelten Mausen, was darauf schlieRen |asst, dass die

Besiedlung mit S. aureus keine Anderung des Gesamt-IgAs im Darm induziert hat.

Zum Nachweis von S. aureus-spezifischen Antikérpern werden im Allgemeinen extrazelluldre
Proteine oder abgetdtete Zellen eingesetzt. Da das vorhandene Protein A den Fc-Teil von
Antikorpern bindet und dies zu falsch positiven Ergebnissen fihren kann, wurde zunachst das
Protein A-Gen mittels Phagentransduktion deletiert. Die Isolate JSNZAspa und NWMAspa lagen
bereits vor, S. aureus DIPAspa wurde im Rahmen dieser Arbeit generiert (Anhang Abbildung 7.7).
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Abbildung 4.14: 7 Tage nach intranasaler Besiedlung mit S. aureus konnte keine Anderung der IgA-Level im
Stuhl der Mduse nachgewiesen werden.

Weibliche Albino-C57BL/6-Mé&use (n=10) wurden intranasal mit 10 pL S. qureus (1x10% CFU bzw.
3 x 107 CFU) besiedelt. Kontrolltieren wurden 10 uL PBS intranasal appliziert. An Tag 0, 1, 3, 5 und 7 wurden
Stuhlproben der Tiere gesammelt und auf 0,2 g/mL verdiinnt. Das Gesamt-IgA im Stuhl (A) sowie S. aureus-
spezifisches IgA gegen extrazellulare Proteine von S. aureus JSNZAspa, NWMAspa und DIPAspa (B) wurde
mittels ELISA nachgewiesen. Zur Bestimmung des Gesamt-IgA wurden die Stuhlproben 1:200 verdiinnt, fiir
das S. aureus-spezifisches IgA wurden die Stuhlproben unverdiinnt eingesetzt. Die Bindung muriner
Antikdrper wurde mit einem Peroxidase-konjugierten Ziege-anti-Maus-IgA-Detektionsantikérper (1:5.000)
nachgewiesen. Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei unabhdngigen Experimenten. Die Messung der
Absorption erfolgte bei ODasonm in Duplikaten, die um den mitgefiihrten Leerwert korrigiert wurden. Jeder
Punkt stellt eine Maus dar. Die durchgezogene Linie zeigt den Median. Fiir die statistische Auswertung wurde
der Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post Hoc Test verwendet. Die S. aureus-besiedelten Tiere wurden mit PBS-
applizierten Tieren verglichen

Zum Nachweis von S. aureus-spezifischen IgA-Antikdrpern im Stuhl besiedelter Mause mittels ELISA

wurden die extrazelluldaren Proteine der drei S. aureus-Stamme JSNZAspa, NWMAspa und DIPAspa
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zu gleichen Teilen gemischt. Die Antikorperantwort der Mause an Tag 0 wurde mit der an Tag 7
verglichen (Abbildung 4.14 B). Am Tag 0 waren bei keiner Versuchsgruppe spezifische IgA-
Antikoérper detektierbar (Daten nicht gezeigt). Auch nach 7 Tagen konnten keine S. aureus-

spezifischen IgA-Antikérper nachgewiesen werden.

Die Daten deuten darauf hin, dass eine Besiedlung mit S. aureus innerhalb von 7 Tagen noch keine
slgA-Antikdrperantwort im Gastrointestinaltrakt induziert. Hierbei spielte es keine Rolle, ob die

Tiere mit einem humanen oder einem murinen S. aureus-lsolat besiedelt wurden.

68



Kapitel 5 Diskussion

Kapitel 5 Diskussion

5.1 Vorsage des invivo-Verhaltens von S. aureus anhand von in vitro-

Experimenten

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob murine Besiedlungs- und Infektionsmodelle
durch die Verwendung mausadaptierter S. aureus-Stamme optimiert werden kénnen. Insgesamt
standen daflir GUber 250 S. aureus-Stammen zur Wahl, die aus Labor- und Wildmausen isoliert
wurden. Die Stimme wurden mit Hilfe von in vitro-Methoden vorcharakterisiert, um die Anzahl

mausadaptierte Stamme fiir nachfolgende in vivo-Versuche einzugrenzen.

Bei Labormdusen gab es nur drei S. aureus-Linien, die weltweit nachgewiesen werden konnten:
CC88, CC15 und CC1, wobei CC88 die vorherrschende Linie darstellte. Insgesamt konnten 22
verschiedene Spa-Typen dieser Linie nachgewiesen werden. Die grolle Diversitat lasst vermute,
dass diese Linie bereits seit vielen Jahren in Labormausen existiert [182]. Beim Menschen kommen

CC88-Isolate hingegen nur selten vor [47,163,164].

Die Linie CC49 ist vorherrschend in Wildmause (35,4 %) und Wildratten (40,5 %) [183,186]. Sie
konnte jedoch nicht in Labortieren nachgewiesen werden [182,183,186]. In Schweinen stellt CC49
die dritthdufigste S. aureus-Linie dar [203,204]. Bei Menschen kommt auch diese Linie nur selten
vor [47,165,205]. Allerdings konnten Oppliger et al. zeigten, dass eine Ubertragung auf den
Menschen grundsatzlich méglich ist, da sie zumindest auch bei Schweineziichtern nachgewiesen
wurde [203,204,206,207]. Vereinzelt wurde die Linie in Eichhdrnchen [207], Ratten [208], Pferden
[209], Wallabys [210], Wihimause und Wildkatzen [211] nachgewiesen, was auf ein eher enges

Wirtsspektrum hindeutet.

In einer Pilotstudie wurde zundchst CC8 als dominierende S. aureus-Linie in Wildmausen
nachgewiesen, weshalb sie ebenfalls im Mausmodell getestet wurde. Spatere
Genomsequenzierungen der 24 CC8-Isolate ergaben jedoch einen maximalen Unterschied von elf
single nucleotide polymorphisms (SNPs) zwischen den einzelnen Isolaten. Die eingeschrdnkte
Variabilitat lasst vermuten, dass es sich hierbei um eine Kontamination handelt und die Isolate aus
einem einzigen Organismus stammen (personliche Mitteilung Birgit Walther, FU Berlin, Institut fir
Mikrobiologie und Tierseuchen). Im Gegensatz zu den anderen beiden Linien hat die Linie CC8 ein

breites Wirtsreservoir, einschlieRlich Menschen, Pferden und Wildtieren [47,212].
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Allen murinen S. aureus-Isolaten fehlten bestimmte Eigenschaften, die in humanen S. aureus-
Stammen haufig vorkommen. Alle waren negativ flr die Methicillin-Resistenzgene mecA und mecC
[183,184]. Zudem konnten Superantigen-Gene lediglich in zwei Isolaten der Linie CC8 (1,9 %)
nachgewiesen werden [184]. Des Weiteren konnten auch Sa3int-Phagen, welche fir das humane
Immunevasionscluster kodieren, lediglich in 13,0 % der murinen CC88-Stamme, nicht aber in den
Isolaten der Linien CC88 und CC49 nachgewiesen werden [182—-184]. Es ist bereits bekannt, dass
das Immunevasionscluster humanspezifisch ist und deshalb eher selten in tierischen S. aureus-
Isolaten detektiert werden kann [163,165,213]. Durch die Integration der Sa3int-Phagen in das
bakterielle Chromosom wird das hlb-Gen zerstort, welches einen wichtigen Virulenzfaktor in
Mausinfektionsmodellen darstellt [214]. Die Faktoren des Immunevasionsclusters zeigen im

murinen System hingegen keine oder nur eine vernachlassigbare Aktivitat [81,215,216].

Pro klonalem Komplex wurde funf Isolate mit reprasentativem spa-Typ sowie typischen
Phagenmustern und Virulenzgenen ausgewahlt. Diese wurden anschlieBend auf ihre Fahigkeiten

murines Plasma zu koagulieren sowie in murinem Vollblut zu Gberleben untersucht

Der Koagulationsassay wurde verwendet, da bekannt ist, dass S. aureus teils wirtspezifische
Koagulationsfaktoren besitzt, wie z.B. vWbp und Staphylokinase. Somit kann der Koagulationsassay

Aufschluss tUber die Wirtsadaption liefern [156,178,190].

Betrachtet man die verschiedenen Linien, so zeigte sich im Koagulationsassay, dass die Linien CC8
und CC49 einen linienspezifischen Phanotyp aufweisen. Es gab kaum Unterschiede zwischen den
Stammen innerhalb der Linie. Das konnte mit der Prasenz linienspezifischer Varianten

prokoaglatorischer Gene wie z.B. des vWbp erklart werden [156].

Im Vergleich dazu konnten bei der Linie CC88 grofle Unterschiede zwischen den einzelnen S. aureus-
Isolaten detektiert werden. Dies konnte durch den Erwerb zusatzlicher pro- oder
antikoagulatorischer Gene oder durch die differentielle Regulation auf Proteinebene erklart
werden. Ein Vergleich der Gesamtgenomsequenz mit dem Stamm Newman ergab, dass S. aureus
DIP (CC49) und JSNZ (CC88) allele Varianten des viWbp-Gens tragen [156]. Zudem besitzt S. aureus
DIP eine allele Variante des Gens coa. Vor kurzem berichteten Sun etal.,, dass die pro-
koagulatorische Aktivitat von S. aureus JSNZ und Newman auch von der Proteinexpression abhangt.
Newman sezernierte groRe Mengen an Koagulase und agglutinierte schnell humanes und murines
Plasma. Im Gegensatz dazu sezernierte JSNZ weniger Koagulase und kodierte eine allele Variante
von vWhbp, die es ihnen ermoglichte, murines Plasma leichter als humanes Plasma zu agglutinieren
[156]. Um die Funktionalitdt der DIP-spezifischen Varianten zu testen, sind jedoch weiter

Untersuchungen erforderlich.
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Nach dem Koagulationsassay wurde ein Uberlebens-Assay in murinem Vollblut zur
Vorcharakterisierung der S. aureus-Stamme eingesetzt, welcher die in vivo-Bedingungen imitieren
sollte. Nach anfanglicher Reduktion der CFU/mL waren alle Stdmme in der Lage im murinen Vollblut

zu replizieren, allerdings unterschiedlich gut.

Wie im Koagulationsassay so zeigte sich auch hier fiir die Linien CC8 und C49 ein linienspezifischer
Phinotyp. Nach 24 Stunden konnten bei den Stimmen der Linie CC49 107 CFU/mL ermittelt
werden, wohingegen die murinen Stamme der Linie CC8 sogar 10® CFU/mL erreichten. Die
Replikation des humanen CC8-Isolates S. aureus Newman war allerdings eher mit der Linie CC49
vergleichbar, da hier nach 24 Stunden ebenfalls nur 10’ CFU/mL detektiert werden konnten.
Hingegen zeigten die drei Isolate der Linie CC88 eine groRere Diversitat. Diese reichte von

107 CFU/mL bei muCC88c bis 10° CFU/mL bei JSNZ.

Nach Abschluss der in vivo-Experimente konnte nun die Vorhersagbarkeit des Verhaltens der
S. aureus-lsolate im Tiermodell anhand von invitro-Vorversuchen uberprift werden. Die
S. aureus-Stamme Newman, muCC88d, JSNZ und DIP waren alle in der Lage murines Plasma
vollstdndig zu koagulieren. Lediglich muCC8c gelang dies nicht vollstandig (Abbildung 4.1 und
Abbildung 7.6 A). Dementsprechend ware anzunehmen, dass muCC8c invivo eher eine
verminderte Virulenz aufweist, wohingegen es zwischen den anderen vier Isolaten mit dahnlicher
koagulatorischer  Aktivitdit nur minimale Differenzen geben sollte. Anhand des
Replikationsverhaltens ware hingegen anzunehmen gewesen, dass sich die Stamme S. aureus DIP
und NWM in vivo ahnlich verhalten und eher einen milden Infektionsverlauf zeigen, wohingegen
S. aureus JSNZ eine gesteigerte Virulenz aufweisen sollte (Abbildung 7.6 B). Fasst man die
Ergebnisse der in vitro-Vorversuche zusammen, so miusste S. aureus JSNZ hoch-virulent im
Mausmodell sein, wohingegen Infektionen mit S. aureus DIP sowie muC88d moderat und mit

Newman und muCC8c eher mild verlaufen mussten.

Das war jedoch nicht der Fall. In vivo fiel vor allem die hohe Virulenz von S. aureus DIP auf. Zwar
zeigte DIP invitro eine starke koagulatorische Aktivitdt, aber die Replikationsfahigkeit war im
Vergleich zu den anderen S. aureus-lsolaten vermindert. Dennoch war S. aureus DIP in beiden
Infektionsmodellen wesentlich virulenter als die anderen Isolate. Sowohl im Pneumonie- als auch
im Bakteriamiemodell lag die Uberlebensrate bei 0%. Die Infektionen mit S. aureus Newman

verliefen ebenfalls virulenter als es anhand der Vorversuche anzunehmen gewesen ware.

Im Gegensatz dazu zeigte der murine Stamm muCC8c, welcher die schwachste Koagulation und
eine moderate Replikation aufwies, eine mit S. aureus Newman vergleichbare Virulenz im

Pneumoniemodell. Zudem konnte bei den Tieren eine 100fach héhere bakterielle Last in den
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Lungen (Pneumonie) detektiert werden. Das deutet darauf hin, dass muCC8c in der Lage ist in den
Lungen der Mause liber einen Zeitraum von 2 Tagen zu Uberleben, ohne dass die Tiere jedoch
schwer erkranken. Im Bakteriamiemodell war der Verlauf mit einer Uberlebensrate von 70 % zwar
milder als bei S. aureus Newman, dennoch entsprach die bakterielle Last in den Nieren denen der
anderen Stamme. Somit gibt es auch hier Hinweise darauf, dass S. aureus muCC8c in der Lage war

in den Tieren, ohne sichtliche Symptome zu erzeugen, zu lGberleben.

Die sehr gute Replikationsfahigkeit und die sehr gute Koagulationsfahigkeit von S. aureus JSNZ
spiegelte sich ebenfalls nicht in den Ergebnissen der in vivo-Versuche wider. Die Pneumonie mit
S. aureus JSNZ verlief mild. Alle Tiere Gberlebten und die Gruppe wies insgesamt den niedrigsten
Belastungsscore auf. Im Bakteriamiemodell hingegen war JSNZ virulenter als die beiden anderen
murinen S. aureus-lsolate muC8c und muCC88d und war insgesamt eher mit Newman vergleichbar.
Im Besiedlungsmodell zeigte sich jedoch, dass S. aureus JSNZ Mause effizienter besiedelt als
S. aureus DIP und NWM. Dies lasst vermuten, dass JSNZ eher fiir die Kolonisation, nicht aber fir

invasive und lebensbedrohliche Erkrankungen an seinen murinen Wirt angepasst ist.

Des Weiteren zeigte S. aureus muCC88d, welcher ebenfalls murines Plasma vollstdandig koagulieren
und sich auch in murinem Vollblut gut replizieren konnte, in vivo die niedrigste Virulenz in beiden

Infektionsmodellen.

Zur Charakterisierung der murinen S. aureus-lsolate werden diese aktuell sequenziert und in
Hinblick auf neue mausspezifische Virulenzfaktoren sowie mobile genetische Elemente untersucht

(Ross Fitzgerald, Edinburgh).

Weder die gesteigerte Virulenz von S. aureus DIP in beiden Infektionsmodellen noch der milde
Verlauf der Infektionen mit muCC88d war anhand der Ergebnisse des Koagulationsassays zu
erwarten. Unsere Versuche zeigen, dass die in vitro-Assays keine eindeutigen Riickschliisse auf das
Verhalten in vivo zulassen. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass der tierische Organismus wesentlich
komplexer ist als es sich mit Zellen in Zellkultur oder ahnlichen in vitro-Verfahren nachstellen Iasst.
In vitro kann nur ein kleiner Teil dieses komplexen Systems betrachtet werden, jedoch aber nicht
das Zusammenspiel unterschiedlicher Zelltypen in Organen und diversen Geweben. In vitro-
Methoden bieten die Moglichkeit die Tierzahlen durch Vorversuche drastisch zu reduzieren.
Dennoch ist es zurzeit noch nicht moglich ganzlich auf Tierversuche zu verzichten. Hierfiir sind

weitere Methoden notwendig, die die Komplexitat von Organismen widerspiegeln.
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5.2 Sind mausadaptierte S. aureus-Stamme zur Optimierung muriner

Besiedlungs- und Infektionsmodelle geeignet?

In der S. aureus-Forschung werden Mause zumeist mit humanen S. aureus-lsolaten infiziert. Da
S. aureus jedoch stark wirtsspezifisch ist, werden unphysiologisch hohe Infektionsdosen benoétigt,
um eine Erkrankung auszuldsen. Zudem sind viele Virulenzfaktoren humanspezifisch und somit
meist unwirksam im Mausmodell [81,194,217,218]. Um ein besseres Verstandnis fir die Pathogen-
Wirts-Interaktion zu erlangen, welches schlielllich zur Entwicklung neuer Therapieansatze flihren
konnte, scheint die Verwendung mausadaptierter S. aureus-Stamme im Mausmodell

vielversprechend zu sein.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die murinen S. aureus-lsolate JSNZ und DIP
Mause langer besiedeln konnen als der humane Referenzstamm S. aureus Newman. Dieser wurde
bereits nach 7 Tagen nahezu vollstindig eliminiert, wohingegen die Tiere, die mit S. aureus JSNZ
und DIP inokuliert wurden, tiber den gesamten Versuchszeitraum von 7 Tagen besiedelt waren.
Jedoch ist zu beriicksichtigen, dass die bakterielle Last lediglich im Stuhl der Tiere nachgewiesen
wurde, da es aus technischen Griinden nicht gelang S. aureus in den Nasen der Tiere zu detektieren.
Dies ist vermutlich auf eine zu lange Homogenisierungszeit der Nasen zuriickzufiihren, was zur
Erhitzung der Proben und somit dem Absterben der Bakterien gefiihrt hat. Somit kdnnen keine
Riickschliisse Uber die nasale Besiedlung gezogen werden. Nachfolgende Experimente zeigten, dass
es mit einem schonenderen Homogenisierungsverfahren moglich ist, S. aureus aus den Nasen der
Tiere zu isolieren und die bakterielle Last zu bestimmen [persénliche Mitteilung Liliane Maria

Fernandes de Oliveiral.

Auch andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass mausadaptierte S. aureus-Stdmme Mause
besser besiedeln als humane Isolate. Sowohl die murinen CC88-Isolate JSNZ und WU1, als auch
SaF_1 (CC15) waren in der Lage den Nasopharynx und den Gastrointestinaltrakt von Labormausen
persistent zu besiedeln, wohingegen humane Isolate bereits wenige Tage nach der nasalen
Besiedlung wieder eliminiert wurden [156,163,179]. Mit S. aureus JSNZ gelang es Mause bis zu 42
Tage zu besiedeln, auch ohne vorangegangene Behandlung der Mause mit Antibiotika [156]. Zudem
konnte gezeigt werden, dass wie auch beim Menschen eine Ubertragung der besiedelnden Stamme
auf die Nachkommen moglich ist [178,219]. Somit scheinen mausadaptierte S. aureus-Stamme vor
allem fir Besiedlungsmodelle sehr gut geeignet zu sein. Sie ermdglichen es, die Pathogen-Wirts-
Interaktion mit einem an das Modell angepassten Stamm zu analysieren und Riickschlisse auf
relevante Pathogen- und Wirtsfaktoren zu ziehen. Des Weiteren bieten sie eine gute Moglichkeit

neue Therapieansatze zur Dekolonisation sowie Vakzinierung im Tiermodell zu testen.
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Aber auch fur murine Infektionsmodelle scheinen einige murine Isolate besser geeignet zu sein als
das humane Isolat Newman. Fir diese Arbeit wurden murine S. aureus-Isolate im Bakteriamie- und
Pneumoniemodell mit S. aureus Newman verglichen. Es zeigte sich, dass vor allem S. aureus DIP in
beiden Modellen hochvirulent war. Nach kiirzester Zeit starben alle Tiere, die mit diesem Stamm in
der Standarddosis infiziert wurden. Eine Reduktion der Infektiosdosis von S. aureus DIP um 90%
flihrte zu vergleichbaren Ergebnissen zwischen DIP und Newman hinsichtlich der bakteriellen Last,

des Belastungsscores, der Zytokin- sowie Chemokinkonzentrationen.

Jedoch waren alle anderen getesteten mausadaptierten Stamme in beiden Infektionsmodellen
weniger oder dhnlich virulent wie S. aureus Newman. Es ist zu ber{icksichtigen, dass sich invasive
Infektionsmodelle moglicherweise nicht so gut zur Charakterisierung der Wirtsadaption eignen, da
S. aureus wahrscheinlich fiir die Kolonisation und Ubertragung, nicht aber fiir invasive und

lebensbedrohliche Erkrankungen an seinen murinen Wirt angepasst ist [220,221].

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass mausadaptierte S. aureus-Stamme sehr wohl zur
Optimierung muriner Besiedlungs- und Infektionsmodelle geeignet sind. Vor allem die
persistierende Besiedlung von Labormiusen sowie die Ubertragung von S. aureus auf die
Nachkommen bietet neue Moglichkeiten fiir S. aureus-Forscher. Zudem konnte mit Hilfe des
mausadaptierten Stammes S. aureus DIP die Infektionsdosis im Pneumonie- und Bakteridmiemodell
erheblich reduziert werden, was darauf hindeutet, dass es sich hierbei um ein physiologischeres
Modell fiir das Studium der S. aureus-Wirts-Interaktion handelt, welches durchaus fir die
Erprobung neuartiger Therapeutika geeignet ist. Ferner kdnnte S. aureus DIP moglicherweise auch
zur Optimierung muriner Mastitismodelle verwendet werden, da hier das porenformende Toxin

LukMF‘, welches von S. aureus DIP exprimiert wird, eine bedeutende Rolle spielt [222,223].

Es ist zu beriicksichtigen, dass auch die Verwendung mausadaptierter S. aureus-Stamme in murinen
Besiedlungs- und Infektionsmodellen lediglich ein Modell darstellt. Weitere Modelle miissen
hinzugezogen werden, um erhaltene Ergebnisse zu bestatigen und deren Relevanz in Bezug auf den
Menschen zu beurteilen. Dennoch ermdglichen es mausadaptierte Stamme erste Hinweise zu
erhalten, welche dann z.B. in humanisierten Mdusen oder aber an freiwilligen Probanden weiter

analysiert werden kénnen.

5.3 Sind Mause ein geeignetes Modell fiir S. aureus Besiedlungs- und

Infektionsversuche?

In der S. aureus-Forschung werden haufig Mause als Infektionsmodelle verwendet, da sie einige

Vorteile aufweisen. Es ist bekannt, dass sich alle Sdugetiere in ihrer Physiologie dhneln. Méause
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stellen das kleinste Saugetier-Infektionsmodell dar [224]. Das erleichtert zum einen ihre
Handhabung im Vergleich zu anderen Saugetieren, wie zum Beispiel Ratten, Kaninchen oder
Schweinen, und verringert zudem den Platzbedarf und die Haltungskosten. Des Weiteren bieten
die kurze Generationszeit und grofRe Wiirfe den Forschern die Moéglichkeit Mauskohorten schnell
zu expandieren. Da Mdause das am hdaufigsten verwendete Infektionsmodell darstellen, ist ihr
Immunsystem aullerst gut charakterisiert und es stehen zahlreiche knock-out-Stamme zur

Verfligung [224-228].

Die Verwendung von Mausen bringt jedoch auch einige Nachteile mit sich. Menschen und Mause
unterscheiden sich in ihrer GroRe, der Stoffwechselrate, der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies,
der Erndhrung sowie einigen Aspekten ihrer kardiovaskuldaren Physiologie [176,229]. Dariber
hinaus sind die am hdufigsten verwendeten Labormduse Inzuchtstimme. Obwohl die
Gesamtstruktur des Immunsystems zwischen Mausen und Menschen relativ dhnlich ist, gibt es
dennoch einige Unterschiede, zum Beispiel im Gleichgewicht von Neutrophilen und Leukozyten, in
der Expression von Chemokinen und Chemokinrezeptoren und in der Defensinexpression durch

Neutrophile [230,231].

In der S. aureus-Forschung ging man lange Zeit davon aus, dass Mause keine natiirlichen Wirte von
S. aureus sind und sich demzufolge nicht als Infektionsmodell zur S. aureus-Forschung eignen
[128,232-234]. Das konnte jedoch durch mehrere Studien aus unserer und anderen Gruppen
widerlegt werden, die zeigten, dass sowohl Labor- als auch Wildmause mit S. aureus besiedelt sind
[156,179,182,183]. Mause sind ebenso wie Menschen von Natur aus hauptsachlich in der
Nasenhdhle, im unteren Verdauungstrakt und auf der Haut mit S. aureus besiedelt. Zudem fiihrt
S. aureus auch bei Mausen haufig zu eitrigen Entzindungen mit Abszessbildung in fast jedem Organ
[235-237]. Das haufigste klinische Krankheitsbild stellen eitrige Abszesse in den Praputialdriisen
dar [163,235,237]. Des Weiteren wurden einzelne Falle von Gesichts- und Unterkieferabszessen,
nekrotisierender Dermatitis, Furunkulose, Arthritis, Mastitis, Lungenentziindung und
Augeninfektionen beschrieben [163,177,238,239]. Die ahnliche klinische Manifestation bei

Menschen und Mausen spricht fir Mause als S. aureus-Infektionsmodell.

Es ist jedoch wichtig zu beriicksichtigen, dass einige S. aureus-Virulenzfaktoren wirtsspezifisch sind.
So sind z.B. Panton-Valentine-Leukocidin (PVL), Superantigene, einige Staphylokokken-
Superantigen-dhnliche (SSL) Proteine oder die Phagen-kodierten Immunevasionsmolekile
Staphylokinase (SAK), Chemotaxis-inhibitorisches Protein (CHIPS) und Staphylokokken-
Komplement-Inhibitor (SCIN) weitestgehend humanspezifisch und erfordern hohe Dosen in

murinen Infektionsmodellen oder sie zeigen gar keine Wirkung [81,194,217,218].

75



Kapitel 5 Diskussion

Eine Alternative zur Maus stellt das Kaninchen dar. Diese Tiere sind das Modell der Wahl bei der
Analyse der Wirkung von SAg sowie des porenbildenden Toxins PVL, da diese Toxine bei Mausen
lediglich in sehr hohen Knzentrationen wirksam sind sind [173,174]. So sind SAgs in Mausen bei
einer Konzentration von 4 x 10° pg/kg KG nicht lethal, wihrend sie beim Menschen bereits ab
103 pg/kg KG lethal sind [173]. Dariiber hinaus ist bekannt, dass die Reaktion des Immunsystems
und des Herz-Kreislauf-Systems von Kaninchen auf eine S. aureus-Infektion der Reaktion des
Menschen sehr dhnelt [240,241]. Jedoch ist die Handhabung von Kaninchen nicht so einfach, teurer

und Inzuchtstdamme sind nicht verfugbar [173].

Weitere alternative Infektionsmodelle stellen Baumwollratten, Schweine und humanisierte Mause
dar. Baumwollratten werden fiir nasale Besiedlungsmodelle mit S. aureus verwendet, da diese
Tiere hohere und zuverldssigere Kolonisationsraten aufweisen als murine Modelle unter
Verwendung human-adaptierter S. aureus-Stamme [132,242]. Baumwollraten konnten uber
mehrere Wochen mit humanen Isolaten besiedelt werden. Dies ist vergleichbar mit der Besiedlung
von Mausen mit mausadaptierten S. aureus-lsolaten. Jedoch nahm die bakterielle Last im
Baumwollratenmodell Gber einen Zeitraum von 26 Tagen stark ab, wohingegen sie im murinen
Besiedlungsmodell (iber den gesamten Zeitraum stabil blieb [132,156] Aufgrund des Mangels an
transgenen Baumwollratten ist es zudem unmoglich, Wirtskolonisationsfaktoren zu analysieren

[161].

Hausschweine (Sus scrofa domesticus) sind dem Menschen hinsichtlich ihrer Anatomie, Genetik und
Physiologie dhnlicher als Mause [243—-246]. Zudem sind Tierhaltung und Zucht im Vergleich zu
anderen GroRtieren relativ einfach. Die kurzen Generationszeiten und die saisonunabhangige
Fortpflanzung mit hohen Wurfzahlen sind weitere Vorteile. Eine wiederholte Probennahme bildet
die Grundlage fir tiefere Einblicke in die Immunantwort auf einen eindringenden Erreger. Dies ist
aufgrund der GroRe der Tiere kein Problem. Jedoch ist das Immunsystem von Schweinen nicht so
gut charakterisiert wie das von Mausen und Menschen [243]. Zudem werden Studien zu
molekularen Mechanismen bei Schweinen durch den Mangel an Antikérperreagenzien und die

begrenzten transgenen Ressourcen erschwert [247].

Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung humanisierter Mause. Dieses Modell hat alle bereits
erwdhnten Vorteile eines Mausmodells und zudem ein humanes Immunsystem, welches durch den
Transfer von menschlichen CD34*-Stammzellen in immundefiziente Mause erzeugt wurde [248]. Da
die Generierung humanisierter Mause eine technische Herausforderung darstellt, haben bisher
lediglich drei Forschungsgruppen humanisierte Mause verwendet, um S. aureus-Infektionen der
Atemwege, Haut und intraperitonealen S. aureus-Infektionen zu untersuchen [100,249,250]. Alle

konnten eine erhdhte Anfalligkeit von humanisierten Mausen im Vergleich zu Wildtypmausen
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gegenliber S. aureus und eine hohere Bakterienbelastung zeigen. Zudem gab ihnen die
Verwendung von humanisierten Mausen die Moglichkeit, die Rolle von PVL in Mausen zu
analysieren [100,250]. Trotzdem hat auch dieses Modell Nachteile. Beispielsweise fihrt die
Transplantation von reifen menschlichen T-Zellen zu einer xenogenen Graft-versus-Host-Reaktion,
und die T-Zell-Selektion im Thymus ist aufgrund des Fehlens von humanen HLA-Molekilen
beeintrachtigt. DarlUber hinaus kann die Kommunikation des Immunsystems mit anderen
Organsystemen wie Atemwegen, Magen-Darm-Trakt, Hormonsystem und Nervensystem
beeintrachtigt werden, da viele humane Zytokine und andere Faktoren artspezifisch sind [251].
Humanisierte Mause zeigen auch eine verminderte Produktion von Immunglobulinen und
verminderte  Klassenwechsel der Immunglobuline aufgrund einer beeintrachtigten
Lymphknotenentwicklung und schlecht entwickelter Keimzentren [252]. Somit ist vor allem die
adaptive Immunantwort humanisierter Mause stark beeintrachtigt. Dies sollte bei der Wahl des

Modells beriicksichtigt werden.

Letztendlich scheinen humane Studien das zuverldssigste System zur Analyse der Interaktion
zwischen Mensch und Pathogen darzustellen. Experimentelle Besiedlungsmodelle an gesunden
Probanden fiihrten beispielsweise zur Identifizierung von besiedlungsrelevanten Wirtsfaktoren
[135,158]. Eine Alternative stellen Beobachtungsstudien an Patienten mit S. aureus-Infektionen

dar.

Insgesamt zeigt sich, dass das Mausmodell, wie jedes andere Tiermodell, seine Vor- und Nachteile
hat. Daher ist es essenziell, dass Wissenschaftler die Grenzen jedes Modellsystems kennen und das
richtige Infektionsmodell (oder eine Kombination davon) auswahlen, um ihre Forschungsfragen zu
beantworten. Mause sind ein ausgezeichnetes Tiermodell fiir S. aureus-Kolonisations- und
Infektionsstudien, da sie natirliche Wirte von S. aureus sind und ihre Immunantwort, dank knock-

out-Stammen, bis ins kleinste Detail charakterisiert werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Labormause mit mausadaptierten S. aureus-
Stammen dauerhaft besiedelt werden kdnnen und die Infektionsdosis in Infektionsmodellen
erheblich reduziert werden kann (siehe 5.2). Das deutet darauf hin, dass die Verwendung
mausadaptierter S. aureus-Stamme in ihrem natdirlichen Wirt — der Maus — ein physiologischeres
Modell fir das Studium der S. aureus-Wirts-Interaktion darstellt und somit gut fir die Erprobung

neuartiger Therapeutika geeignet ist.
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5.4 S. aureus DIP — vielversprechendes Isolat aus der Rotelmaus

Der mausadaptierte Stamm S. aureus DIP, welcher aus einer Rételmaus aus Baden-Wirttemberg
isoliert wurde, gehort zur Linien CC49, welche die dominante S. aureus-Linie in wilden Nagetieren
zu sein scheint (Wildmause 35,4 %, Wildratten: 40,5 %), jedoch nicht in Labormausen und -ratten
nachgewiesen werden konnte [182,183,186]. Diese Linie konnte zudem auch in Schweinen
nachgewiesen werden. Hier stellt sie die dritthdufigste S. aureus-Linie dar [203,204]. Bei Menschen
kommt die Linie CC49 selten vor [47,165,205]. Allerdings konnten Oppliger et al. zeigten, dass eine
Ubertragung auf den Menschen grundsitzlich méglich ist, da sie zumindest bei Schweineziichtern
ebenfalls nachgewiesen werden konnte [203,204,206,207]. Vereinzelt wurde die Linie in
Eichhornchen [207], Ratten [208], Pferden [209], Wallabys [210], Wiihimause und Wildkatzen [211]

nachgewiesen, was auf ein eher enges Wirtsspektrum hindeutet.

Unsere Arbeitsgruppe hat sechs Isolate der Linie CC49 aus Rotel- und Gelbhalsmausen isoliert und
charakterisiert. Allen Isolaten fehlten bestimmte Eigenschaften, die in humanen S. aureus-
Stammen haufig vorkommen. Sie waren negativ fir die Methicillin-Resistenzgene mecA und mecC,
hatten keine Superantigen-Gene und auch die Sa3int-Phagen, welche fir das humane
Immunevasionscluster kodieren, fehlten. Es ist bereits bekannt, dass das Immunevasionscluster
humanspezifisch ist und deshalb im Allgemeinen eher selten in tierischen S. aureus-Isolaten
nachgewiesen werden kann [213]. Des Weiteren konnten keine Antibiotikaresistenzgene
nachgewiesen werden, mit Ausnahme von sdrM (Multidrug Efflux Pump). Allerdings waren alle
CCA49-Isolate positiv fur Sa5int-Phagen. Zudem konnten die Leukozidin-Gene lukF/IukS und lukF-

PV(P83)/lukM detektiert werden, welche in humanen Isolaten fehlen [52].

Die Analyse der Genregion zeigte, dass die Gene /ukM und lukF-PV(P83) auf einem Sa5int-Phagen
lokalisiert sind. Diese gehdren zur Familie der Siphoviridae (Genus: Caudovirales), deren Phagen-
Genom in finf Module eingeteilt werden kann: Lysogenie, DNA-Metabolismus, DNA-Verpackung
und Kapsid-Morphogenese, Phagenschwanz-Morphogenese und Lyse [197]. Sind Virulenzgene
vorhanden, befinden diese sich zwischen dem Lysogenie- und dem DNA-Metabolismusmodul oder
downstream des Lysemoduls, wie es bereits fur die Gene lukM und lukF-PV(P83) boviner Isolate

gezeigt wurde [197,253].

Die Sequenzierung der im Rahmen dieser Arbeit in vivo verwendeten S. aureus Stamme zeigte, dass
nur S. aureus DIP fur die Gene des Leukozidins LukMF‘ kodiert, was vermuten lasst, dass dieses den
Grund fiur die gesteigerte Virulenz darstellt. Neben Rétel- und Gelbhalsm&usen wurde LukMF
bereits in S. aureus-1solaten von Rindern (CC151, CC479 und CC133) nachgewiesen. Jedoch konnten

die Gene nicht in humanen S. aureus-Isolaten, auch nicht in denen der Linie CC49, detektiert
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werden [183,196,254,255]. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass es sich bei LUKMF’ um einen
wirtsspezifischen Virulenzfaktor handelt. In der Tat konnten Fromageau et al. zeigen, dass LukMF’
Neutrophile von Rindern und Mausen bindet und lysiert, aber keine humanen Neutrophilen [256].
Die Ursache hierfiir ist der Rezeptor, an den LukMF‘ bindet: CCR1. Dieser wird auf der Oberflache
von bovinen Neutrophilen exprimiert, jedoch nicht auf der von humanen Zellen [222]. In Mausen
wird CCR1 auf der Oberfliche von Neutrophilen, Monozyten, Makrophagen und T-Zellen
exprimiert, an die dann das Leukozidin LukMF‘ binden kann [256,257].

LukMF* wurde bereits als bedeutender Virulenzfaktor bei Rindermastitis beschrieben [222,223].
S. aureus DIP kénnte somit zur Unterstiitzung der Entwicklung therapeutischer Ansatze gegen
LUkMF* zur Bekampfung der Mastitis S. aureus bei Rindern im murinen Mastitismodell eingesetzt
werden. Dieses hatte im Vergleich zum bovinen Modell den Vorteil, dass es wesentlich glinstiger,
die Haltung sowie die Handhabung der Tiere einfacher und der Aufwand deutlich geringer ware.

Ob LukMF* auch bei anderen S. aureus-Erkrankungen eine Rolle spielt, ist derzeit nicht bekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der mausadaptierte Stamm S. aureus DIP sowohl im
Pneumonie- als auch im Bakteridmiemodell hochvirulent ist. In beiden Modellen konnte die
Infektionsdosis, im Vergleich zum standardmaRig verwendeten S. aureus-Stamm Newman, um
90 % reduziert werden. Trotz der Reduktion zeigten sich im Vergleich zu Newman keine
Unterschiede hinsichtlich des Belastungsscores, der Uberlebensrate und der bakteriellen Last in
den untersuchten Organen. Auch die Zytokin- und Chemokinkonzentrationen waren zwischen
beiden Stammen vergleichbar. Des Weiteren zeigte sich im Besiedlungsmodell, dass S. aureus DIP,
ebenso wie JSNZ, Mause langer besiedelt als Newman. Auch hier konnte die Besiedlungsdosis

reduziert werden (um 70 %).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Produktion des porenbildenden Toxins LUKMF’ mit
hoher Aktivitat auf murinen Immunzellen zur hohen Virulenz von S. aureus DIP im murinen
Pneumonie- und Bakteridamiemodell beitragen kdonnte, was eine Reduktion der Infektionsdosis
ermoglicht. Zudem konnten wir zeigen, dass S. aureus DIP Mause langer besiedeln kann als der
Ublicherweise verwendete humane Stamm S. aureus Newman. Durch die Anpassung von S. aureus
DIP an den murinen Wirt kénnte dieser Stamm sehr gut zur Optimierung von S. aureus Besiedlungs-
und Infektionsmodellen geeignet sein, da es ein physiologischeres Model der Pathogen-Wirts-
Interaktion darstellt. Die Verwendung eines solchen Stammes ermoglicht es ein besseres
Verstandnis fir Infektionsprozesse und die Pathogen-Wirt-Interaktionen zu erlangen und eventuell

dadurch neue Therapiemoglichkeiten zu entwickeln.
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5.5 Die Besiedlung mit S. aureus induziert nur eine sehr milde lokale

Immunantwort

Als Kommensale besiedelt S. aureus vorrangig die Nasenvorhofe, aber auch die Achselhéhlen, den
Rachenraum und den unteren Verdauungstrakt von Menschen und Tieren [35,36,258,259]. Bis zu
30% der Bevolkerung sind persistent besiedelt [38]. Da die Besiedlung mit S. aureus einen
Risikofaktor fir S. aureus-Infektionen darstellt [36,41,42], ist es essenziell den Prozess der nasalen
Besiedlung im Detail zu verstehen, um neue Therapieansatze zu entwickeln. Daflir werden

geeignete Besiedlungsmodelle bendtigt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Besiedlung von Albino-C57BL/6-M&use mit den murinen
S. aureus-lsolaten JSNZ und DIP mit dem humanen Isolat Newman verglichen. Neben der
Etablierung eines geeigneten Besiedlungsmodells stand die Analyse der zelluldren Immunantwort
im Vordergrund. Da bekannt ist, dass IL-17 sowie IL-22 eine wesentliche Rolle bei der Besiedlung
mit S. aureus spielen, aber die Zytokin-produzierenden Zellen noch nicht eindeutig identifiziert
wurden [147,159-161], sollte nun deren Quelle ndher untersucht werden. Zudem wurden auch
IL-9-produzierende Zellen betrachtet. In ersten Pneumonieversuchen zeigte sich ein leichter, nicht
signifikanter Anstieg der IL-9-Konzentration in den Lungen von S. aureus-infizierten Mausen im
Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe [201]. Derzeit ist jedoch noch unklar, ob IL-9 bei der
Immunantwort wahrend einer S. aureus-Infektion involviert ist [260]. Es ist bekannt, dass IL-9 bei
Immunreaktionen vom Typ 2 beteiligt ist [261]. Zudem weilR man, dass S. aureus bei allergischen
Reaktionen eine Rolle spielt [262—264]. Somit ware es zumindest denkbar, dass IL-9 auch bei
intranasaler Besiedlung und Atemwegsinfektionen mit S. aureus von Bedeutung ist. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte deshalb eine mogliche Beteiligung von IL-9 an der Besiedlung mit S. aureus

untersucht werden.

Die Ergebnisse der intranasalen Besiedlung mit humanen bzw. mausadaptierten S. aureus-Isolaten
zeigten keine deutliche Aktivierung von CD4*-T-Zellen, y&-T-Zellen und ILCs in den zervikalen
Lymphknoten. Lediglich bei ein paar Tieren, die mit der hohen Dosis DIP [1 x 10® CFU] besiedelt
waren und einen hohen Belastungsscore aufwiesen, konnte 7 Tage nach Besiedlung ein Anstieg an
IL-17A-, IL-17F-, IL-22-produzierenden CD4*-T-Zellen sowie IL-17A- und IL-22-produzierenden y6-T-
Zellen nachgewiesen werden. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass diese T-Zellaktivierung nur bei
Tieren zu beobachten war, die auch einen hohen Belastungsscore aufwiesen. Nach 24 Stunden
wurden bei einigen Tieren mit einem hohen Belastungsscore Bakterien in den Lungen
nachgewiesen, was darauf hindeutet, dass diese Tiere nicht nur besiedelt waren, sondern eine

Atemwegsinfektion erlitten. Nach 7 Tagen waren keine Bakterien in den Lungen der Tiere
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detektierbar. Dennoch ist anzunehmen, dass mit Hilfe der FACS-Farbung lediglich in Tieren, die eine
Atemwegsinfektion hatten, auch Unterschiede in der Zellzusammensetzung detektiert werden
konnten. Bei Tieren mit lokal begrenzter nasaler Besiedlung war mit den gewahlten
Analysemethoden hingegen keine Aktivierung der CD4*-T-Zellen, y6-T-Zellen nachweisbar. Die
Analyse des prozentualen Anteils an ILCs zeigte groBe Schwankungen, wodurch keine Riickschlisse
zur Beteiligung der ILCs in der Besiedlung mit S. aureus moglich waren. Zudem konnte keine
Beteiligung von IL-9 ermittelt werden. Jedoch konnte kiirzlich fir S. aureus-induzierte Pneumonien
tatsachlich eine Beteiligung von IL-9 gezeigt werden. Drei Tage nach Infektion wurde vermehrt IL-9
in den Lungen, der BALF sowie im But bestimmt. Die Blockierung der IL-9-Aktivitat mittels Anti-IL-

9-Antikorper fihrte zudem zur Reduktion der bakteriellen Last in den Lungen der Tiere [260].

Das in den hier durchgefiihrten Experimenten keine T-Zellaktivierung nachweisbar war, konnte
verschiedene Griinde haben. Eine mogliche Ursache kénnte die Auswahl der Analysezeitpunkte
sein. Fur die Besiedlung wurden 24 Stunden sowie 7 Tage nach intranasaler Besiedlung gewahilt.
Damit sollte sowohl die innate als auch die adaptive Imnmunantwort charakterisiert werden. Unter
Umstanden waren jedoch beide Zeitpunkte nicht gut gewahlt. Daten zur Charakterisierung der
Immunantwort im murinen Besiedlungsmodell sind rar. Jedoch konnten Mulcahy et al. eine
Aktivierung von T-Zellen 7 Tage nach Besiedlung nachweisen. Allerdings verwendeten sie
nasophargyngiales Gewebe zur Analyse der T-Zellantwort. Die zervikalen Lymphknoten wurden
nicht betrachtet [159]. Zudem konnten sie mittels FACS-Analyse IL-22-produzierende Zellen
detektieren. Des Weiteren wurden auch Zytokine und Chemokine im Nasenhomogenat mittels
ELISA nachgewiesen, deren Peak bereits an Tag 1 zu beobachten war. Diese Daten deuten darauf
hin, dass zu den gewahlten Zeitpunkten durchaus eine Immunantwort nachweisbar ist, diese jedoch

vom untersuchten Gewebe abhangt.

Die Lokalisation der durch die Besiedlung aktivierten Immunzellen spielt eine entscheidende Rolle.
Im Rahmen der Arbeit wurden die lokalen drainierenden Lymphknoten (zervikale Lymphknoten)
untersucht. Da es sich lediglich um eine nasale Besiedlung und nicht um eine Atemwegsinfektion
handelt ist anzunehmen, dass keine starke Immunreaktion in den drainierenden Lymphknoten
erfolgte, so dass lediglich ein geringer Anteil der Zellen aktiviert wird. Diese minimale Anderung der
Zellzusammensetzung konnte bei der FACS-Analyse im Rahmen dieser Arbeit nicht nachgewiesen
werden. Vermutlich ware die Charakterisierung der Immunantwort im NALT bzw. im
nasopharyngialen Gewebe vielversprechender. In Experimenten zur Besiedlung mit Streptococcus
pneumoniae konnte jedoch bereits nach 3 Tagen sowohl in den zervikalen Lymphknoten als auch
im NALT ein Anstieg an CD4*-T Zellen, CD8* T-Zellen sowie der Gesamtzellzahl mittels FACS
detektiert werden. Es zeigte sich, dass die Zellzahl im NALT 2-3 log-Stufen geringer war, aber die
Unterschiede in der Zellzusammensetzung von NALT und zervikalen Lymphknoten vergleichbar
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war. Diese wurden jedoch mit unbehandelten Kontrolltieren (Tag 0) verglichen, die somit weder
der Anasthesie noch dem Stress der intranasalen Inokulation ausgesetzt waren. Statt die
zytokinproduzierenden Zellen in den zervikalen Lymphknoten mittels FACS-Analyse zu betrachten,
wurden diese homogenisiert und die Zytokinlevel mittels ELISA ermittelt. [265]. Auch die Expansion
der Dendritischen Zellen im nasopharyngialen Gewebe sowie im NALT konnte gezeigt werden [266].

Derzeit liegen keine Ergebnisse zur detaillierten Analyse des NALT bei Besiedlung mit S. aureus vor.

Die meisten Fortschritte im Rahmen der Besiedlung mit S. aureus wurden mit Hilfe von knock-out
Tieren gemacht, die es ermoglichen zu untersuchen, welche Auswirkungen das Fehlen bestimmter
Zytokine oder ganzer Zellpopulationen auf die nasale Besiedlung hat [147,159,160,267,268]. So
fand man z.B. mit Hilfe von IL-17A- und IL-17A/F-knock-out-M&ausen heraus, dass IL-17 eine
wesentliche Rolle bei der Besiedlung mit S. aureus spielt [160]. Auch die Beteiligung von IL-22
konnte durch die Verwendung von knock-out Mausen nachgewiesen werden [159]. Mit Hilfe von T-
Zell-knock-out-Mausen lieR sich auch die Beteiligung von T-Zellen bei der Dekolonisierung
nachweisen [147]. Statt der Verwendung von knock-out-Mausen kénnte der Einfluss bzw. die
Beteiligung eines bestimmten Zytokins auch mit Hilfe von neutralisierenden Antikérpern in vivo
analysiert werden. Durch die Verwendung von S. aureus knock-out-Stammen konnte zudem z.B.
gezeigt werden, dass CIfB-defiziente Stamme Mause weniger effizient besiedeln und das fiir eine

persistente Besiedlung SpA bendtigt wird [128,156].

Fir die Analyse der intrazellularen Zytokine wurde die Zellen 4 Stunden mit einem
Stimulationscocktail unspezifisch stimuliert. Um den Anteil antigen-spezifischer Zellen zu erhéhen,
kénnten die Zellen zuvor auch spezifisch mit S. aureus restimuliert werden. Dies wirde evtl. zu
groReren Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe fiihren. Zudem kénnen neben den Zellen

auch die Uberstdnde zur Analyse der Zytokin- und Chemokinkonzentrationen verwendet werden.

Des Weiteren wurde innerhalb dieser Arbeit die lokale Zytokin- und Chemokinproduktion in der
Nase mit Hilfe eines CBA bestimmt. Jedoch konnten kaum Unterschiede zwischen den besiedelten
Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe detektiert werden, da die Konzentrationen insgesamt sehr
gering waren, z.T. unterhalb der Nachweisgrenze (siehe Anhang Abbildung 7.4 & Abbildung 7.5).
Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen anderer Arbeitsgruppen zeigt sich, dass auch hierin den
Nasenhomogenaten nur geringe Zytokin- und Chemokinkonzentrationen (maximal bis zu
150 pg/mL)  ermittelt  werden konnten, was eine generell geringe lokale
Zytokin-/Chemokinproduktion nahelegt [147,159,267]. Jedoch wurden die Zytokinkonzentrationen
nicht mit PBS-Kontrolltieren verglichen. Mulcahy etal. zeigten den Anstieg und Abfall
verschiedener Zytokine und Chemokine Uber die Zeit und verglichen die Ergebnisse mit IL-22-ko-

Mausen [159]. Satorres et al. erreichten ebenfalls nur minimale IFN-y Konzentrationen von lediglich
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4 pg/mL. Auch hier lieRen sich die Unterschiede nur im Vergleich zu ko-Mausen nachweisen [267].
Archer et al. haben ihre Ergebnisse zwar mit denen von Kontrolltieren verglichen, jedoch waren
diese unbehandelt, erhielten also weder eine Inhalationsnarkose noch PBS. Somit sind hier keine
Riickschliisse in Hinblick auf die Besiedlung mit S. aureus moglich [147]. Fir zukiinftige Versuche
sollte deshalb die Kontrollgruppe anders gewahlt werden. Zudem hat sich gezeigt, dass auf Grund
der geringen Konzentrationen der Zytokine und Chemokine eine Betrachtung (iber die Zeit

sinnvoller ist. Jedoch werden hierfiir dann mehr Versuchstiere bendtigt.

Auch wenn die Daten anderer Arbeitsgruppen ebenfalls zeigen, dass die
Zytokin-/Chemokinkonzentrationen im Nasenhomogenat gering zu sein scheinen, so ist dennoch
auch ein Fehler in der Bearbeitung der Nasen nicht auszuschliefen. Da auch die bakterielle Last in
den Nasen der Tiere nicht bestimmt werden konnte, ist anzunehmen, dass beim Homogenisieren
der Nasen diese zu stark erhitzt wurden, wodurch ein Grofteil der Bakterien abstarb. Bei der
Wiederholung der Experimente zeigte sich, dass bei Verwendung eines schonenderen
Homogenisierungsprogramms durchaus S. aureus in den Nasen der Tiere detektiert werden kann.
Zytokine und Chemokine sind ebenfalls temperaturempfindlich [269,270]. Aus diesem Grunde
sollten auch die Versuche zur Bestimmung der lokalen Zytokin-/Chemokinproduktion wiederholt

werden, um auszuschlielen das eine fehlerhafte Bearbeitung zu diesen Ergebnissen gefiihrt hat.

SchlieBlich sollte noch geprift werden, ob bereits nach 7 Tagen S. aureus-spezifische IgA-Antikorper
im Stuhl besiedelter Mause detektierbar sind. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine
intranasale Besiedlung mit S. aureus innerhalb von 7 Tagen noch keine sIgA-Antikdrperantwort im
Gastrointestinaltrakt induziert. Bei der nasalen Besiedlung mit Streptococcus pneumoniae konnte
bereits nach 7 Tagen ein leichter, nicht signifikanter Anstieg des spezifischen IgA im Serum sowie in
der nasalen Lavage nachgewiesen werden [266]. Im murinen S. aureus-Besiedlungsmodell konnte
nach 8 Tagen ebenfalls einen Anstieg von spezifischem IgA nachgewiesen werden, jedoch im
Nasenhomogenat [267]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur die Stuhlproben auf IgA getestet, da
die Serumkonzentrationen von IgA meist sehr gering sind. Die Analyse der Nasenhomogenate

konnte weitere Hinweise auf eine evtl. IgA-Antwort liefern.

Zusammenfassend ldsst sagen, dass es im Rahmen dieser Arbeit gelungen ist Mause mit S. aureus
zu besiedeln und somit das Besiedlungsmodell am Standort Greifswald zu etablieren. Zudem
konnte gezeigt werden, dass mausadaptierte S. aureus-Stamme zur Besiedlung von Mausen besser
geeignet sind als der humane Stamm Newman. Jedoch gelang es mit Hilfe der gewahlten Read-outs

nicht eine eindeutige Aussage zu den beteiligten Zellpopulationen zu treffen.
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5.6 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der murine S. aureus-Stamm DIP isoliert und charakterisiert. Dieser
Stamm erwies sich als hochvirulent im murinen Bakteridmie- sowie im Pneumoniemodell. Mit Hilfe
von S. aureus DIP konnte die Standardinfektionsdosis von S. aureus Newman um 90 % reduziert
werden. Die Reduktion der Infektionsdosis deutet darauf hin, dass dieses Isolat besser fliir murine
Infektionsversuche geeignet zu sein scheint als das normalerweise verwendete Isolat S. aureus

Newman und somit auch in weiteren murinen Infektionsmodellen verwendet werden kénnte.

S. aureus DIP kodiert fir das Leukozidin LukMF‘, ein bedeutender Virulenzfaktor bei boviner
Mastitis. Die Verwendung von Mausen im Mastitismodell ist wesentlich zeit- und kostengiinstiger
als die Nutzung grolRRer Tiere. Aus diesem Grund konnte mit Hilfe des Stammes S. aureus DIP ein
geeigneteres Mastitismodel etabliert werden. Es konnten LukMF’ knock-out-Stamme generiert

werden, welche die Charakterisierung des Virulenzfaktors LukMF‘ im Mastitismodell ermaoglichen.

Zudem konnte gezeigt werden, dass die Verwendung mausadaptierter S. aureus-Stamme es
ermoglicht, Mduse bis zu 7 Tage mit S. aureus zu besiedeln ohne eine Reduktion der bakteriellen
Last. Besonders der murine S. aureus-Stamm JSNZ scheint fiir eine permanente Besiedlung gut
geeignet zu sein. Sun et al. zeigten, dass Mause bis zu 42 Tage mit S. aureus JSNZ besiedelt werden
kénnen [156]. Im Vergleich dazu zeigte sich JSNZ im murinen Pneumoniemodell nur maRig virulent.
Da Mause mit humanen S. aureus-Stammen bisher meist nur transient besiedelt werden konnten,
wurden Dekolonisierungsexperimente haufig in Baumwollratten durchgefihrt [271]. Durch die
Verwendung von mausadaptierten S. aureus-Stammen ist es nun moglich die Tiere, ohne eine
Reduktion der bakteriellen Last, ldnger zu besiedeln. Somit ist S. aureus JSNZ sehr gut zur
Verwendung im murinen Besiedlungsmodell und zur Testung neuer Wirkstoffe zur Dekolonisierung

geeignet.

Da Menschen bereits bei der Geburt mit S. aureus in Kontakt kommen und Antikdrper gegen
S. aureus ausbilden, ware ein Modell, welches diese Situation imitiert, von Vorteil. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass natlrlich besiedelte Mause S. aureus auf ihre Nachkommen tbertragen [178].
Sollte es gelingen, dass experimentell besiedelte Elterntiere ebenfalls S. aureus auf ihre
Nachkommen (ibertragen und sowohl die Elterntiere als auch die Nachkommen dauerhaft besiedelt
werden kdnnen, kénnen mit diesem Modell weitere Versuche durchgefiihrt werden. Dann kann
untersucht werden, welchen Einfluss die neonatale Besiedlung bzw. der friihzeitige Kontakt mit
S. aureus auf nachfolgende Erkrankungen, wie z.B. Pneumonien, Bakteridmien oder aber Abszesse
hat. Als Vergleich sollten nicht besiedelte Tiere (PBS), die infiziert wurden, sowie besiedelte Tiere,

die nicht infiziert wurden, verwendet werden.
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Die Charakterisierung der T-Zell-Antwort stellt eine Moglichkeit zur Beurteilung der Immunantwort
bei Infektionen mit S. aureus dar. Hierfiir kdnnte erneut die FACS-Analyse der drainierenden
Lymphknoten verwendet werden, da hier durch die Besiedlung und nachfolgende Infektion das
Immunsystem starker aktiviert werden sollte. Aber auch die Analyse des nasophayngialen Gewebes
oder lediglich des NALT kdonnte neue Erkenntnise liefern. Zudem kdnnten, je nach Infektionsmodell,
die beteiligten Organe ebenfalls untersucht werden. So bietet es sich an im Pneumoniemodell die
Lungen sowie die mediastinalen Lymphknoten zu betrachten und im Bakteriamiemodell die Nieren.
Diese konnten fur durchflusszytometrische Analysen, aber auch fiir histologische Farbungen
verwendet werden. Auch die invitro Restimulation der Zellen oder der FluoroSpot kdnnten
bedeutende Hinweise auf den Einfluss der neonatalen Besiedlung auf eine nachfolgende Infektion
liefern. Die Analyse der Antikdrperantwort im Serum koénnte ebenfalls Unterschiede in der

adaptiven Immunantwort aufzeigen.
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Neue Antibiotika und Praventionsmallnahmen gegen S. aureus sind aufgrund der starken
Ausbreitung multiresistenter S. aureus-Stamme dringend erforderlich. Zur Entwicklung von
Therapie- und PraventionsmaBnahmen werden geeignete Infektionsmodellen benétigt, die die
klinische Situation moglichst exakt widerspiegeln. Da die Spezies S. aureus stark wirtsspezifisch ist,
konnten wirtsadaptierte S. gureus-Stamme  hierbei duflerst hilfreich sein. In der
Infektionsforschung werden vor allem Mausmodelle verwendet. Da bisher jedoch angenommen
wurde, dass Mause keine natlrlichen Wirte von S. aureus sind, sind S. aureus-Forscher davon
ausgegangen, dass Mause kein geeignetes Modell darstellen. Das wurde durch unsere und andere
Arbeitsgruppen allerdings in den letzten Jahren widerlegt. Wir konnten zeigen, dass Labor- und

Wildmause mit S. aureus besiedelt sind.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte geklart werden, ob murine Infektionsmodelle durch die
Verwendung von mausadaptierten S. aureus-Stammen optimiert werden kdénnen. Aus liber 250
S. aureus-Stammen, die aus Labor und Wildmausen isoliert wurden, wurden vier mausadaptierte
S. aureus-lsolate ausgewahlt und mit dem humanen S. aureus-lsolat Newman in einem Pneumonie-
und Bakteriamiemodell vergleichen. Diese Stamme wiesen einen reprdsentativen spa-Typ sowie
typischen Phagenmuster und Virulenzgene auf. Zudem waren sie in der Lage, murines Plasma zu

koagulieren und in murinem Vollblut zu replizieren.

Es zeigte sich, dass das murine lIsolat S. aureus DIP sowohl im Pneumonie- als auch im
Bakteridmiemodell deutlich virulenter war als das humane Isolat Newman und die anderen
getesteten mausadaptierten Stamme. Nach kiirzester Zeit starben alle Tiere, die mit S. aureus DIP
infiziert wurden. Wurde die Infektionsdosis im Vergleich zu Newman um 90 % reduziert, waren die
bakterielle Last, der Belastungsscore, sowie die Zytokin- und Chemokinkonzentrationen nach
Infektion mit S. aureus DIP bzw. S. aureus Newman vergleichbar. Im Besiedlungsmodell konnte
gezeigt werden, dass die mausadaptierten Stamme S. aureus JSNZ sowie S. aureus DIP in der Lage
sind, Mause (iber einen Zeitraum von 7 Tagen stabil zu besiedeln. Mause, die mit S. aureus Newman
besiedelt waren, konnten den Stamm innerhalb dieses Zeitraums eliminieren. Die
Genomsequenzierung der in vivo verwendeten S. aureus Stamme zeigte, dass lediglich S. aureus
DIP fur das Leukozidin LukMF‘ kodiert. Das lasst vermuten, dass die Prasenz des Virulenzfaktors fir

die gesteigerte Virulenz von S. aureus DIP verantwortlich sein kdnnte.

Des Weiteren sollten in dieser Arbeit ein Besiedlungsmodell mit murinen S. aureus-Isolaten
etabliert und die beteiligten Immunzellen quantifiziert werden. Es zeigte sich, dass Mause mit

murinen S. aureus-Isolaten bis zu 7 Tage besiedelt werden kénnen wohingegen S. aureus Newman
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zu diesem Zeitpunkt nur noch in 20% der Tiere nachweisbar war. Zudem konnte bei der
intranasalen Besiedlung mit einer hohen Dosis S. gureus DIP [1 x 108 CFU] gezeigt werden, dass
sowohl Th17-Zellen als auch yd-T-Zellen nach 7 Tagen IL-17A, IL-17F und IL-22 produzieren. Jedoch
konnte die Zytokinproduktion nur in Tieren nachgewiesen werden, die einen hohen
Belastungsscore aufwiesen. Da nach 24 Stunden bei Tieren mit hohem Belastungsscore auch
Bakterien in der Lunge detektiert wurde, ist anzunehmen, dass S. aureus diese Tiere nicht nur
besiedelt, sondern bei ihnen auch eine Atemwegsinfektion verursacht hatte. Durch den geringen
prozentualen Anteil an ILCs in den zervikalen Lymphknoten war es nicht moglich Riickschlisse auf
deren Zytokinproduktion zu ziehen. Somit gelang es zwar ein murines S. aureus-Besiedlungsmodell
zu etablieren, jedoch kann keine Aussage zu den beteiligten Zellen des Immunsystems getroffen

werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Labormause mit mausadaptierten S. aureus-
Stammen langer besiedelt werden kénnen als mit dem humanen Referenzstamm Newman. Zudem
konnte mit Hilfe des mausadaptierten Stammes S. aureus DIP die Infektionsdosis im Pneumonie-
und Bakteriamiemodell erheblich reduziert werden. Somit gelang es Mausmodelle durch die
Verwendung von mausadaptierten S. aureus-Stammen zu optimieren, auch wenn das nicht auf alle
getesteten Isolate zutrifft. Durch die Anpassung an den murinen Wirt stellen mausadaptierte
S. aureus-Stamme wie DIP und JSNZ ein physiologischeres Modell der Pathogen-Wirts-Interaktion
dar. Die Verwendung eines solchen Stammes ermoglicht es ein besseres Verstandnis fir
Infektionsprozesse und die Pathogen-Wirt-Interaktionen zu erlangen und dadurch eventuell neue

Therapiemoglichkeiten zu entwickeln.

Es ist zu berlicksichtigen, dass auch die Verwendung mausadaptierter S. aureus-Stamme in murinen
Besiedlungs- und Infektionsmodellen lediglich ein Modell darstellt, welches Vor- und Nachteile hat.
Daher ist es essenziell, dass Wissenschaftler die Grenzen jedes Modellsystems kennen und das
richtige Infektionsmodell (oder eine Kombination davon) auswahlen, um ihre Forschungsfragen zu

beantworten.
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A. Zusatzlich gemessene Zytokine/Chemokine (Pneumonie)
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Abbildung 7.1: Vergleich der Zytokin- und Chemokinkonzentrationen im Lungenhomogenat von Mausen
nach Infektion mit S. aureus DIP in unterschiedlichen Infektionsdosen bzw. dem humanen Isolat Newman
im Pneumoniemodell.

Weibliche BALB/c M&use (n=10) wurden intranasal mit 30 pL S. aureus DIP (2 x 107 CFU, 2 x 108 CFU) bzw.
Newman (1 x 102 CFU) infiziert. Nach 47 Stunden wurden die Tiere mit einer Uberdosis CO2 getétet. Es wurden
die Uberstinde der homogenisierten Lungen verwendet. Die Zytokinkonzentrationen wurde mit dem
LEGENDplex™ Mouse Th Cytokine Panel (BiolLegend), die Chemokinkonzentrationen mit dem
Proinflammatory Chemokine Panel (BioLegend) ermittelt. Dargestellt sind die Ergebnisse aus einem
Experiment. Jeder Punkt stellt eine Maus dar. Die durchgezogene Linie zeigt den Median, die gestrichelte
Linie die Detektionsgrenze. Fir die statistische Auswertung wurde der Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post
Hoc Test verwendet. Die unterschiedlichen Infektionsdosen von S. aureus DIP wurden mit S. aureus NWM
verglichen.*, p £0,05; **, p<0,01; ***, p <0,001
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B. Zusatzlich gemessene Zytokine/Chemokine (Bakteridmie)
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Abbildung 7.2: Vergleich der Zytokin- und Chemokinkonzentrationen im Nierenhomogenat von Mausen
mit unterschiedlicher Infektionsdosen von S. aureus DIP mit dem humanen Isolat Newman im
Bakteriamiemodell.

Weibliche BALB/c Miuse (n=10) wurden intravends in die Schwanzvene mit 100 puL S. aureus DIP (5 x 10° CFU,
5 x 10° CFU) bzw. Newman (5 x 107 CFU) infiziert. Nach 72 Stunden wurden die Tiere mit einer Uberdosis CO;
getdtet. Es wurden die Uberstande der homogenisierten Nieren verwendet. Die Zytokinkonzentrationen
wurde mit dem LEGENDplex™ Mouse Th Cytokine Panel (BioLegend), die Chemokinkonzentrationen mit dem
Proinflammatory Chemokine Panel (BioLegend) ermittelt. Dargestellt sind die Ergebnisse aus einem
Experiment. Jeder Punkt stellt eine Maus dar. Die durchgezogene Linie zeigt den Median, die gestrichelte
Linie die Detektionsgrenze. Fir die statistische Auswertung wurde der Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post
Hoc Test verwendet. Die unterschiedlichen Infektionsdosen von S. aureus DIP wurden mit S. aureus NWM
verglichen. *** p < 0,001
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C. Gatingstrategie fiir die Analyse der zervikalen Lymphknoten nach

S. aureus-Besiedlung

sscn

CDds_LATFe ;
8

2004

otTcats Lazar | S
6t

g 93T cets_L-3e
3 2 330

CompBTI0.A CD3

3 > s s Y

10? 't 10° w?

G Conp-YG780-A - TCRg_¢ H Comp-YGB10-A : ILATA

ILCs_L17As 20k o 200 200k
s

Comp-VE70-A - CD25
FSC-A

Comp-YGE10-A - LATA Comp-YGSE2-A - L-22 Comp-RBT0-A : LATF Comp VASD-A - L9

Abbildung 7.3 Gatingstrategie fiir die Analyse der Immunzellpopulationen in den zervikalen Lymphknoten
nach S. aureus-Besiedlung

Fir die Analyse des Zytokinprofils von CD4*-T-Zellen, y6-T-Zellen und ILCs in den zervikalen Lymphknoten
S. aureus-besiedleter Albino-C57BL/6-M4&use (n=10) wurden zunichst die Dubletten ausgeschlossen (A) und
anschlieRend die lebenden, CD19 Zellen definiert. Diese wurden nun anhand von anti-CD3- und anti-CD4-
Antikorpern in in drei Gruppen unterteilt (C): CD3*/CD4* (CD4*-T-Zellen); CD3*/CD4 Zellen und CD37/CD4"
Zellen. Mit Hilfe des anti-y5-TCR Antikorpers konnten unter den CD3*/CD4" Zellen die y6-T-Zellen identifiziert
werden (E). Die CD37/CD4 Zellen, die CD127* und CD25* waren, wurde als ILCs charakterisiert (G). Die drei
Zellpopulationen wurden schlieflich hinsichtlich ihrer Expression von intrazellularem IL-17A, IL-17F, IL-22
sowie IL-9 untersucht (D, F, H).
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D. Zytokine im Nasenhomogenat
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Abbildung 7.4: Vergleich der Zytokinkonzentrationen im Nasenhomogenat von S. aureus-besiedelten
Mausen.

Weibliche Albino-C57BL/6-M&use (n=10) wurden intranasal mit 10 uL S. qureus (1x10%8 CFU bzw.
3 x 107 CFU) besiedelt. Kontrolltieren wurden 10 uL PBS intranasal appliziert. Nach 24 Stunden bzw. 7 Tagen
wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet. Es wurden die Uberstinde der homogenisierten Nasen
verwendet. Die Chemokinkonzentrationen wurden mit dem Proinflammatory Chemokine Panel (BioLegend)
ermittelt. Dargestellt sind die Ergebnisse aus einem Experiment. Jeder Punkt stellt eine Maus dar. Die
durchgezogene Linie zeigt den Median, die gestrichelte Linie die Detektionsgrenze. Fiir die statistische
Auswertung wurde der Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post Hoc Test verwendet. Die S. aureus-besiedelten
Tiere wurden mit PBS-applizierten Tieren des gleichen Tages verglichen. **, p < 0,01
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E. Chemokine im Nasenhomogenat
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Abbildung 7.5: Vergleich der Chemokinkonzentrationen im Nasenhomogenat von S. aureus-besiedelten
Mausen.

Weibliche Albino-C57BL/6-M3use (n=10) wurden intranasal mit 10 uL S. qureus (1 x 10® CFU bzw. 3 x 107 CFU)
besiedelt. Kontrolltieren wurden 10 uL PBS intranasal appliziert. Nach 24 Stunden bzw. 7 Tagen wurden die
Tiere durch zervikale Dislokation getdtet. Es wurden die Uberstinde der homogenisierten Nasen verwendet.
Die Chemokinkonzentrationen wurden mit dem Proinflammatory Chemokine Panel (BioLegend) ermittelt.
Dargestellt sind die Ergebnisse aus einem Experiment. Jeder Punkt stellt eine Maus dar. Die durchgezogene
Linie zeigt den Median, die gestrichelte Linie die Detektionsgrenze. Fir die statistische Auswertung wurde
der Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post Hoc Test verwendet. Die S. aureus-besiedelten Tiere wurden mit PBS-
applizierten Tieren des gleichen Tages verglichen. *, p £ 0,05
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F. Vergleich der in vitro-Ergebisse der in vivo verwendeten S. aureus-lsolate
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Abbildung 7.6: Vergleich der in vivo verwendeten S. aureus-Isolate hinsichtlich ihres Koagulations- und
Replikationsverhaltens

A) Koagulationsassay zur Analyse der Wirtsanpassung: Die murinen S. aureus-Stimme mucc8c, muCC88d,
JSNZ und DIP sowie das humane Isolat Newman wurden in 500 uL murinem Plasma inkubiert und bezuglich
ihre Koagulationsfahigkeit verglichen. Die Koagulation wurde nach 1 h, 2 h, 4 h und 18,5 h visuell durch einen
verblindeten Experimentator bewertet. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier technischer Replikate.

B) Replikationsfihigkeit in murinem Vollblut: 1 x 108 CFU/mL einer Bakterienkultur wurden mit frischem
murinem Vollblut im Verhéltnis 1:4 gemischt. Fir die Bestimmung der CFU/mL wurde nachOh, 1 h,3 h,5h
und 24 h eine dekadische Verdinnungsreihe hergestellt, drei technische Replikate auf LB-Agar-Platten
ausplattiert und flr ca. 16 h bei 37 °Cinkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte der ermittelten CFU von drei
technischen Replikaten. Abklrzungen: NWM, Newman.

G. Chemokine

Tabelle 7.1 Ubersicht Chemokine

Nomenklatur Name Rezeptor Zielzelle

CCL2 MCP-1 CCR2 Mo, iDC, T (Th,>Th,), Bs

ccL3 MIP-1a CCR1, 5 Mo/Md, iDC, Eo, Bs, T (Th1> Thy), N, NK
CCL4 MIP-1$3 CCR5 Mo/Mdo, DC, T (Thy> Thy), NK

CCL5 RANTES CCR1, 3,5 Mo/Mdo, iDC, Eo, Bs, T (Tmem > T; Thy > Th3), NK
CCL11 Eotaxin CCR3 Eo, Bs, Thy

CCL17 TARC CCR4 iDC, T (Thy >Thy), Treg

CCL20 MIP-3a CCR6 iDC, T (Tmem, Th17), B

cCL22 MDC CCR4 iDC, T (Thz > Thy), Treg, Bs, NK, Mo
CXCL1 KC/GRO-a CXCR2 N

CXCL5 LIX/ENA-78 CXCR2 N

CXCL9 MIG CXCR3 T (Thy > Thy), NK, B, pDC

CXCL10 IP-10 CXCR3 T (Thy >Thy), NK, B

CXCL13 BLC/BCA-1 CXCR5 B, Tfth

Abkirzungen: B: B-Zellen; Bs: basophile Granulozyten; iDC: unreife (immature) dendritische Zellen; pDC: plasmacytoide
dendritische Zelle; Eo: eosinophile Granulozyten; M¢: Makrophagen; Mo: Monozyten; NK: natirliche Killerzellen;
N: neutrophile Granulozyten; T: T-Zelle, Ts: folliculare T-Helferzellen; Tmem: Memory T-Zellen; Treg: regulatorische T-Zellen
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H. Phagentransduktion zur Generierung von S. aureus DIPAspa
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Abbildung 7.7 Bestatigung der erfolgreichen Phagentransduktion zur Herstellung einer Protein A-Mutante
von S. aureus DIP.

Mittels Phagentransduktion wurde die Aspa::eryR-Deletion vom Donorstamm S. aureus 113 Aspa::eryR auf
S. aureus DIP Ubertragen. Zur Uberpriifung der mittels Kolonie-PCR wurde iiberpriift, ob die Transduktion
erfolgreich war. Der verwendete 5°-Primer bindet innerhalb des eryR-Gens, der 3’-Primer downstream des
spa-Gens. Die Insertion des eryR-Gens und die damit verbundene Deletion des spa-Gens fiihrt zu einer Bande
bei ca. 450 bp. Als Kontrollen wurden S. aureus JSNZ und S. aureus JSNZ Aspa mitgefihrt.
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